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Resumen

Los materiales porosos a base de 6xido de silicio (SiO2) han adquirido atencion relevante en
diversas areas entre las que destaca la medicina para su uso como vehiculos de
administracion de farmacos en aquellos casos en los que la administracion del farmaco sea
dificil. En particular aquellos materiales de SiO; con porosidad ordenada denominados
Mmesoporosos con un tamafio de poro entre 2-50 nm, esto se debe a que estos materiales
presentan alta area superficial y tamafio de poro controlable, superficie funcionalizable y
biocompatibilidad. En el caso de la terapia con antibidticos es preciso que estos al ingresar al
organismo se mantengan por un largo periodo de tiempo, a la concentracién adecuada y de
preferencia lleguen principalmente al sitio de infeccion con el fin de evitar dafios a tejidos y
organos sanos. Si le sumamos a nuestro vehiculo una actividad antimicrobiana,
favoreceriamos una accion conjunta denominada sinergismo entre el antibiético y el vehiculo.
Por ello, el presente trabajo propone un sistema de nanoparticulas mesoporosas de SiO;
(MSN) como soporte de nanoparticulas metalicas (MNPs) y el antibidtico sulfametoxazol
(SMX). Se sintetizo por el método de Stober modificado particulas de SiO, porosas y se
caracterizaron por diferentes técnicas. Por IR-TF se detect6 la presencia de los grupos
funcionales silanol (Si-OH) y siloxano (Si-O-Si), asi como agua adsorbida. Con MEB se
observaron particulas esféricas de 154 nm de diametro promedio. A través de fisisorcion de
N, se determin6 que las particulas sintetizadas son mesoporosas con tamafio de poro de 3
nm, area superficial de 404 m?/g y volumen de poro de 0.42 cm?/g. A partir de estas particulas,
se crearon tres diferentes nanoestructuras, usando la superficie como soporte de AgNPs,
CuNPs y CuSNPs. La presencia de estas MNPs se evidencio al detectar las bandas de
plasmén superficial caracteristicas en el espectro UV-Vis. Posteriormente se adsorbi6 el
antibidtico SMX en estos tres sistemas por agitaciéon con una cantidad de entre 11-16 pg/mg
de material. Se probd la actividad antimicrobiana en las bacterias Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, obteniendo inhibicién de crecimiento en los sistemas MSN/MNPs y al
adicionar el SMX la actividad se present6 a concentraciones mas bajas de material. S. aureus
fue mas susceptible al efecto de inhibicion en comparacion con E. coli, lo que nos lleva a

pensar en una aplicacion para afecciones dadas por esta bacteria.

PALABRAS CLAVE: Antimicrobiano; Nanoparticulas; Oxido de silicio; Plata; Cobre;
Sulfametoxazol; Sulfuro de cobre.
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Abstract

Porous materials based on silicon oxide (SiO2) have gained relevant attention in several areas,
among which medicine stands out for their use as drug delivery vehicles in those cases where
drug delivery is difficult. In particular, those SiO, materials with ordered porosity called
mesoporous with a pore size between 2-50 nm, this is because these materials have high
surface area and controllable pore size, functionalizable surface and biocompatibility. In the
case of antibiotic therapy, it is necessary that when antibiotics enter the organism they are
maintained for a long period of time, at the appropriate concentration and preferably reach
mainly the site of infection in order to avoid damage to healthy tissues and organs. If we add
to our vehicle an antimicrobial activity, we will favor a joint action called synergism between the
antibiotic and the vehicle. Therefore, the present work proposes a system of mesoporous SiO;
nanoparticles (MSN) as a support for metal nanoparticles (MNPs) and the antibiotic
sulfamethoxazole (SMX). Porous SiO; particles were synthesized by the modified Stober
method and characterized by different techniques. By FT-IR the presence of silanol (Si-OH)
and siloxane (Si-O-Si) functional groups was detected, as well as adsorbed water. Spherical
particles with an average diameter of 154 nm were observed by SEM. Through N
physisorption, it was determined that the synthesized particles are mesoporous with a pore
size of 3 nm, surface area of 404 m?/g and pore volume of 0.42 cm?®g. From these particles,
three different nanostructures were created, using the surface as a support for AQNPs, CuNPs
and CuSNPs. The presence of these MNPs was evidenced by detecting characteristic surface
plasmon bands in the UV-Vis spectrum. Subsequently, SMX antibiotic was adsorbed on these
three systems by agitation with an amount between 11-16 pg/mg of material. The antimicrobial
activity was tested on Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria, obtaining growth
inhibition in the MSN/MNPs systems and when SMX was added, the activity was present at
lower concentrations of material. S. aureus was more susceptible to the inhibition effect
compared to E. coli, which leads us to think of an application for conditions caused by this

bacterium.

KEYWORDS: Antimicrobial; Nanoparticles; Silicon oxide; Silver; Copper; Copper
sulfide; Sulfamethoxazole; Copper sulfide.
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INTRODUCCION

A partir del descubrimiento de la penicilina en los afios cuarenta, se han obtenido,
comercializado y utilizado gran cantidad de antimicrobianos, sin embargo, pronto se
descubrié que las bacterias eran capaces de desarrollar mecanismos de resistencia y
asi en los afios 50 ya se conocian cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
penicilina. De manera practica, la bacteria es sensible a un antibiético mientras sea
eficaz frente a ella y exista la eliminacion de la infeccidn, por el contrario, es resistente
cuando su crecimiento sélo puede ser inhibido a concentraciones superiores a las que
el farmaco puede alcanzar en el lugar de la infeccién [1].

En la actualidad se ha encontrado un aumento en la aparicién de cepas con una amplia
resistencia a antibidticos, es decir, una misma bacteria ha adquirido mecanismos que
evaden la accion de méas de un antibidtico. A raiz de esto se ha optado por la invencion
de nuevos compuestos antimicrobianos que ayuden en el tratamiento de dichas cepas.
Sin embargo, la capacidad de las bacterias a generar resistencia a nuevos compuestos
es latente por lo que se requiere generar alternativas donde se disminuya esta
posibilidad. Una de dichas alternativas se ha encontrado en la nanotecnologia,
especificamente en el desarrollo de nanoestructuras con efecto antimicrobiano
intrinseco o a través de la adicibn de otros agentes en su superficie[2], [3]. Los
nanomateriales como las nanoparticulas mesoporosas de silicio o MSN (mesoporous
silica nanoparticles) al ser biocompatibles, presentar una alta area
superficial(>300m?/g), una estructura porosa con volumen y didmetro de poro
controlable, las hacen ideales para su uso como vehiculo y liberador de farmacos [4],
[5].

Como una posible accién ante la problematica de la resistencia antimicrobiana, en este
trabajo se exhibe la sintesis y caracterizacion de MSN esféricas como base de un
nanosistema con actividad antimicrobiana. Dicho nanosistema incluye Ag NPs, CuNPs
o CuSNPs y el antibiético sulfametoxazol. Las nanoparticulas metalicas de plata o
cobre, al liberar iones metalicos alterarian la permeabilidad de la pared o membrana
bacteriana facilitando la entrada del sulfametoxazol, produciendo un ataque por dos
agentes a la vez lo cual dificultaria la generacion de una resistencia. El uso conjunto

de nanoparticulas metalicas y un agente antimicrobiano permitird observar si existe un



efecto sinérgico entre estos dos y si es asi, lograr reducir las concentraciones que se
requieren de forma individual para ambos agentes para generar una actividad

antimicrobiana.

HIPOTESIS

El sistema MSN/MNPs/SMX tiene como base particulas de SiO2 esféricas
mesoporosas con una alta &rea superficial, que permite su uso como vehiculo de
agentes antimicrobianos como nanoparticulas metalicas (MNPs) y un antibiético como
el sulfametoxazol (SMX). Este nanosistema MSN/MNPs/SMX posee actividad
antibacteriana debido al efecto sinérgico (actividad conjunta) dado por la liberacion de

iones metalicos y el SMX.

OBJETIVO

Sintetizar un nanosistema de nanoparticulas mesoporosas de silicio, nanoparticulas

metalicas y sulfametoxazol (MSN/MNPs/SMX) con propiedad antimicrobiana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO2) esféricas y mesoporosas
(MSN)

* Sintetizar y caracterizar los nanosistemas de MSN/AgNPs, MSN/CuNPs y
MSN/CuSNPs

* Incorporar el sulfametoxazol en los diferentes sistemas y cuantificar la
concentracion de antibiotico adsorbido

» Caracterizar el nanosistema MSN/MNPs/SMX

+ Demostrar la actividad antimicrobiana de los nanosistemas MSN/MNP/SMX en

Escherichia coli y Staphylococcus aureus



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1. ANTECEDENTES

1.1. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA (RAM)

Durante décadas, las infecciones han sido combatidas con farmacos antiinfecciosos.
Sin embargo, en la actualidad las infecciones y lesiones leves pueden volverse letales
debido al desarrollo de la resistencia antimicrobiana. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en su sitio web, un microorganismo se considera resistente
cuando ya no se ve afectado por los tratamientos estandar de antimicrobianos y no
hay una mejoria en el paciente, por lo tanto, la infeccion es muy dificil de tratar y
detener su propagacion [6].

Sin antibiéticos Utiles es impensable realizar trasplantes, implantes, cirugias,
resecciones, administracion de quimioterapias e inmunosupresores; incluso las
infecciones producidas por pequefas laceraciones volverian a ser responsables de
dafios importantes y de muerte. Las intervenciones terapéuticas actuales en todas las
areas médicas se sustentan en la capacidad de prevenir o tratar las infecciones.

La aparicion de bacterias resistentes y multirresistentes es un verdadero reto para la
salud publica. El tratamiento de infecciones por este tipo de bacterias requiere de
frecuentes administraciones intravenosas de altas dosis de antibidticos, las cuales
causan serios efectos adversos, como afectaciones renales, hepéticas vy
hematopoyéticas. Incluso con tratamiento antibiético agresivo, la erradicacion
completa de la infecciébn bajo dichas condiciones es dificil de lograr debido a la
capacidad de las bacterias para formar biopelicula, es decir, una comunidad
microbiana adherida a una superficie y embebida en una matriz polimérica a la cual
hay una nula o lenta penetracién del antibidtico dando tiempo para que se genere
respuesta ya sea entrando en estado de latencia o generando resistencia al antibiético
y como resultado los tratamientos son costosos y requieren mas tiempo para la

recuperacion del paciente [7]-[9].



1.1.1. ACCIONES TOMADAS ANTE LA RAM

Ante esta problematica como primera intervencion la OMS, organismos del sector
salud y universidades en cada pais han creado programas para educar y concientizar
a la poblacion sobre el uso de antibitticos, simultaneamente recomiendan maximizar
las intervenciones que eviten infecciones como higiene y vacunacion[10]. La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion y la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal, también se han sumado a este tipo de
programas para limitar el uso de antibidticos en animales solo en caso de infeccion y
no como un promotor de crecimiento, o mismo se recomienda en el caso de la
agricultura [11], [12].

