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Resumen

Las coberturas electrohiladas de alcohol polivinilico (PVA) son materiales prometedores para
su aplicacién en curacién de heridas e ingenieria de tejidos, debido a que son biocompatibles
con células humanas. Sin embargo, la baja estabilidad en agua de estas coberturas ha limitado
su uso en el area biomédica. En este estudio se prepararon novedosas coberturas
electrohiladas de PVA las cuales fueron reticuladas térmicamente (150 °C por 24 h) y
caracterizadas por diferentes técnicas analiticas y cargadas con nanoparticulas de oxido de
plata (Ag-ONPs) e hidrocloruro de ciprofloxacina (CIP) de manera independiente y en
combinacion. El comportamiento de liberacion de las Ag.ONPs y CIP se estudio por
espectroscopia de absorcion atomica y espectrofotometria UV-Visible, respectivamente. La
actividad antimicrobiana de las coberturas se evalu6 por el ensayo de curvas de letalidad
contra cepas de referencia y bacterias multidrogorresistentes (MDR). La biocompatibilidad se
determiné sobre fibroblastos dérmicos humanos (FDH) por el método de calceina/homodimero
de etidio y el ensayo de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Los
resultados mostraron que el tratamiento de reticulacién increment6 la temperatura de fusién y
la cristalinidad de los materiales, asi como su estabilidad en agua. Se encontr6 que el diametro
promedio de fibra de la cobertura de PVA sin agentes antimicrobianos fue de 412.50 nm y que
la adicion de CIP increment6 el didmetro. El andlisis por difraccion de rayos X confirmé la
presencia de Ag.ONPs en las coberturas poliméricas, y los espectros de infrarrojo sugirieron
gue los agentes antimicrobianos interactan con el PVA mediante fuerzas de Van der Waals.
Las cinéticas de liberacion mostraron que el CIP tiene una liberacion tipo rafaga durante los
primeros 30 min, seguido de una liberacién sostenida, mientras que la concentracion maxima
de Ag en buffer de fosfatos se alcanzé a las 2 h de inmersion. Se encontrd que la cobertura
cargada con la combinacion de Ag.ONPs y CIP tiene un efecto sinérgico al requerirse menores
concentraciones de los agentes antimicrobianos, asi como menor tiempo para inhibir el
crecimiento de bacterias MDR en comparacion con sus similares cargadas Unicamente con
Ag-ONPs o CIP. Ademas, las coberturas son biocompatibles con los FDH al no alterar su
morfologia ni metabolismo mitocondrial, o cual sugiere que estos materiales podrian ser
utilizados como andamios celularizados para el tratamiento de heridas abiertas de la piel.
Palabras clave:

Actividad antimicrobiana, citotoxicidad, electrohilado, nanoparticulas de 6xido de plata, sintesis

de quimica verde.
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Abstract

Polyvinyl alcohol (PVA) electrospun membranes are promising materials for application in
wound healing and tissue engineering because they are biocompatible with human cells.
However, the poor stability in aqueous medium of these membranes has limited their use in
the biomedical area. In this study, novel electrospun PVA membranes thermally crosslinked
(150 °C for 24 h) and characterized by different analytical techniques were loaded with silver
oxide nanoparticles (Ag2ONPs) and ciprofloxacin hydrochloride (CIP) prepared independently
and in combination. The release behavior of Ag.ONPs and CIP was studied by atomic
absorption spectroscopy and UV-Visible spectrophotometry, respectively. The antimicrobial
activity of the membranes was evaluated by the time-kill assay against reference strains and
multidrug resistant (MDR) bacteria. Biocompatibility was determined on human dermal
fibroblasts (HDF) by the calcein/ethidium homodimer method and the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yD-2,5-diphenyltetrazole bromide (MTT) assay. The results showed that the crosslinking
treatment increased the melting temperature and crystallinity of the materials, as well as their
stability in water. It was found that the average fiber diameter of the PVA membrane without
antimicrobial agents was 412.50 nm, and that the addition of CIP increased the diameter. X-
ray diffraction analysis confirmed the presence of Ag2ONPs in the polymeric membranes, and
infrared spectra suggested that antimicrobial agents interact with PVA through Van der Waals
forces. The release kinetics of CIP from the electrospun membranes showed a burst release
during the first 30 min followed by a sustained release, while the maximum Ag concentration in
phosphate buffer was reached after 2 h of immersion. It was found that the PVA electrospun
membranes loaded with the combination of Ag:ONPs and CIP, have a synergistic effect since
lower concentrations of antimicrobial agents are required, as well as shorter time to inhibit the
growth of MDR bacteria compared to their counterparts loaded only with Ag.ONPs or CIP.
Furthermore, the membranes are biocompatible with HDF since they do not alter neither
morphology nor mitochondrial metabolism, suggesting that these materials could be used as

cellularized scaffolds for wounds treatment.