Otro aspecto importante es la vigilancia de la resistencia para informar de tendencias
de RAM en los microorganismos identificados. Un ejemplo de ello es el sistema de
vigilancia global de la RAM que creo la OMS denominado GLASS (Global AMR
Surveillance System) en el que hasta el afio 2019 se tenian 91 paises participantes
contribuyendo [13]. Los objetivos de GLASS son:
e Fomentar los sistemas nacionales de vigilancia y las normas mundiales;
e Estimar el alcance y la carga de la RAM a nivel mundial mediante indicadores
seleccionados;
e Analizar y notificar datos mundiales sobre la resistencia a los antimicrobianos
de forma periddica;
e Detectar resistencias emergentes y su propagacion internacional,
¢ Informar la implementacién de programas especificos de prevencion y control;

e Evaluar el impacto de las intervenciones

Aungque México no figura entre los paises que integran el sistema GLASS, si tiene
programas para hacer frente a la RAM en el pais. Uno de ellos es la Estrategia
Nacional de Accidn contra la Resistencia a los Antimicrobianos en México, publicado
en el Diario Oficial de la Federacion el 5 de junio de 2018 y cuya mision es propiciar el
trabajo de colaboracion con el fin de que en el pais se haga un uso racional de

antimicrobianos para la salud humana, salud animal y en los cultivos con el objeto de



reducir la diseminacion de la RAM en los diferentes sectores de salud publica,
agricultura y medio ambiente[14]. Ademas, la Universidad Autonoma de Meéxico
(UNAM) tiene el Plan UCRA (Plan Universitario de Control de la Resistencia
Antimicrobiana) el cual es un plan de accion para controlar la resistencia a los

antimicrobianos en el pais [15].

Finalmente, se han hecho esfuerzos en la investigacion y el desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos para lo cual la OMS en colaboraciéon con la Division de
Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Tubingen (Alemania) ha elaborado
una lista para guiar y promover la investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos,
como parte de sus actividades para combatir el creciente problema mundial de la RAM
[1]. La lista se divide en tres categorias:

1. Prioridad Critica. Incluye bacterias multirresistentes especialmente peligrosas
en hospitales, residencias de ancianos y entre pacientes que necesitan
dispositivos como ventiladores y catéteres intravenosos. Las bacterias en este
grupo son causantes de infecciones graves y a menudo letales:

e Acinetobacter baumanii
e Pseudomonas aeruginosa

e Enterobacterias: Klebsiella, Escherichia coli, Serratia, Proteus

Los siguientes niveles incluyen bacterias que exhiben una farmacorresistencia
creciente y provocan enfermedades comunes como la gonorrea o intoxicaciones
alimentarias.
2. Prioridad Alta:

e Enterococcus

e Staphylococcus aureus

e Helicobacter pylori

e Campylobacter

e Salmonela

¢ Neisseria gonorrhoeae



3. Prioridad Media:
e Streptococcus pneumoniae
e Hemophilus influenzae

e Shigella

1.1.2. ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO ANTE LA RAM
Ante la problemética, se ha vuelto necesario explorar caminos nuevos y mas efectivos
para el tratamiento de infecciones bacterianas. Se estan realizando estudios para
encontrar alternativas como el uso de bacterias depredadoras [16], bacteriofagos [17],
bacteriocinas [18], probidticos y prebidticos [19], etc. Sin embargo, hasta ahora,
ninguno de ellos ha demostrado eficacia que es comparable a la de los antibioticos.

Otra solucion es el disefio de nuevos antibidticos para los cuales las bacterias aun no
han desarrollado resistencia, sin embargo, el problema es que, sin un cambio de
comportamiento con respecto al uso de antibiéticos, después de un corto tiempo, estos
medicamentos dejaran de ser efectivos y el circulo vicioso volveria a su comienzo. Por
lo tanto, la solucidn no es disefiar nuevos medicamentos continuamente, Sino
aumentar la durabilidad y efectividad de los que se conocen. Esto se puede lograr
mediante el sinergismo antimicrobiano, es decir, el uso de dos antimicrobianos juntos
para potenciar la actividad que tendrian en forma individual; o el uso de nanomateriales
(NM), que en los ultimos afios han demostrado ser una gran alternativa en el

tratamiento de infecciones y otras enfermedades [20]



1.2.USOS TERAPEUTICOS DE NANOMATERIALES
De acuerdo a la lista de términos y definiciones ISO, los nanomateriales (NM) son
definidos como aquellos con cualquier dimensién externa, interna o en su superficie

en la escala nanométrica o nanoescala, es decir, la milmillonésima (10-°) parte de un

metro como podemos observar con los ejemplos presentados en la figura 1 [21].
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Figura 1. Ejemplos de nanoestructuras biolégicas y sintéticas[22].

Los NM han sido aplicados en la medicina para crear nuevos métodos terapéuticos
mas rapidos, eficaces y especificos que los actuales, que ademas reduzcan al maximo
los costos implicados en la administracion de farmacos. (Yang et al., 2012). La
oncologia es la principal area de aplicaciones y la segunda area corresponde a las
enfermedades infecciosas, aunque también se estan realizando investigaciones en
otras areas terapéuticas tales como enfermedades del sistema nervioso central,

cardiovasculares, patologias oculares, Alzheimer, entre otras [25]—[30].



Mediante la manipulacion de farmacos y nanomateriales se puedan alterar las
propiedades y la bioactividad de ambos. Esto puede permitir un control sobre las
diferentes caracteristicas de los farmacos o agentes: [31]
e Alteracion de la solubilidad y del tiempo de retencion de la acumulacion en
sangre
e Liberacién controlada en periodos cortos o largos
e Liberacién controlada desencadenada ambientalmente o entrega dirigida al sitio
altamente especifica

Lo anterior es gracias a que la relacion superficie/volumen de las particulas se vuelve
muy grande cuando el tamafio disminuye, de modo que las nanoparticulas tienen una
gran superficie adecuada para interacciones quimicas con farmacos y biomoléculas,
lo que implica el incremento de la cantidad de sitios de adsorcion de un farmaco y sitios
de interaccién con el tejido o célula blanco favoreciendo la captacion celular(Yang et
al., 2012). También gracias al tamafio se favorece el transporte a través del torrente
sanguineo pudiendo llegar por circulacion sanguinea hasta microcapilares, pueden
llegar a atravesar el epitelio (por ejemplo, el tracto intestinal, el higado y barrera
hematoencefalica) produciendo una amplia distribucién en el organismo para llegar a

tumores [32].

Las diferentes formas de sistemas acarreadores a escala nanométrica o
nanoacarreadores, incluyendo polimeros, dendrimeros, liposomas, puntos cuanticos o
quantum dots (QDs) y nanoparticulas inorganicas, son sistemas de liberacion de
farmacos (SLF) prometedores [33]-[36]. Comparado con los tradicionales
acarreadores de farmacos, las nanoparticulas muestran mejor farmacocinética y
biodistribucién de los agentes terapéuticos, por lo tanto, se disminuye la toxicidad

mediante el aumento de la concentracion en el sitio blanco [37].
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Figura 2. Representacion de nanoestructuras usadas para el transporte y liberacion de
farmacos

1.2.1. USO DE NANOMATERIALES CONTRA BACTERIAS

La utilizacidon de nanomateriales (NM) ha ganado terreno en el tratamiento de las
infecciones bacterianas, sobre todo aprovechando los conocimientos generados por la
investigacion en nanomedicina relacionada con la oncologia. Se ha informado que
diferentes tipos de nanomateriales ofrecen ventajas en la reduccion de la toxicidad
aguda, la superacién de la resistencia y la reduccién del coste, en comparacion con
los antibi6ticos convencionales [38], [39].

La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha se han centrado en las
nanoparticulas inorganicas que contienen plata, oro, éxido de cobre, 6xido de zinc,
oxido de titanio y 6xido de cerio como sistemas antibacterianos [4]. Estos materiales
pueden ejercer intrinsecamente una actividad antibacteriana a través de mudltiples
modos de accion (figura 3), principalmente en su capacidad para liberar iones
metalicos en el medio, generar especies reactivas de oxigeno (ERO) o producir
algunos efectos fototérmicos [40]-[42]. Ademas, pueden ser utilizados como bloques
de construccion en sistemas utilizados adicionalmente para la entrega eficiente de
compuestos antibacterianos [43]. Estas estrategias permiten atacar a las bacterias en
muchos frentes [44], lo que hace mucho mas dificil que las bacterias desarrollen
resistencia simultdneamente a todos los modos de accion. Ademas, también se tienen
nanoparticulas "punzantes" [45] o conjuntos moleculares en forma de estrella [46] para

combatir la resistencia antibacteriana mediante métodos fisicos, induciendo la
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disrupcién fisica de la pared celular bacteriana. Es importante destacar que estos
nanomateriales que acttan fisicamente pueden combinarse con estrategias quimicas,
es decir, cargar los farmacos en los mismos nanosistemas o utilizarlos en la terapia

combinatoria, aumentando asi su efecto de forma sinérgica [4].
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Figura 3. Mecanismos generales de accién antibacteriana de las nanoparticulas metdlicas.

Sin embargo, la forma en que cada tipo de NM destruye o afecta a las bacterias es
dependiente de la composicion del NM, asi como de la cepa de la bacteria a tratar.
Recientemente, se estd dando cada vez mas importancia al uso de diferentes
nanomateriales para administracién de farmacos y aunque pueden no tener un efecto
antibacteriano per se, como en el caso de las nanoparticulas metalicas, si permiten la
carga Yy liberacion de antibiéticos cuando sea necesario, mejorando su capacidad
terapéutica [47], [48]. Los liposomas [49], las nanoparticulas poliméricas [50] y los
materiales de silica mesoporosos (MSM) son algunos de los mas comunes [51]. A
pesar de su gran biocompatibilidad, los liposomas presentan poca estabilidad y baja

capacidad de carga. Por otro lado, las nanoparticulas poliméricas generalmente
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presentan una liberacion rapida de la carga, debido a la degradacion de la cubierta del
polimero, lo que dificulta su aplicacion para tratamientos prolongados [52]. Ambos
problemas pueden superarse mediante el uso de MSM, como las nanoparticulas
mesoporosas de silicio o MSNs (mesoporous silica nanoparticles) que son materiales
gue permanecen estables durante largos periodos y que tienen una gran area de
superficie y un alto volumen de poro, lo que significa que tienen una gran capacidad

de carga de diversas moléculas.

1.3.0XIDO DE SILICIO (SiO2)
El 6xido de silicio (SiO2), comunmente conocido como silica, es uno de los materiales
mas abundantes en la tierra y existe en varias fases cristalinas (cuarzo, cristobalita,
tridimita o asmanita) asi como en la fase amorfa. Los compuestos cristalinos de silica
como el cuarzo, presentan patrones repetitivos de una unidad tetraédrica formada de
silicio y oxigeno, mientras que, en los compuestos amorfos como el vidrio dicha unidad
presenta un orden a corto alcance, es decir, la misma disposicién no persiste en una
distancia lo suficientemente larga como para permitir una prediccién confiable de la

ubicacion de otro atomo [53], [54].

SiO, Cristalino SiO, Amorfo
(Cuarzo) (Vidrio)

Estructura
tetraédrica
del Si0,

Figura 4. Representacion de la estructura tetraédrica del SiO. y ejemplos de las fases cristalina
y amorfa en la que puede presentarse.
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Los materiales a base de silicio presentan diversas aplicaciones en particular en la
industria alimentaria y farmacéutica [55], [56]. Estas areas aprovechan la estabilidad
mecanica, térmica y la quimica superficial de la silica, la cual esta determinada por la
poblacion de los grupos silanol (SiOH), siloxido (SiO") y siloxano (Si-O-Si) en la
superficie (figura 4) y cuya poblacion puede ser modificada mediante un proceso de
calcinacion sin alterar la estructura del material; o funcionalizar dicha superficie, es
decir, agregar grupos funcionales para que la silica presente estabilidad en ciertos
medios o una interaccién con moléculas de interés como por ejemplo un farmaco [57],
[58]. Ademas, se ha demostrado la biocompatibilidad mediante diversos estudios de
toxicidad, la FDA tiene considerada a la silica amorfa como un material que no afecta
la salud a diferencia de la silica cristalina que si esta incluida en la lista de sustancias

peligrosas [59], [60].
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Figura 5. Tipos de grupos funcionales en la superficie de la silica.

1.3.1. NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SiO2
De acuerdo a la IUPAC [61], los materiales porosos se clasifican en tres grupos
dependiendo del tamafio de poro que presenten:
e Microporosos: <2 nm
o Supermicroporo: 0.7-2 nm
o Ultramicroporo: <0.7 nm
e Mesoporosos: 2-50 nm
e Macroporosos: >50 nm
Estos materiales pueden presentar disposicion de poros ordenada, si existe tamafio,

forma y orientacion de poro bien definidas. Mientras que los materiales con porosidad
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desordenada presentan una amplia distribucién de tamafio, diferentes formas de poro

y una orientacion aleatoria de los mismos.

Actualmente las nanoparticulas porosas de SiO2 son un prometedor tipo de material
con excelentes propiedades para la adsorcion de diversas moléculas. Comparado con
muchos materiales no porosos, las nanoparticulas mesoporosas de silicio se
caracterizan por tener una estructura rigida y estable, con poros homogéneos de
tamario ajustable durante la sintesis, un alto volumen de poro (>1 cm?/g), una alta
area superficial (>300 m?/g) y facil funcionalizacién de la superficie [56], [62]. Por estas
caracteristicas, son considerados excelentes candidatos como sistemas de entrega de
farmacos, moléculas pequefias e incluso proteinas o &cido desoxirribonucleico (ADN)
[63]-[67].

Las nanoparticulas mesoporosas de silicio o MSNs (Mesoporous silica hanopatrticles)
denominadas MCM (Mobil Composition of Matter o Mobil Crystal Materials), fueron
producidas por primera vez en 1992 por los laboratorios de la Mobil Corporation [68]—
[70]. Las particulas MCM-41 se prepararon usando una mejora del método de sintesis
de Stober [71]. Desde entonces, el estudio de las MSNs se ha incrementado
rapidamente. En 2001, el material MCM-41 fue de las primeros MSNs propuestos
como sistema de entrega de farmacos para la liberacion prolongada de ibuprofeno
[72].

1.3.2. SINTESIS DE MSNs

La morfologia de los materiales mesoporosos de silicio puede ser modificada al
controlar las condiciones de sintesis como la temperatura, pH, relacion
surfactante:silicio, tipo de surfactante y el tipo de fuente de silicio [73].

La sintesis de las MSNs se basa principalmente en el método de Stdber el cual
comunmente involucra hidrolisis y condensacion de silanos en solucion acuosa basica,
acida o neutra. La hidrolisis de los silanos (Si(OX)s, donde X es tipicamente orto etil u
orto metil) y organosilanos ([(XO)sSi]a—R, donde R es un grupo organico, n=1) en medio

basico conduce a que especies reactivas de silanolatos (£Si-0O) que condensan con
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otros silanos para formar enlaces covalentes siloxano y progresivamente oligdmeros
mas grandes [74]-[76].

Hidrolisis
EtO— Si(OEt); HO-Si(OEt); ‘0-SI(OEt)5 Silica
"OH +EtO" + EtOH 3102
Condensacion 4 o
- '] .
HO _Si
~ RN 0
HO—Si(OEt), (OEt)3Si-0-Si(OEt); - (OH);Si—0-Si(OH)3----->  Si '$i-0-Si<oH
"0—Si(OEt); +OH SN 0 [*X
Si Si—0
0

Figura 6. Reacciones de hidrolisis basica y condensacion del tetraetilortosilicato que llevan a
la formacién de la silica.

Para obtener un nanomaterial mesoporoso se usan surfactantes como el bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), el cual, presenta una region polar conformada por el &tomo
de N y otra apolar perteneciente a la cadena hidrocarbonada (figura 7). En solucion
acuosa a una concentracion por arriba de la concentracion micelar critica (CMC) de
0.9 mM [77], las moléculas de CTAB forman micelas con cargas positivas externas y
con colas hidréfobas en el interior. Al seguir aumentando la concentracion por arriba
de la CMC las micelas esféricas se convierten en cilindricas y al aumentar ain mas la
CMC se van formando empaquetamientos hexagonales de dichas micelas cilindricas.
Estas estructuras de surfactante actian entonces como el soporte para las moléculas
de silanolatos cargadas negativamente (=Si—O°) que son atraidas por la carga positiva
(-N*(CHs)s), condensan mas moléculas sobre estas primeras y lo mismo ocurre con el
demas empaguetamiento de micelas en solucidn. La condensacion del silicio produce
la agregacion de las micelas formando particulas mas grandes que generan
nanoparticulas se silicio [78]-[80]. La eliminacion de los restos de CTAB generalmente

mediante calcinacién, genera finalmente la particula mesoporosa.
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Figura 7. Proceso de formacion de los poros de las MSN a partir de las micelas de CTAB.

1.4.NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICIO (MSN) COMO SISTEMAS
ANTIMICROBIANOS.

Las MSN pueden construirse como hanocompuestos antibacterianos para utilizarlos
como nanoparticulas antibacterianas inherentes y/o como sistemas de suministro de
agentes antibacterianos. Dado que estas nanoparticulas pueden atacar a los
patdgenos de multiples maneras, incluyendo el dafio fisico a las membranas celulares,
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la actividad antimicrobiana
inducida por la propia carga, la posibilidad para el desarrollo de resistencia
antimicrobiana es bastante estrecha [81].
El tamafio y las funcionalidades de la superficie de las MSN pueden ajustarse para
mejorar sus interacciones tanto con las bacterias planctdénicas como con las de una
biopelicula, asi como para mejorar la penetracion a través de la matriz de la biopelicula.
Ademas, las MSN pueden interferir en la comunicacion entre células bacterianas
(quorum sensing) para evitar la formacion de biopeliculas [4]. Por consiguiente, las
MSN pueden funcionar como una plataforma prometedora para superar los retos

asociados a la lucha contra las infecciones bacterianas.
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Metales tales como el cobre (Cu) y la plata (Ag) se han usado como agentes
antiinfecciosos desde la antigiedad [82]-[84]. Sin embargo, solos, pueden presentar
citotoxicidad en células y poseen pobres propiedades farmacocinéticas[85]. Las MSN
se han usado en combinacién con metales, para combinar la actividad antimicrobiana
de estos con la biocompatibilidad y gran capacidad de carga de moléculas de las MSN
[81], [86], [87]. Por lo tanto, los nanocompuestos antibacterianos basados en MSN se
pueden disefiar ajustando la matriz de MSN para que ejerza propiedades
antibacterianas depositando iones metélicos, nanoparticulas ultrapequefias (<10 nm)
en la matriz de silice o encapsulando nanoparticulas de metal u 6xido metélico en

capas de silice mesoporosa (Fig. 8) [4], [41].

La incorporacion de Cu [88], [89] y Ag [44], [90] a las MSN ha probado su efectividad
para aplicaciones antimicrobianas sin respuestas de toxicidad o proinflamatorias. Los
estudios incluyen nanocompositos (nanomateriales formados por diferentes
composiciones) de plata o cobre en los que el metal se encuentra como un nucleo
metélico rodeado de una estructura porosa de SiO2 o como MSN con iones o
nanoparticulas metélicas en la superficie. En estos casos se prob6 que la actividad
antimicrobiana ejercida era gracias a mecanismos oxidativos y por liberacion de iones
metdlicos y que la actividad era mayor en comparacion con los nanomateriales

metalicos solos.

Figura 8. Formas de las MSN empleadas en aplicaciones antimicrobianas. A: MSN, B: nucleo
metalico rodeada de silice mesoporoso, C: nanoparticulas metalicas en la superficie de la
MSN. [41]

Por otro lado, una amplia variedad de antimicrobianos (antibioticos, péptidos y otras
sustancias) pueden cargarse en las MSN dentro de los poros, en la matriz de la MSN
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de forma covalente o no (interacciones electrostaticas o puentes de hidrogeno) e in
situ durante la sintesis de las MSN quedando dentro de la matriz. Esto ofrece una
solucién a las preocupaciones asociadas con la resistencia, las barreras fisiologicas,
como las enzimas o las proteinas séricas, y otras barreras funcionales, como la
solubilidad o la toxicidad del farmaco [81], [91].

Dentro de los antibiéticos que se han evaluado soportados en las MSN se encuentran:
vancomicina [92], [93], gentamicina [94], [95], tetraciclina [96], polimixina B [97]; en los
estudios en los que se emplearon dichas combinaciones se observo un incremento en

la actividad antimicrobiana en comparacion con las moléculas solas.

Por dltimo, como se ha mencionado, la combinacion de MSN con metales o
antimicrobianos ha demostrado ser una alternativa prometedora para afrontar el
problema de la resistencia antimicrobiana. Por ello recientemente también se han
hecho algunos estudios sobre la combinacion de los tres componentes en un solo
nanocomposito o nanosistema para observar los efectos que tiene sobre diferentes
bacterias [98]-[100] . Este ultimo punto nos llevé a la investigacién en esta tesis a
probar los materiales sintetizados y observar si existe una actividad mejorada del
antimicrobiano sulfametoxazol, el cual, por si solo solo tiene una actividad
bacteriostatica (detener crecimiento bacteriano) y necesita de la trimetoprima para que

el conjunto sea bactericida (causar muerte bacteriana).
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A continuacion, se presenta la lista de reactivos empleados en la sintesis de los

diferentes materiales.

Tabla 1. Reactivos

Nombre Formula Especificaciones
Acido etilendiaminotetraacético(EDTA) C10H16N20s Sigma Aldrich
Agua desionizada H.0 -
Agua mili-Q H.0 -
Alcohol etilico absoluto CH3CH20OH
Borohidruro de potasio KBH4 Merck
Bromuro de hexadecil trimetilamonio C19H42BrN Sigma Aldrich (99%)
(CTAB)
Citrato de sodio NasCesHsO7 Sigma Aldrich
Hidroxido de amonio NH4OH Sigma Aldrich (28%)
Nitrato de cobre trihidratado Cu(NOa)2 Sigma Aldrich (98%)

*3H,0

Nitrato de plata AgNOs3 Sigma Aldrich
Tetraetilortosilicato (TEOS) CsH2004Si Sigma Aldrich (98%)
Tioacetamida C2HsNS Sigma Aldrich

2.1.SINTESIS DE MATERIALES

2.1.1. SINTESIS DE PARTICULAS POROSAS DE SiO2 (MSN).

Las MSN se obtuvieron por el método de Stober modificado bajo un protocolo
establecido previamente por el equipo de trabajo [101], donde se uso el tensoactivo
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) para la formacion de micelas en agua que
participan como la base en donde se depositan las moléculas de Tetraetilortosilicato
(TEOS) cuando se condensan al formar el enlace siloxano en medio basico. Tras

eliminar el CTAB mediante una serie de pasos, se obtienen los poros dados por las
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micelas de CTAB.

Se uso una solucion acuosa de 400 mL de 4.4 mM de CTAB a pH basico (11) dado
por la adicién de 16 mL de NH4OH. Se completo el volumen a 500 mL con H20 y se
agrego6 por goteo lento 17.14 mL de TEOS con agitacion de 700 rpm subiendo la
temperatura a 95°C durante el goteo, una vez alcanzada la temperatura dejar por 1 h
para posteriormente centrifugar y lavar tres veces con EtOH-H20 (1:1). Se seco a
90°C/12 h y para eliminar el CTAB de la estructura de las nanoparticulas se calciné a
500°C/ 4 h con rampa de 1°C/min. Finalmente se filtr6 y lavé con EtOH-H20 con

sistema de vacio para remover posibles remanentes de CTAB y se sec6 a 90°C/12 h.