Keywords:

Antimicrobial activity, cytotoxicity, electrospinning, silver oxide nanoparticles, green synthesis.
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1. INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y su funcién principal es proteger
al organismo de factores externos. La pérdida de la integridad de la piel causa heridas
abiertas [1], las cuales pueden ser clasificadas con base en la duracion del proceso de
cicatrizacion en agudas y cronicas. Las heridas agudas ocurren después de un trauma
0 cirugia y su proceso de curacion oscila entre cinco y diez dias, mientras que las
heridas que no cicatrizan en un periodo de treinta dias son denominadas cronicas [2].
Las heridas abiertas pueden ser contaminadas por patdgenos o0 microorganismos
oportunistas, los cuales impiden el proceso de cicatrizacion y comprometen la salud
de los pacientes al incrementar el riesgo de infeccion sistémica e incluso la muerte [3].
Se estima que cada afio alrededor de 11 millones de personas en el mundo mueren a
causa de sepsis, lo que representa aproximadamente el 20 % de las muertes globales
[4]. El tratamiento clasico de las heridas cronicas incluye el debridamiento de la herida
y la aplicacion tépica de agentes antimicrobianos [5, 6]. Sin embargo, el primer
procedimiento esta asociado con complicaciones como sangrado y dolor, mientras que
la principal desventaja del uso de antibidticos, en el contexto de la cicatrizacion tardia
de la herida, es el aumento del riesgo de la resistencia bacteriana [7], la cual causa
aproximadamente 700,000 muertes al afio a nivel mundial y se estima que para 2050
la cifra incrementara a 10 millones de muertes por afio [8, 9]. Otra estrategia empleada
para la curacion de heridas cronicas es el uso de apésitos, los cuales sirven para cubrir
y proteger la herida de la contaminacion por patdgenos y prevenir el proceso
infeccioso. En la actualidad, existe una amplia gama de productos disponibles en el
mercado; sin embargo, la mayoria de estos apésitos siguen teniendo limitaciones
como propiedades mecanicas inadecuadas, debilidad en términos de adherencia y
elasticidad, asi como escasa actividad antimicrobiana [10]. En este contexto, los
materiales elaborados a base de nanofibras (incluyendo membranas, peliculas,
coberturas y andamios) han ganado interés por su gran area superficial especifica y
alta porosidad, ademas de sus propiedades mecéanicas mejoradas y posibilidad de
administracion de farmacos. Se definen como nanofibras aquellas estructuras

cilindricas cuyo diametro exterior es inferior a 1000 nm y relacion de aspecto (largo —



ancho) superior a 50 [2]; esta definicion se utilizara en este trabajo. Existen diferentes
métodos para preparar nanofibras: soplado en fusion, separacidon de fases,
autoensamblaje, sintesis por plantilla y electrohilado [11]. Este ultimo, es el método
empleado principalmente, debido a que permite el control de morfologia, el didmetro y
la porosidad, a través de la modificacion de los parametros de solucion, proceso y
ambientales [10, 11]. Para la elaboracién de las nanofibras pueden utilizarse polimeros
naturales o sintéticos, solos o en mezclas [12]. Algunas aplicaciones biomédicas que
han sido propuestas para estos materiales incluyen la elaboracién de gasas para
heridas, sistemas de liberacion y regeneracion de tejidos [13].

El alcohol polivinilico (PVA) es uno de los polimeros sintéticos mas utilizados en la
fabricacion de nanofibras, debido a sus propiedades de biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Sin embargo, su solubilidad en agua limita su aplicacibn como
aposito para heridas, por lo que suele recurrirse a alguna técnica de reticulacion [14,
15], por ejemplo, el tratamiento térmico, el cual mejora la integridad de su estructura
[16, 17]. Ademas, las nanofibras pueden ser cargadas con diferentes agentes
bioactivos para mejorar sus resultados terapéuticos [11]. Algunos ejemplos de
moléculas que han sido incorporadas en estos materiales son antimicrobianos de
amplio espectro como CIP [18, 19], y nanoparticulas (NPs) metélicas [11] y de 6xidos
metalicos [20].