2.1.2. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (Ag NPs)
La sintesis se realizé mediante la reduccion quimica de nitrato de plata (AgNOs) con
citrato de sodio [102]. En un matraz bola de tres cuellos, se calentd hasta ebullicién
100 mL de citrato de sodio 5mM en constante agitacion de 650 rpm y se adiciond 1 mL
de solucion de AgNOs 25 mM. Se dejo reaccionar hasta que la solucion adquirié un

color amarillo claro y se dej6 enfriar.

2.1.3. FUNCIONALIZACION DE LAS MSN CON NANOPARTICULAS DE
PLATA (MSN/Ag NPs).

La sintesis de MSN/ Ag NPs se realiz6 con una sintesis asistida por luz ultravioleta
(UV). Se hicieron los célculos para tener un 0.5% de Ag en un total de 0.5 g de material.
En 100 mL de EtOH se agregaron 4 mg de AgNOs, se llevo a sonicacion por 1 min
para ayudar a disolver y se adicion6 0.4996 g de las MSN para mantener la suspension
en agitaciéon de 1000 rpm/2 h en total oscuridad y finalmente a 300 rpm/3 h bajo luz
UV (264 nm). El material se recuper¢ filtrando con sistema de vacio y lavando con
EtOH y después con EtOH-H20. Al final se secé a 90°C/12 h [103].

2.1.4. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE COBRE (Cu NPs)
En 30 mL de agua se agregé 0.0625 g de sulfato de cobre y 0.025 g de
polivinilpirrolidona (PVP-40) dejando en agitacion magnética hasta completa

disolucién. Bajo constante agitacion, agregar 20 mL de NaOH 0.15 M a temperatura
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ambiente y dejar agitar por 10 min. Se agregd 0.002 g de EDTA y posteriormente 0.1
g de borohidruro de potasio, manteniendo en agitacion de 600 rpm a 25°C/12h. Se

centrifugd y se lavo con etanol absoluto, secando en estufa de vacio a 40°C/6h [104].

2.1.5. FUNCIONALIZACION DE LAS MSN CON NANOPARTICULAS DE
COBRE (MSN/Cu NPs).

La sintesis del compdsito de SiO2 /nanoparticulas de cobre (Cu NPs) se realizé por
impregnacion. Se hicieron los célculos para tener un 5% de Cu en un total de 0.2 g de
material. Una solucion de 10 mL de Cu(NO3)2*3H20 (38 mg) y acido citrico (35.4 mg)
ajustada a un pH de 9 con NH4OH se agrego poco a poco a 0.2 g de SiO2 agitando al
finalizar la adicion a 650 rpm/1h. Se deja secar a 120°C/12 h y se da tratamiento
térmico a 400°C/4h.

2.1.6. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE SULFURO DE COBRE (CuS)

En 100 mL de agua desionizada se agregaron 0.2126 g de Cu(NO3)2*3H20 y se dejo
en agitacién a 400 rpm por 15 min, posteriormente se adiciono poco a poco 0.066 g de
tioacetamida (C2HsNS) y se dejo en agitacion por 30 min. Se paso la solucion de color
café claro a un tratamiento hidrotermal asistido por microondas a 180°C/2 h/400 rpm y
150 w de potencia. Al finalizar el bafio hidrotermal, se dejo enfriar y se filtr6 la
suspensiéon lavando varias veces con agua para finalmente poner a secar el
precipitado a 90°C/12 h [105].

2.1.7. FUNCIONALIZACION DE LAS MSN CON NANOPARTICULAS DE
SULFURO DE COBRE (SiO2/CuS NPs).

La sintesis del compdsito de SiO2/nanoparticulas de sulfuro de cobre (CuS NPs) se
realizd por método hidrotermal asistido por microondas. Se hicieron los calculos para
tener un 5% de Cu en un total de 0.2 g de material. En 25 mL de agua se agregaron
38 mg de Cu(NO3)2*3H20 y una vez disuelto se agregd poco a poco 11.8 mg de
C2HsNS manteniendo la solucién en 400 rpm de agitacion por 15 min. Posteriormente
se adicion6 0.2 g de SiO2 previamente resuspendidos por sonicacion en 25 mL de

agua, se dejo agitar 15 min y se llevo al tratamiento hidrotermal a 180°C/ 2h/ 400 rpm/
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150 w de potencia. El material se recuperd filtrando con sistema de vacio lavando con
EtOH y posteriormente con EtOH-H20. Al final se sec6 a 90°C/12 h.

Tabla 2. Lista de materiales sintetizados y nomenclatura designada en el resto del texto.

MATERIAL NOMENCLATURA
Nanoparticulas mesoporosas de SiO2 MSN
Nanoparticulas de plata Ag NPs
Nanoparticulas mesoporosas de SiO: funcionalizadas MSN/Ag NPs

con nanoparticulas de plata

Nanoparticulas de cobre Cu NPs
Nanoparticulas de sulfuro de cobre CuS NPs
Nanoparticulas mesoporosas de SiO2 funcionalizadas MSN/Cu NPs

con nanoparticulas de cobre
Nanoparticulas mesoporosas de SiO2 funcionalizadas MSN/CuS NPs

con nanoparticulas de sulfuro de cobre

2.2.CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES

Para la caracterizacion de los materiales se emplearon las siguientes técnicas:

2.2.1. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IR-TF).
Los materiales en polvo se secaron previamente en estufa a 90°C para posteriormente
colocarlas en desecador. Cada material se analiz6 en un espectrometro FT-IR
Shimadzu con ATR, en un rango de 400-4000 cm™, 60 escaneos con una velocidad
de barrido de 4 escaneos/s.

2.2.2. Espectroscopia Raman
En un portaobjetos se fijé un poco de material en polvo con la ayuda de cinta doble
cara. Se llevo al microscopio Optico acoplado con el equipo Microraman-Renishaw y
se hizo incidir un laser de 514 nm de longitud de onda, colectando las sefiales en un
rango de 500-3500 de Raman shift.

2.2.3. Difraccion de rayos X (DRX).
Los materiales en polvo se analizaron con el equipo XRD Smartlab de la marca
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RIGAKU que emplea un tubo de Cu (A=1.54184 nm), un detector de alta velocidad
“D/teX Ultra” y un filtro para rayos CuKp. Se realizo la lectura con un intervalo de
barrido de 10-90° en 26, 40 kV y 44mA, la velocidad angular del goniometro fue de
0.1°/s.

2.2.4. Microscopia electrénica de barrido (MEB)
Una pequefia cantidad de cada material fue suspendido en isopropanol y se sonico
hasta la completa dispersion, posteriormente una gota de la suspension se coloco en
un pin de aluminio para observarlo en el Microscopio Electrénico de Barrido Dual Beam
(FIB/SEM) FEI-Helios Nanolab 600. Se observo la morfologia y tamafio empleando un
detector de electrones TLD y con el fin de hacer un analisis semicuantitativo elemental
de los materiales se empleo el detector de electrones retrodispersados vCD. El tamafio
de particula promedio se determiné mediante un conteo de alrededor de 100
nanoparticulas con el software ImageJ y un analisis estadistico posterior.

2.2.5. Microscopia electrénica de transmision (MET).
Con esta técnica se buscé caracterizar la presencia y tamafio de las estructuras
metalicas de Ag y Cu sobre las MSN. Un poco de muestra en polvo se colocé en un
tubo de 1.5 mL y se sonicO para generar un polvo mas fino. Después se puso en
contacto una rejilla de cobre con este polvo y se llevé a observacion en el microscopio
electrénico de transmision de alta resolucion FEI-TECNAI F30 empleando campo
oscuro (DAACO).

2.2.6. Fisisorcién de nitrégeno.
Se realizo con el fin de determinar las propiedades texturales de los materiales. En el
equipo de fisisorcibn Quantachrome modelo NOVAe 3200, las muestras fueron
sometidas a desgasificacion con una temperatura de 200°C por 18h. Posteriormente
fueron analizadas usando nitrégeno a una temperatura de 77 K para obtener isotermas
en un rango de P/P0 de 0.005-0.095 con 30 puntos de adsorcion y 29 de desorcién en
modo He. El area superficial total, volumen total y tamafio promedio de poro se
determinaron analizando los datos de la isoterma con un método basado en la Teoria
Funcional de la Densidad o DFT (Density Functional Theory) usando el modelo de

calculo de N2 a 77 K en silicio con poro cilindrico y variante NLDFT.
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2.2.7. Espectro Ultravioleta-Visible (UV-Vis)
En un espectrofotometro de UV-Vis-NIR (Cary 5000 series, Agilent Technologies) las
muestras en polvo o en solucidn se analizaron para evidenciar la presencia de Ag NPs,
Cu NPs, CuS NPs y de SMX adsorbido en las MSN mediante la observacion de las
bandas del espectro UV-Vis caracteristicas en un rango de longitud de onda de 250-
800 nm.

2.3.ADSORCION DE SULFAMETOXAZOL (SMX)
2.3.1. CURVA DE CALIBRACION DE SMX
Se construyo una curva de calibracion con el fin de determinar la cantidad de SMX
presente en una solucion para los experimentos de adsorcion, para ello primero se
obtuvo el espectro de absorcion UV-Visible del SMX en solucién etandlica para obtener
la longitud de onda de absorcion méaxima (Amax), una vez obtenida se leyeron las
absorbancias de diferentes soluciones con cantidades conocidas de SMX (33.00,
16.50, 8.25, 4.13, 2.06, 1.03, 0.52 y 0.0 ug/mL). A partir de estos datos con el programa
Origin se construyo la grafica y se obtuvo la ecuaciéon de la recta formada por la
tendencia lineal de los datos, esta ecuacion sirvié para determinar la cantidad de SMX

en los sobrenadantes obtenidos después de los experimentos de adsorcién.

2.3.2. ADSORCION
Con respecto a la adsorciéon de SMX se siguié una metodologia de adsorcion por
agitacion donde se colocé 21.4 mg de SMX en 5 mL de etanol (4280 ug/mL) y
posteriormente se adiciono 40 mg de material, se llevd a sonicar 6 min y se dejo en
agitacién de 700 rpm/72 h tapando la boca del recipiente con papel parafilm para evitar
evaporacion. Una vez pasado este tiempo, la suspension se centrifugo a 4000 rpm/15
min y se colecto el sobrenadante a partir del cual se hicieron diluciones para poder leer
estas en el espectrofotbmetro y determinar la cantidad de SMX adsorbido en el
material de manera indirecta usando la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
y tomando en cuenta el factor de dilucién acumulado. Por otro lado, el material se llevo

a secar a 40°C/12 h en estufa de vacio.
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2.4.EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Para determinar la concentracion minima inhibitoria de SMX 'y los diferentes materiales
se emplearon como microorganismos de prueba la bacteria Gram negativa Escherichia
coli ATCC 25922 y la Gram positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2.4.1. PREPARACION DE MATERIALES PARA LA PRUEBA
2.4.1.1. DILUCIONES DE SMX
51.2 mg de SMX se disolvieron en 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSQO), se homogenizo
con vortex y se filtr6 con membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.2 um de poro.
A esta solucion se le hicieron diluciones seriadas 1:2 para obtener las demas

soluciones de trabajo.

2.4.1.2. ESTERILIZACION DE LOS MATERIALES
Previo a realizar las pruebas de actividad antimicrobiana, los materiales se sometieron
a un tratamiento con luz ultravioleta (A= 254 nm) por 2 h dentro de una campana de
flujo laminar para eliminar posibles fuentes de contaminacion presentes. Después de
este tratamiento una pequefia cantidad de cada material se agregd a un tubo estéril
de 1.5 mL con 400 mL de caldo Miiller-Hinton (MH) y se incubo a 37°C por 48 h. Al
pasar las 48 h, se tomaron 10 uL del medio con material y se inocularon por extensiéon
en superficie en una caja de Agar Miller-Hinton y se incubaron a 37°C por 48h.
Después de la incubacion se busco la presencia de algun indicio de crecimiento
microbiano (colonias), si no presenta ninguno quiere decir que el proceso de

esterilizacion se llevd a cabo de forma exitosa.

2.4.1.3. DILUCIONES DE LOS MATERIALES
Se prepararon de la siguiente manera:
Se peso 20.5 mg de cada material, se suspendio en 1 mL de caldo MH y se dispersaron
las nanoparticulas con ayuda de vortex y posteriormente bafio sénico, a partir de esta
suspension se realiz6 una dilucién 1:10 obteniendo una concentraciéon de 2050 pg/mL.

A partir de aqui se realizaron diluciones 1:2 para tener la serie de concentraciones a
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probar. El resto de la suspension madre de cada material se guardo en refrigeracion a
-70°C.

2.4.1.4. PREPARACION DEL INOCULO
A partir de un crecimiento bacteriano en agar Muller-Hinton se prepararon los indculos
de cada bacteria. Para ello, se resuspendieron colonias en solucién salina 0.9% hasta
obtener una absorbancia de 0.1 a una longitud de onda de 600 nm lo cual equivale al
tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland, obteniendo una suspension bacteriana del
orden de 108 células o UFC/mL. A partir de esta suspension se realiz6 una dilucién
1:20 obteniendo el inoculo final [106], [107].

2.4.2. DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMI)

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. En el caso del SMX, en una placa
de 96 pozos se colocaron 100 pL de caldo MH en cada pozo a emplear mas 1 uL de
las soluciones de SMX previamente preparadas, teniendo al final las siguientes
concentraciones a analizar: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25,0.12, 0.06 y
0.03 pg/mL. Por ultimo, cada pozo se inoculo con 10 pL del inoculo final, como control
negativo se dejo el medio sin inocular y como control positivo medio inoculado. Para
los materiales, se colocé 50 pL de caldo MH y se adiciono 50 pL de la suspension con
material, las concentraciones finales a probar fueron de 1025, 512, 256, 128, 64, y 32
pug/mL. Cada pozo se inoculo con 10 pL del inoculo final, como control negativo se dejo
el medio sin inocular y como control positivo medio inoculado. La placa se meti6 a
incubar a 37°C/24h con agitacion constante de 160 rpm y pasado este tiempo se
realizé la lectura visual y se realizd una cuenta viable a partir del pozo con la CMI. En
el caso del SMX, al ser un agente bacteriostéatico, la CMI se tomé en el pozo que se

tenga un crecimiento del 80% con respecto al control de crecimiento [106]-[108].
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2.4.3. CUENTA VIABLE POR MICRODILUCION

Del pozo determinado como la posible CMI y los controles de crecimiento, se
homogenizo 8-10 veces con la micropipeta, se tomo una alicuota de 10 pL y se coloco
en 90 uL de solucién salina 0.9%. A partir de aqui se hicieron diluciones seriadas 1:10
dependiendo de la turbidez del pozo se llevaba hasta 10 0 107. En una placa de agar
MH se inocul6 por goteo 10 pL de las cuatro dltimas diluciones de cada pozo, se dejo
absorber la gota y se incubo. Después de la incubacion a 37°C por 8h, se contaron las
colonias y se realizaron los calculos para determinar las UFC/mL [106]-[108].

1
UFC/mL = No.de colonias X x Factor de dilucion *
mlL sembrados

*Factor de dilucion

acumulado de la suspensién de la que se tomo la muestra sembrada

1
0.01 mL

Ej.: UFC/mL = 13 x x 100 = 1.3x10° UFC/mL

100 es el factor de dil. acumulado de la suspension 1073, es decir 3 dil. seriadas de 1:10
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICIO (MSN)
3.1.1. Microscopia electrénica de barrido
En la figura 9A se muestra una micrografia obtenida por MEB de electrones
retrodispersados de las particulas de SiO: sintetizadas. Pude observarse la morfologia
esférica de las particulas con un valor de didmetro promedio de 154 nm con un rango
de tamafios de 80 a 260 nm. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos
previamente en el grupo de trabajo [101], particulas esféricas con un diametro similar.
De acuerdo a la literatura, el tamafio es uno de los factores de toxicidad de las
particulas de silicio, en particular, aquellas menores de 70 nm con mayor cantidad de
efecto citotdxico por produccion de especies reactivas de oxigeno en diferentes lineas
celulares [109]. El tamafio obtenido se aleja de la posibilidad de causar dafios por lo

que se pueden emplear en sistemas biolégicos.
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Figura 9. Morfologia y diametro de las MSN. A) Imagen de MEB (ER) de las MSN a un aumento
de x50,000. B) Histograma de distribucion de diametro de las particulas; diametro promedio
de 154 +13 nm (N=120).
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3.1.2. Difraccion de rayos X
Mediante la técnica de DRX se obtuvo el difractograma de la figura 10 donde
observamos una sefal ancha con una intensidad maxima a 22° (20) que se
corresponde a la carta cristalografica JCPDS 00-029-0085 del SiOz2, este difractograma
nos confirma la ausencia de impurezas y la evidencia de tener un material con baja
cristalinidad, es decir, con un orden a corto alcance de las moléculas que lo

constituyen.
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Figura 10. Difractograma de las particulas de SiO; sintetizadas. En rojo se marca la sefial dada
en la carta cristalografica 00-029-0085 de la silica.

En materiales cristalinos, el orden y periodicidad de sus atomos hace que al incidir los
rayos X, estos sean desviados produciendo fenémenos de interferencia, tanto
constructiva como destructiva. La mayoria de las dispersiones destructivas,
cancelandose entre si, pero debido a la periodicidad de los atomos, ciertas
dispersiones se suman de forma constructiva en unas pocas direcciones especificas,
generando un difractograma con sefales angostas. Nuestro material no presenta esta

periodicidad, por lo que hay una mayor cantidad de desviaciones de la radiacion y una
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mayor cantidad de interferencias constructivas por lo que se colecta mayor cantidad
de sefiales dando una sefial mas ancha como observamos en el difractograma de
nuestras particulas.

El ancho de la sefial del difractograma se debe al tamafio de nuestra particula (154
nm), ya que de acuerdo con la ecuacion de Scherer, el ancho de la sefal es
inversamente proporcional al tamafio de particula, es decir, conforme aumenta el
tamafio de particula o se aleja de lo nanométrico (>100 nm) la sefal se ensancha.
Tener particulas de SiO2 con baja cristalinidad es algo deseable ya que se ha
observado que presenta baja toxicidad en sistemas vivos en comparacion con las

formas altamente cristalinas [110], [111].

3.1.3. Espectroscopia IR-TF
En la figura 11 se muestra el espectro infrarrojo de las MSN, con el cual se identificaron
las vibraciones caracteristicas de los grupos funcionales en la superficie del material
sin la presencia de restos de CTAB. De acuerdo con la literatura, el espectro obtenido
concuerda con el espectro que se obtiene para particulas de silicio. Se identificaron
entre 455-466 cm vibraciones de balanceo del enlace Si-O de la red estructural de Si-
O-Si. Vibraciones de estiramiento simétrico de enlaces siloxano Si-O-Si se
identificaron en 800 cm™, en el rango de 1080-1100 cm y 1238 cm™ vibraciones de
estiramiento antisimétrico transversal y longitudinal respectivamente. Por ultimo los
grupos silanol (Si-OH) se pueden identificar por las vibraciones de estiramiento del
enlace Si-O en 950-960 cm™ y las vibraciones del grupo hidroxilo (O-H) en la zona de
los 3000-3600 cm™[112], [113]. Con respecto a los grupos silanol, se observa que las
sefales detectadas son menores en comparacién con los siloxanos, lo cual se debe al
proceso de calcinacion para eliminar el CTAB, en este proceso a la temperatura
empleada (500°C) se pierden silanoles de la estructura de la particula. Ademas, se
observa un pico a 1640 cm! perteneciente al OH del agua esto debido a que el agua

del ambiente tiende a ligarse fuertemente al material aun después de los secados.
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Figura 11. Espectro IR-TF de las particulas de SiO; sintetizadas.

3.1.4. FISISORCION DE N2
La isoterma de adsorcién-desorcién de 40 puntos (figura 12a) que tienen las particulas
sintetizadas presentan una forma de isoterma del tipo IV que de acuerdo a la
clasificacion de la IUPAC [61] pertenece a materiales mesoporosos, es decir, con
poros entre 2-50 nm. En la primera porcion de la adsorcion hasta una presién relativa
de 0.3 se presenta la etapa de formacién de la monocapa en la superficie del material
y el cambio brusco se debe a una condensacion del nitrdgeno dentro de los poros y el
comienzo de la multicapa. También se observa una histéresis de adsorcién-desorcion
la cual ocurre porgue la transicion liquido-gas es un proceso termodinamico de mayor
energia que lo que ocurre en la condensacion del gas en la adsorcion, por lo que la
liberacién del gas del interior del poro es mas lenta y de tipo H1 que de acuerdo con la
IUPAC se trata de materiales con poros cilindricos y con un elevado grado de
uniformidad del tamafio de poro [61]. Ademas, se sabe que este tipo de histéresis entre

mas cerca se presente en valores bajos de presion relativa, nos indica que podria
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haber contribucion de microporos. Los datos de la isoterma se analizaron por el modelo
basado en DFT (Density Functional Teory), ya que con la teoria BET (Brunauer—
Emmett—Teller) solo se contemplan mesoporos y en caso de microporosidad, los datos
obtenidos por dicho analisis nos podrian arrojar errores significativos [61]. En el
analisis basado en DFT, el modelo de calculo que mejor se ajusto al material describe
un tipo de porosidad cilindrica (NLDFT con Nz a 77 K en silicio con poro cilindrico).
Después del andlisis el area superficial especifica fue de 404 m?/g. El diametro
promedio de poro de 3.8 nm con un intervalo de poros de 2-5 nm (figura 12) y un
volumen de poro de 0.42 cm?®/g. de acuerdo con la literatura, los materiales porosos
de SiO: sintetizados por la misma ruta presentan caracteristicas cercanas a las
obtenidas con el material sintetizado[101], [114]. Lo que indica que la ruta de sintesis

empleada en esta investigacion es adecuada para sintetizar particulas mesoporosas.
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Figura 12. A) Isoterma de adsorcion-desorcién de N, de las particulas porosas de SiO, y B)
grafico de diametro de poro (DFT) (B).

Tabla 3. Resultados de la caracterizacion por fisisorcién de N2 de las MSN.

Area superficial 404 m2/g
Diametro de poro 3.8 nm
Volumen de poro 0.42 cm3/g
Modelo de analisis N2 a 77 K en silica con poros cilindricos basado en
NLDFT.
Error de ajuste del modelo 0.354%
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3.2.NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICIO Y PLATA (MSN/Ag NPs)
3.2.1. Espectrofotometria UV-Vis y Espectroscopia Raman

Con respecto a las MSN/Ag NPs, para evidenciar la presencia de nanoparticulas de
plata se llevo a cabo la obtencién del espectro UV-Vis usando como blanco MSN para
observar Unicamente la banda de resonancia de plasmon correspondiente a las
AgNPs. Dicha banda se produce por el movimiento de los electrones de conduccion
en las particulas como consecuencia de la incidencia del campo eléctrico de luz, que
provoca un desplazamiento de las cargas negativa y positiva en el metal [115]. En el
espectro UV-Vis (figura 13A) se obtuvo una banda de plasmén con una longitud de
onda maxima a 390 nm lo cual se corresponde con el rango de 395-440 nm reportado
para las AgNPs [115]. El valor de 390 nm se asemeja al tedrico para nanoparticulas
de un tamafio de 1 nm. Ademas, se analizé por espectroscopia Raman (figura 13B)
obteniendo una sefial dada por la plata alrededor de los 1600 nm al hacer incidir el
laser repetidamente en la misma area para excitar las nanoparticulas de plata,

demostrando una vez mas la presencia de la plata.
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Figura 13. A) Espectro UV-Vis de las MSN/AgNPs y B) Espectro Raman de las MSN/Ag

3.2.2. Microscopia electrénica de transmision
Por MET usando la técnica de contaste Z se logré observar la porosidad de las
particulas de SiO2. En la técnica de contraste Z se obtienen micrografias (en forma de
un “negativo”) cuyas zonas mas brillantes corresponden a una gran cantidad de

materia (mayor densidad o mayor numero atdomico). Gracias a esto se pueden
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distinguir AgNPs (encerradas en amarillo) debido a su mayor numero atomico, con un
tamafo aproximado de 1.6 nm y dispersas en la superficie de las MSN. Mediante un

analisis semicuantitativo EDX se comprobd la incorporacion de Ag NPs en las MSN.

600

400+

Cuentas

200+

Energia (keV))

Figura 144. Micrografias de las MSN/Ag NPs obtenidas por contraste Z con detector HAADF

y analisis EDX.
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3.3. NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICIO /COBRE (MSN/CuNPs).
3.3.1. Espectro UV-Vis y DRX

En la figura 7A se muestra el espectro de UV-Vis de la muestra sintetizada (rojo) y una
muestra de referencia (azul), en ambos casos se presenta una sefial a 226 nm que
pertenece al 6xido cuproso Cu20[116],[117] mientras que la sefal que comienza a
aparecer a los 600 nm se podria dar por el 6xido cuprico CuO[118], con lo anterior
demostramos que el Cu en el compdésito esta en forma de Oxidos. En la figura 7B se
presenta el difractograma del compdsito con Cu, sin embargo, la Unica sefal que se
observa a simple vista es la dada por el SiOz, esto debido a que la cantidad de los
compuestos de Cu en el material es baja (5% p/p) y por ello el equipo no es capaz de

diferenciar las sefales de estos y el SiO2.
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Figura 155. A) Espectro UV-Vis y B) difractograma de las MSN/CuNPs.

3.3.2. Microscopia electronica de transmision
El andlisis elemental EDS del sistema SiO2/CuNP (figura 16) nos demuestra la
presencia de cobre y a través de la microscopia de barrido (figura 17) se pudieron
observar nanoparticulas de SiO2 con nanoparticulas de Cu aparentemente esféricas
distribuidas uniformemente en la superficie, con un tamafo de particula promedio de
3.7 nm.
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Elemento Wt % At %

oK
OK 70.89 82.23
SiK 25.15 16.62
SiK
CuK 3.96 1.16
Total 100 100
CukK CuK
k.. ha-. .n.ll.lul.u.nx.u.mﬁluwu mm.jmunr..ﬁm.u.mum.ulx T T I I e b et
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Energia (keV)

Figura 16. Andlisis EDS de las MSN/CuNPs.

det| WD |[ocur | HV mag 200 nm o | det| WD \ cur | HV | mag @ | 200 nm
TLD 5.0 mm |43 pA|5.00 kV | 250 000 x Si02+Cu  (IPICYT-LINAN) vCD | 5.0 mm |43 pA|5.00 kV | 250 000 x | Si02+Cu_ (IPICYT-LINAN)

Figura 17. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las nanopatrticulas de SiO,/Cu;
en electrones secundarios (A) y retrodispersados (B).

3.4.NANOPARTICULAS MESOPOROSAS DE SILICIO/SULFURO DE COBRE
(MSN/CuSNPs)
3.4.1. Espectro UV-Vis y DRX
En la figura 18A se muestra el espectro UV-Vis de las CuS NP (rojo) y el compdsito
SiO2/CuS NP, mostrando similitud y presentando una sefal de absorcibn maxima a

800 nm lo cual concuerda con el rango de 800-1200 nm descrita para nanoparticulas
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de CuS[119], [120]. En la figura 18B se muestra el difractograma el cual muestra
claramente la sefal dada por el SiO2 y una sefial muy débil en intensidad en un angulo
de 48 que posiblemente se deba a la sefial con mayor intensidad que presenta el CuS
en su difractograma mostrado en la figura 11. En dicho difractograma se demuestra
gue el compuesto sintetizado presenta una sola fase y concuerda con la carta

cristalografica con numero 00-006-0464 perteneciente al CuS en la forma denominada

covalita.
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Figura 18. A) Espectro UV-Vis y B) difractograma de rayos X de las MSN/CuSNPs.
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3.4.2. Microscopia electronica de transmision
En la figura 20 se muestra el analisis EDS del CuS sintetizado como referencia, se
observa la presencia de Cu, S y una pequefia cantidad de O que nos podria estar
indicando la presencia de O0xido de cobre. A través de las imagenes de microscopia
electronica de barrido, el material se observa principalmente como un aglomerado de

nanoparticulas con una variedad de formas y tamafios.

Elemento Wt % At %
oK 20.55 44.44
SK 23.01 24.83
cul Cuk 56.44 30.73
SK Total 100 100
oK o K cu
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Energia (keV)

Figura 20. Andlisis EDS de las CuSNPs.

-

[det| WD |cur | HV | mag B | - det | WD curr | HV | mag @
TLD | 5.0 mm |86 pA|8.00 kV | 100 000 x C (IPICYT-LINAN TLD | 5.0 mm |86 pA|8.00 kV | 250 000 x

Figura 21. Imagenes de MEB de las CuSNPs.
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En el caso del sistema MSN/CuSNPs, mediante analisis EDS se detecta la presencia

del CuS y SiOz2. con las imagenes de microscopia a diferencia de los dos anteriores

sistemas, observamos que las nanoparticulas de CuS (figura 23) estan en forma de

aglomerados entre las nanoparticulas de SiOzy no distribuidas en la superficie. Esta

Gltima observacion se podria deber a que el método de sintesis por hidrotermal asistido

por microondas este afectando a la union a la superficie de las SiO2 NPs ademas que

el CusS tiende a generar aglomerados que precipitan durante la sintesis.

oK
Elemento |Wt% At %
SiK 0K 69.74 81.05
SiK 27.1 17.94
S K 0.28 0.16
CuK 2.88 0.84
Total 100 100
CuL
Cul SK CuK CuK
aabilt Wikane | . PR YO ..T.....u_uu.n. btk T R | PR IJ-[n..-thJ.AAI..nJ.Hl.u.II.IJ.-L.J.mL...nm. e et ....ul..l... e
0.9 1.8 2.7 3.6 4.5 5.4 6.3 8.1 9.0

Energia (keV)

Figura 22. Andlisis EDS de las MSN/CuSNPs.
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Figura 23. Imagenes de MEB (electrones retrodispersados) de las MSN/CuSNPs.
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3.5. FISISORCION DE NITROGENO DE LOS TRES NANOCOMPOSITOS

Para saber si la presencia de las diferentes nanoparticulas metalicas en nuestra
nanoparticula de SiO: afectaria su area superficial y con ello su capacidad de
adsorcion de antibiotico se realiz6 fisisorcion de nitrégeno a los tres sistemas como se
observa en la figura 14, a partir de las cuales se obtuvieron los resultados de la tabla
1 usando el modelo DFT.

En primer lugar, no se ve afectado en ninguno de los sistemas el diametro de poro al
estar presentes las nanoparticulas metalicas, sin embargo, si hay cambios en otros
datos como a continuacién se explica. La combinacion con AgNPs presenta un
aumento del volumen adsorbido de nitrdgeno con respecto al material base de SiOz,
ademas de incrementar de 406 a 450 m?/g el area superficial debido a que las AgNPs
de un tamafo de 1.6 nm aportan area superficial extra al sistema. En el caso del
sistema de Cu, debido a que las nanopatrticulas de Cu estan en toda la superficie como
se observo en la microscopia, es posible que este tapando algunos poros de la
nanoparticula de SiO2lo que nos lleva a disminuir el &rea superficial y a su vez el
volumen de nitrégeno adsorbido. Hasta este punto los sistemas anteriores conservan
la forma de isoterma tipo IV de material mesoporoso y una histéresis tipo I, sin embargo
se ve un poco modificada al pasar al sistema con CuS, esto es porque como se ha
visto por microscopia el CuS estad en forma de nanoparticulas aglomeradas y asi
aportan posiblemente espacios entre estos aglomerados que nos producen un
aumento en el volumen de poro y al momento de ocurrir la desorcién en estos
aglomerados es un proceso mas lento que nos lleva a un ensanchamiento de la

histéresis.
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Figura 24. Isotermas de adsorcion-desorcién de nitrogeno de los diferentes sistemas

sintetizados.

Tabla 4. Datos de area superficial, diametro y volumen de poro de los diferentes materiales obtenidos.

Area Superficial 406 m?/g 450 m?/g 386 m?/g 401 m?/g
Diametro de 3.8 nm 3.8 nm 3.6 nm 3.78 nm
poro

Volumen de 0.39 cm?®/g 0.51 cm?®/g 0.39 cm?3/g 0.62 m3g
poro
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3.6.ADSORCION DE SULFAMETOXAZOL
Con respecto a la adsorcion de SMX, se determind previamente el espectro de
absorcién de este obteniendo una Amax a 270 nm, que es donde el SMX muestra su
mayor punto de absorbancia en etanol (figura 25). Esta absorbancia es atribuida al
anillo bencénico unido al SO2-NH2 de la molécula, que poseen varios enlaces -1, por
lo tanto, existen transiciones tipo T—1* y n—1*[121]. La absorbancia a 270 nm se
empled para obtener la curva de calibracion y la ecuacion de la recta con la cual se
determind la concentracién de SMX no adsorbido de los sobrenadantes recuperados

de los experimentos de adsorcion por agitacion.

1.0q
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Figura 25. A) Espectro UV-Vis y B) curva de calibracién de sulfametoxazol.
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Como se puede ver en la tabla 5, cuando se realiza la adsorcion del sulfametoxazol
(SMX) en los diferentes compoésitos, la cantidad cargada vario ligeramente
dependiendo de las nanoparticulas metalicas presentes. las cantidades adsorbidas de
SMX a partir de una solucion madre con cantidad inicial de 4280 ug/mL fueron de 16.2
mg/g de material para el caso de las CuSNPs, seguida de las CuNPs (15.3 mg/g) y
AgNPs (11.1 mg/g). Esto se debe a que en el primer caso de CuSNPs como ya se ha
mencionado, no estan sobre la superficie de las MSN, por lo que hay mas interaccién
principalmente por grupos silanol disponibles en la superficie con los cuales interactia
el SMX a través del grupo amino, ademas este grupo funcional también podria
interctuar con las CuSNPs. Con las CuNPs aunque estan altamente distribuidas en la
superficie de las MSN, los espacios ocupados se compensan con la superficie de las
CuNPs depositadas, ya que estas también aportan area superficial donde puede
interactuar el SMX. En el material que contiene Ag, posiblemente porque como vimos
en las micrografias, las AgQNPs tienen un tamafio de 1.7 nm, menor al tamafio de poro
de nuestras MSN (3.8 nm), provocaria la obstruccién parcial de algunos poros

provocando la disminucion de la capacidad de adsorcion.

Tabla 5. Cantidades de SMX adsorbidas en los diferentes materiales obtenidos. Concentracion
inicial del crudo: 4280 ug/mL, con 40 mg de material.

_ SMX Adsorbido % de SMX mg SMX/g de
Material . .
(ng/mL) adsorbido material
SiO» 622.1 14.5 15.6
SiO2 /AgNPs 452.5 10.6 11.1
SiO2 /CuNPs 609.4 14.2 15.3
SiO; /CuSNPs 641.3 15.0 16.2

El porcentaje adsorbido de SMX va de entre 10% y 15%, los cuales son valores
porcentuales bajos, lo que esta indicando que la interaccién entre el SMX y la silica es
baja, posiblemente debido a que como vimos en el espectro IR-FT de las MSN (figura

11) los grupos silanoles son escasos. Los silanoles participan en la interaccion con
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diferentes farmacos por puente de hidrogeno [122] y aqui al tenerlos en baja cantidad
se esta viendo afectada la capacidad de adsorcion, sin embargo, se compensa con
otro tipo de interacciones como las electrostaticas o en el caso de los materiales con
nanoparticulas metalicas, estas pueden interactuar con el grupo amino del SMX [123].
Aunque los porcentajes de adsorcion fueron bajos, la cantidad adsorbida por gramo
de material es suficiente considerando que la CMI necesaria de SMX para inhibir el

crecimiento de una poblacion de un microorganismo (E. coli ATCC 10536) es de 16
ug/mL[124] .

Una vez obtenidos los materiales con SMX adsorbido, estos fueron analizados por FT-
IR y espectroscopia UV-Vis obteniendo los espectros de la figura 26. En el espectro
infrarrojo se evidencia la presencia de SMX por las sefiales entre 500 y 600 cm-* dadas
por vibraciones del grupo sulfona y en el espectro UV-Vis se obtuvo una sefial cercana
a 270 nm en todos los materiales, valor de la absorbancia maxima de SMX con lo que

se demuestra una vez mas la presencia de SMX.
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Figura 26. Espectros FT-IR y UV-Vis de los materiales con SMX adsorbidos.

3.7.PRUEBAS ANTIMICROBIANAS

3.7.1. DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE
SMX

En primer lugar, se determiné la CMI del sulfametoxazol en las dos bacterias de
prueba, la Gram negativa Escherichia coli ATCC 25922 y Gram positiva
Staphylococcus aureus ATCC 25923. El valor de la CMI se registra de forma visual, es
decir, de manera cualitativa comparando con el control de crecimiento, en el caso del
SMX, al ser un antimicrobiano bacteriostético, el valor de CMI se debe tomar en donde
se vea una inhibicion de al menos el ochenta por ciento [106], [124]. En ambas
bacterias, la posible CMI se encontr6é entre dos concentraciones, 32 y 16 pug/mL, por
lo que se llevo a cabo una cuenta viable la cual mostro (figura 28) que la concentracion
de 16 pg/mL presenta un 80% de inhibicién del crecimiento por lo que esta es la CMI
de SMX para ambas bacterias. Esto concuerda con los valores encontrados en la
bibliografia [124] para E. coli (ATCC 10536) y en el caso de S. aureus (ATCC 9144)

resulto ser menor a los 64 pg/mL reportados.
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Figura 27. Resultados de prueba de determinacion de CMI de SMX en E. coli (A) y S. aureus (B).

SMX
4x109- B CONTROL
i 1001
3.27x10 B SMX 32 ug/mL 904
3x10°4 2.61x10° . SMX 16 ug/mL c 80
2 2 704 B SMX 32 pg/mL
35 o S 60 B SMX 16 ug/mL
S 2x10 Z ool Hg
c
L <
o 401
1x10°- S 30

\8
5.27x10 3.86X10° 20

Figura 28. Cuenta viable y porcentajes de inhibicion del crecimiento de S. aureus y E. coli con 32y 16
pg/mL de SMX.

3.7.2. DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE
MSN/MNPs

En el caso de las SiO2 NPs con AgNPs, CuNPs y CuSNPs, la prueba en E. coli no

mostro una inhibicién del crecimiento claramente visible al comparar con el control y

en S. aureus se observo una ligera inhibicion en 1024 pg/mL por lo que se eligid

analizar por cuenta viable el pozo de 1024 ug/mL, la mayor concentracién probada.
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Figura 29. Resultados de prueba de determinacion de CMI de

SiO2/CuS (-) en E. coli (A) y S. aureus (B).
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Figura 30. Resultados de cuenta viable y porcentajes de inhibicion de crecimiento de las nanoparticulas
SiO2/ MNPs.

En la figura 30 podemos observar que en E. coli las SiO2 NPs no inhibieron el

crecimiento mientras que en los compdsitos con AgNPs, CuNPs y CuSNPs, esta
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inhibicion fue solo de alrededor del 20% para los tres sistemas lo que nos indica que
la adicion de los metales a las SiO2NPs le da cierta actividad antibacteriana dada por
interaccion de esos metales con el peptidoglicano de la pared y otros componentes
como el lipopolisacérido y proteinas como porinas generando una desestabilizacion
gue resulta en un dafio en la célula[125], [126], sin embargo este efecto en nuestros

materiales no es suficiente para desempefar una actividad antimicrobiana aceptable.

En S. aureus la inhibicion del crecimiento por parte de las nanoparticulas esta entre el
60y 70%, incluso en las SiO2NPs sin nanoparticulas metalicas en su superficie. Sobre
esta Ultima observacion, a diferencia de E. coli, S. aureus presenta una pared celular
de peptidoglicano mas gruesa (20-50 nm) y por consiguiente, mayor cantidad de
grupos hidroxilo y amino provenientes de los azucares que lo componen (N-acetil
muramico y N-acetil glucosamina) y del acido teicoico presente solo en la pared de
Gram positivos [125], [127]. Dichos grupos hidroxilo y amino, forman puentes de
hidrogeno con los grupos silanol de las SiO2 NPs desestabilizando la pared y
generando dafio por cambios osmoticos [128]. Al comparar los porcentajes de
inhibicion de crecimiento de los diferentes compadsitos, observamos que es mayor en
los compositos con CuNPs y CuSNPs posiblemente a que las cantidades de metal son

mayores (5% p/p) a diferencia de la cantidad de Ag (0.5% p/p).
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3.7.3. DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE
MSN/MNPs CON SMX

En la figura 31 se puede apreciar que gracias a la adicion del SMX, es posible ver una
clara inhibicion del crecimiento de E. coli en todos los materiales a una concentracion
de 1024 pg/mL de material. En el caso de SiO2 SMX y SiO2/CuS SMX, se llego a
observar inhibicién hasta 512 pg/mL de material. En S. aureus también se nota el
cambio del efecto en comparacion con los materiales sin SMX, teniendo inhibicion en
la concentracion de 512 pg/mL para todos los compdésitos y en el caso de SiO2 SMX

hasta en la concentracion de 256 pug/mL.

A B
1024 512 256 128 64 32 ‘f'lw 2. 236128 64 32_! S
I l_/ v P ) %
I’ l I ; !
I I | ', :
g I J )
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Figura 31. Resultados de prueba de determinacion de CMI de SiO, SMX (-), SiO2/Ag SMX (-), SiO2/Cu

SMX (-) y SiO,/CuS SsMX (-) en E. coli (A) y S. aureus (B).

En la figura 32 tenemos los gréaficos de las cuentas viables realizadas para ambas
bacterias. En E. coli se puede observar que en los compdsitos con MNPs y SMX se
tiene una CMI a una concentracion de material de 1024 pg/mL presentando
inhibiciones de mas del 90% con respecto al control. Mientras que la concentracion de
512 pg/mL de las SiO2 NPs con SMX inhibe un porcentaje similar. Lo anterior se podria
estar dando debido a que cuando las SiO2 NPs tienen en la superficie MNPs, estas
estan ocupando sitios de posible interaccion con la bacteria, también ya que el SMX

es capaz de interactuar con las MNPs a través de su grupo amino [123], la liberacion
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del SMX en interaccidn con las MNPs se dé mas lentamente que aquel SMX adsorbido
en las SiO2 NPs.

En S. aureus la actividad de nuestros materiales en la inhibicion del crecimiento es
mayor en comparacion con E. coli, obteniendo CMI de 256 pug/mL para los compdésitos
con CuNPs y CuSNPs, y 512 pg/mL para las SiO2 NPs y el compoésito con AgNPs. Con
estos resultados podemos inferir que esta bacteria es susceptible a la presencia de
CuNPs y CuSNPs como se observé en los resultados de porcentaje de inhibicion de
la figura 30. En esta ocasion se paso de una CMI de 1024 pg/mL de los sistemas
SiO2NPs/CuNPs y SiO2NPs/CuSNPs, a una CMI de 256 pg/mL cuando los mismos
sistemas presentan SMX. Es en estos sistemas y en esta bacteria donde llegamos a
ver un aumento de la actividad antimicrobiana de los compositos al disminuir la CMI
de esos materiales, lo que nos podria estar sugiriendo un efecto sinérgico entre el SMX
y las CuNPs/CuSNPs.

SiO, MNP SMX B CONTROL
M SiO, SMX, 512 pg/mL

2.5x1094 Si0, CuS SMX, 512 pg/mL
SO, SMX, 256 pg/mL Si0, CuS SMX, 1024 ug/mL
2x10°4 .
B SiO; Ag, 1024 pg/mL Si0, Cu SMX, 512 ug/mL
-
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3 _
vy W SiO, Cu, 1024 pg/mL SO, Ag SMX, 512 pg/mL
D 1x10°4
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iO, Cu, ng/m
> 5x108+ Si0, Ag SMX, 1024 pg/mL
I SiO, Cu, 256 pg/mL
Si0, SMX, 512
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Figura 32. Resultados de cuenta viable y porcentajes de inhibiciéon de crecimiento de las nanoparticulas
SiO2/ MNPs y SMX.
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En la tabla 6 se presentan los valores de CMI para cada material en ambas bacterias,
en los compositos con SMX se presenta la concentracion de este antibiético en la
cantidad de material determinada como la CMI. Al centrarnos Unicamente en este dato,
observamos que la cantidad de SMX requerida para inhibir el crecimiento de E. coli
paso de la CMI de 16 pg/mL a 8 pg de SMX en 512 pg/mL de SiO2NPs, mientras que
en los compositos con MNPs la cantidad de SMX alun es cercana a los 16 pug.
Comparando el efecto que ejercieron los compadsitos sin y con SMX, en E. coli la
inhibicién se esta dando principalmente por efecto del SMX y en segundo lugar por la
adiciéon de las nanoparticulas metalicas en nuestras SiO2NPs. La causa de que esta
bacteria fue menos afectada que S. aureus podria deberse a que E. coli presenta en
gran cantidad una molécula en su pared exterior llamada lipopolisacérido el cual
contiene gran cantidad de grupos funcionales hidroxilo y fosfato que le dan una gran
carga negativa [125], [127], nuestras esferas mesoporosas fueron sintetizadas bajo
una metodologia que produce particulas con una ligera carga negativa por la
aportacion de los silanoles [101], es por ello que como lo menciona la literatura [129]
estas cargas negativas podrian estar generando cierta repulsion y dificultando la
interaccidn de nuestros compdésitos con la bacteria E. coli. En S. aureus no se presenta
esta repulsion debido a que en su pared no presenta esta molécula y de acuerdo con
la literatura la carga negativa que presenta es menor en comparacion con la de E. coli
[130], [131]. Para S. aureus, observamos que de una CMI de 16 pg/mL se disminuye
a 8 ug (Si02/SMX) y 5.7 ug (SiO2/AgNPs/SMX) de SMX en los compdsitos para ejercer
inhibicion. Para los compdésitos SiO2/CuNPs/SMX y SiO2/CuSNPs/SMX la cantidad de
SMX disminuyo hasta 3.9 ug y 4.2 g respectivamente, una cuarta parte de la CMI de
16 pg/mL. Estos dos ultimos compdsitos para esta bacteria funcionan efectivamente

con una cantidad de SMX mas baja de la requerida si se empleara en forma libre.
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Tabla 6. Concentraciones minimas inhibitorias determinadas para cada tratamiento.

TRATAMIENTO Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25923
SMX 16 pg/mL 16 pg/mL
SiO; Sin inhibicion >1024 pg/mL
Si0./AgNPs >1024 pg/mL >1024 pg/mL
SiO,/CuNPs >1024 pg/mL 1024 pg/mL
SiO2/CuSNPs >1024 pg/mL >1024 pg/mL
SiO; 512 pg/mL SiO> 512 pg/mL
$i0; SMX .
SMX adsorbido 8 ug SMX adsorbido 8 ug
SiO,/AgNPs 1024 pg/mL SiO,/AgNPs 512 pg/mL
SiO,/AgNPs/SMX
SMX adsorbido 114 ug SMX adsorbido 5.7 ug
SiO2/CuNPs 1024 pg SiO,/CuNPs 256 pg/mL
Si0,/CuNPs/SMX
SMX adsorbido 15.7 pg SMX adsorbido 3.9ug
SiO,/CuSNPs 1024 pg SiO,/CuSNPs 256 pg/mL
SiO2/CuSNPs/SMX
SMX adsorbido 16.6 ug SMX adsorbido 4.2pg

Al comparar en la literatura los compdsitos con SMX sintetizados, estos presentan
valores de CMI para las bacterias empleadas muy similares a otros tipos de
nanosistemas que incluyen SMX en su estructura como podemos ver en la tabla 7. En
el compuesto de Mehrabi y cols.[132] tenemos un sistema microporoso formado a base
de silicio y CuFe20a. Ellos presentan un material con un area superficial mucho mayor
(1620 m?/g) a la obtenida por nosotros, sin embargo, tienen microporos, lo que hace
que la cantidad de SMX que coloquen pueda quedar atrapado al tener ese tamafio de
poro y tener problemas al liberarlo, ademas presentan un tamafio de particula de 586.1
nm, lo cual en cuestion de biocompatibilidad supondria un problema. En estudios
realizados por Zhao y cols. [133] compararon el efecto de MSN de dos tamafos,
observaron que aquella particula de 514 nm inducia mayor distorsion de la membrana
en eritrocitos, debido a una fuerte adsorciéon e internalizacion, lo que resulto en

hemolisis. Por otro lado, la de un tamafio de 122 nm (similar a nuestros materiales), se
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adsorbio en la superficie de los eritrocitos sin causar ninguna deformacién. Con lo
anterior, a pesar de que el material hecho por Mehrabi y cols. presenten CMI similares
a las que obtuvimos nosotros, el tamafio de particula y de poro no lo hacen apto para
un futuro uso como potencial liberador de SMX.

Después tenemos particulas esféricas de Fes04@SiO2/Ag/SMX, estas son no
porosas, la matriz base es de silicio amorfo y esta rodeado de FesO4 y Ag. Presentan
valores de CMI similares a los nuestros observando que también hay una mayor
inhibicidén en la bacteria S. aureus. El tamafio es de 35.1 nm, al igual que en el caso
anterior al ser de este tamafio y no porosa puede llegar a presentar problemas de
biocompatibilidad [134]. Por altimo, el sistema SMX-Metronidazol-Colesterol [135], es
un sistema vesicular (niosoma) en el cual un complejo de moléculas de metronidazol
modificadas y colesterol, encapsulan al SMX. Presenta una gran capacidad de
encapsulacion del antibidtico y un tamafio de 258.2 nm que es un tamafio comun en
este tipo de estructuras. Estas vesiculas al contener colesterol hacen que sean un
poco mas estables que los liposomas, sin embargo, aun asi en comparacion con
nuestros materiales, presentan mayor inestabilidad fisica, pueden agregarse y
fusionarse[136]. Por todo lo anterior, aunque existen propuestas similares empleando
SMX, nuestros resultados muestran que el uso de nuestros materiales
SiO2/CuNPs/SMX y SiO2/CuSNPs/SMX funcionan como agente antimicrobiano
principalmente sobre la bacteria S. aureus. Lo que nos indica que podrian ser Utiles
para la entrega de SMX, reducir la dosis que se emplea y reducir posibles efectos

secundarios.

Tabla 7. Comparacion de los nanosistemas con SMX obtenidos con materiales reportados en la
literatura usados como agentes antimicrobianos con liberacién de SMX. D: diametro de particula; A:
area superficial; V: volumen de poro; Dp: didmetro de poro; Ca: capacidad de adsorcion; Ce: capacidad
de encapsulacion.

MATERIAL PROPIEDADES cmi REFERENCIA
Si02/AgNPs/SMX D: 154 nm SMX: 16 pg/mL Presente trabajo
(Esferas porosas A: 450 m?/g SMX en nanocomposito:

con AgNPs Dp: 3.8 nm E. coli: 11.4 pg/mL

superficiales) V:0.51 cm®/g S. aureus: 5.7 pg/mL
Ca: 11.1 mg/g material
Si02/CuNPs/SMX D: 154 nm SMX: 16 pg/mL
A: 386 mz/g SMX en nanocomposito:
Dp: 3.6 nm E. coli: 15.7 pg/mL

S. aureus: 3.9 pug/mL
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(Esferas porosas
con CuNPs
superficiales)
Si02/CuSNPs/SMX
(Mezcla de esferas
porosas de silicio y
aglomerados de
Cus)
PVA/TEOS/APTES
/CuFe204 + SMX
(particula esférica
porosa)

Fe30.@Si02/Ag/S
MX
(Particulas
esféricas)

SMX/Metronidazol
/Colesterol
(Vesicula con SMX
encapsulado)

V:0.39 cm3/g
Ca: 15.3 mg/g material

D: 154 nm
A: 401 m?/g
Dp: 3.8 nm
V:0.62 cm3/g
Ca: 16.2 mg/g material
D:586.1 nm
A: 1620.7 m?/g
Dp: 1.66 nm
V:0.67 cm®/g

D:35.1 nm
Sin datos texturales

D: 258.2 nm
Ce:90.35%

SMX: 16 pg/mL

SMX en nanocomposito:
E. coli: 16.6 pg/mL

S. aureus: 4.2 pg/mL

E. coli [132]
SMX: 10 pg/mL

SMX en nanocompuesto: 4.5 pg/mL

S. aureus

SMX: 12 pg/mL

SMX en nanocompuesto: 4 pg/mL

E. coli [129]
SMX: 12 pg/mL

SMX en nanocompuesto: 4 ug/mL

S. aureus

SMX: 9 ug/mL

SMX en nanocompuesto: 3 ug/mL

P. aeruginosa: [135]
SMX: inhibicion 80%

SMX en vesicula: 90%

K. pneumoniae

SMX: 10%

SMX vesicula: 60%

S. aureus Meticilinaresistente:

SMX: 50%

SMX vesicula: 70%
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4. CONCLUSIONES

Los materiales sintetizados por el método de Stober modificado presentaron una
morfologia esférica con un diametro promedio de 154 nm, una area superficial
especifica de 406 m?/g y diametro de poro de 3.8 nm. Con una isoterma que indica que
es un material mesoporoso Yy el difractograma nos demostré que el material presenta
muy baja cristalinidad.

La esferas mesoporosas (MSN) fueron funcionalizadas con nanoparticulas metalicas
(MNPs): AgNPs, CuNPS, y CuSNPs. Las micrografias obtenidas por las técnicas de
microscopia electrénica mostraron una monodispersion en la superficie de las MSN de
CuNPs. En el caso de AgNPs se presentan de forma puntual una baja cantidad de
nanoparticulas sobre la superficie de las MSN. Por otro lado, las CuSNPs se
detectaron en forma de aglomerados que no estan sobre la superficie de las MSN.
Las propiedades antimicrobianas y porcentaje de inhibicion fueron evaluadas en las
bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus, primeramente, en los
nanosistemas de MSN/MNP se observé que la actividad antimicrobiana es bajay como
agentes antimicrobianos requeririan una mayor cantidad de particulas metalicas para
observar un aumento.

Cuando se realiza la adsorcion del sulfametoxazol (SMX) en los diferentes compasitos,
la actividad antimicrobiana fue visiblemente mayor. Para la actividad antimicrobiana
contra E. coli las concentraciones minimas inhibitorias de SMX fueron: 16.6 ug/mL para
SiO2/CuSNPs/SMX, 15.7 pg/mL para SiO2/CuNPs/SMX y 11.4 pg/mL para
SiO2/AgNPs/SMX. En esta bacteria los porcentajes de inhibicion fueron mayores en
los compdsitos que contienen CuS y Cu. Para la actividad antimicrobiana contra S.
aureus las concentraciones minimas inhibitorias de SMX fueron: 4.2 ug/mL para
SiO2/CuSNPs/SMX, 3.9 ug/mL para SiO2/CuNPs/SMX y 5.7 ug/mL para
SiO2/AgNPs/SMX. En esta bacteria los tres nanocompositos ejercen una inhibicion a
una CMI menor a 16 ug/mL, que es el valor obtenido cuando el SMX se encuentra
solo.

Comparados con estudios reportados en la literatura, el sistema estudiado es mas
efectivo ya que tiene, estabilidad, estructura quimica y tamafio de particula
biocompatible. En especifico los compadsitos SiO2/CuSNPs/SMX y SiO2/CuNPs/SMX
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presentan una mayor accion, que es mas evidente en la bacteria S. aureus, donde la

concentracion de SMX cargado en 256 pug/mL de material es aproximadamente una

cuarta parte de la CMI determinada (16 pg/mL) y esta actividad la realiza sin la

necesidad de incluir trimetoprima que es comunmente usada junto con el SMX. Esto

nos lleva a pensar en que estos materiales obtenidos podrian ser utiles en prevencion

o tratamiento de afectaciones ocasionadas por S. aureus.

Como perspectivas:

Se buscara una metodologia para aumentar el tamafio de poro a mas de 4 nm
con el fin de ver si la capacidad de adsorcién con ello aumenta.

Se desea aumentar la densidad de grupos silanol en las MSN para aumentar el
porcentaje de adsorcion del SMX o de cualquier otra molécula que se desee
emplear en experimentos de liberacion, o bien agregar una molécula enlazante
gue modifique los grupos funcionales de la superficie de las MSN para mejorar
las interacciones entre las MSN y el farmaco a emplear, por ejemplo como la
molécula de APTES (aminopropiltrietoxisilano) que permite tener grupos amino
en la superficie de las MSN y posteriormente se puede emplear una reaccion
de conjugaciéon usando EDC (etildiaminopropilcarbodiimida) para unir este
amino con un carboxilo de la molécula a unir.

También, mejorar la sintesis del compésito con CuS, para que las
nanoparticulas de CuS se encuentren en la superficie de las MSN.
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SILVER

CONDUCTIVE PHOTOGRAPHY ANTIBACTERIAL
3

Threads of silver are woven Light-sensitive silver Silver nanoparticles have

into gloves so that they can halides are used in film antibacterial properties

be used to operate touch- photography, as well as in and are woven into clothes
screen devices. photochromic glasses. to prevent odours.
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SILICON

O
GLASS LUBRICANTS m

Most rocks are silicate Silicone oils are lubricants Silicon is widely used in
minerals. Sand is silicon which are sometimes integrated circuits, or
dioxide, and is the principal added to cosmetics and “chips”, found in almost all
ingredient of glass. personal care products. electronic devices.
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