En este estudio, se reporta la preparacion de novedosas coberturas poliméricas
nanoestructuradas de doble capa, las cuales inhiben el crecimiento de bacterias
multidrogorresistentes (MDR) y son biocompatibles con células humanas. Las
coberturas fueron elaboradas por la técnica de electrohilado utilizando como matriz
polimérica el PVA. Los materiales cargados con las nanoparticulas de 6xido de plata
(Ag2ONPs) y/o hidrocloruro de ciprofloxacina (CIP) se prepararon en dos etapas para
obtener coberturas de doble capa; la primera de ellas (capa inferior) estd compuesta
Gnicamente de PVA, mientras que la segunda capa de PVA (o capa superior) esta
cargada con los agentes antimicrobianos de forma independiente o en combinacion.
Las coberturas fueron reticuladas mediante tratamiento térmico y, posteriormente,

caracterizadas por calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés),



microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), difraccion de rayos
X (XRD, por sus siglas en inglés) y espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés). Asimismo, se estudi6 la liberacion in vitro de
las Ag2ONPs y CIP por espectroscopia de absorcion atomica (AAS, por sus siglas en
inglés) y espectrofotometria UV-visible, respectivamente. El efecto antibacteriano de
los materiales se evalu6 contra cepas de referencia y aislados clinicos MDR mediante
el ensayo de curvas de letalidad. Ademas, se estudid la biocompatibilidad de las
coberturas sobre fibroblastos dérmicos humanos (FDH) por el método de
calceina/lhomodimero de etidio (EthD-1, por sus siglas en inglés) y el ensayo de
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).

2. ANTECEDENTES

En la actualidad, el tratamiento de los procesos infecciosos representa un desafio,
debido al incremento de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos, la cual incluye
cepas aisladas de pacientes hospitalizados, asi como aislamientos de pacientes
atendidos en la comunidad. En ambos escenarios, las infecciones de heridas de la piel
tienen una prevalencia importante [21]. Por esta raz6n, se han propuesto alternativas
de terapias antimicrobianas, entre las cuales se encuentran el estudio de extractos
naturales, productos de sintesis quimica, péptidos antimicrobianos, bacteriéfagos y el
uso de la nanotecnologia [22-24]. Esta Ultima es una herramienta de interés para el
desarrollo de materiales con aplicaciones biomédicas, debido a las propiedades
antimicrobianas intrinsecas que poseen algunas NPs o por su funcién como vehiculos
para el transporte de farmacos [24-26].

Los principales métodos utilizados para la sintesis de NPs incluyen métodos fisicos y
quimicos; sin embargo, el uso de estos enfoques tiene multiples desventajas al ser
procesos costosos, generar subproductos téxicos, requerir un alto consumo de energia
y tener bajo rendimiento quimico [27, 28]. Por ello, una alternativa es el uso de rutas
de sintesis de quimica verde, las cuales han mostrado ser simples, faciles de escalar
y amigables con el medio ambiente, debido a que no generan subproductos quimicos
toxicos ni requieren alto consumo de energia [29, 30]. La metatesis activada por



molienda mecanica es una técnica que cumple con los principios de la quimica verde
y es utilizada para la sintesis de NPs de 6xidos metalicos [31]. En los Ultimos afios, las
Ag20ONPs han ganado interés en el area biomédica por sus efectos antimicrobianos
[32-40] y cicatrizantes [33]. Se ha reportado la sintesis de Ag2ONPs empleando
meétodos quimicos [32, 34] y fisicos [35]. En 2020, Khandan y cols. sintetizaron una
mezcla de NPs de Ag y Ag20 (Ag/Ag20-NPs), empleando el método sol-gel y el uso
de gelatina como agente estabilizador. La actividad antibacteriana se estudié sobre
cepas de referencia por el método de difusion en agar, y los resultados mostraron que
las Ag/Ag20-NPs tienen mejor actividad contra las bacterias Gram negativas [32]. Sin
embargo, la ventaja de usar métodos verdes para la sintesis de las Ag2ONPs es
porque incluye diferentes agentes estabilizantes y reductores de fuentes bioldgicas
como plantas medicinales tales como Lippia citriodora [33], hoja de amaranto verde
[36], Ficus benghalensis [37], Artocarpus heterophyllus [38], Centella asiatica y Tridax
[39], asi como diferentes microorganismos tales como Kitasatospora albolonga [40] y
Xanthomonas sp [41]. De manera interesante, se ha reportado que las Ag2ONPs
sintetizadas por métodos verdes ademas de inhibir el desarrollo de bacterias tienen
actividad antifingica [38]. En este contexto, Rashmi y cols. demostraron que las
Ag20ONPs preparadas a partir de un método de combustion utilizando Centella asiatica
y Tridax, son capaces de inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus y S. epidermidis) y algunos hongos como Aspergillus aureus
y A. fumigatus [39]. Asimismo, Liy cols. encontraron que las Ag2ONPs sintetizadas a
partir del extracto de Lippia citriodora tienen actividad antibacteriana y antifingica,
ademas de favorecer la cicatrizacidbn en modelos de rata Wistar [33]. Por otra parte, la
combinacion de antibiéticos con Ag2ONPs se ha propuesto con la finalidad de
potenciar su efecto contra bacterias MDR, rescatar antibidticos que estaban en desuso
(debido a la creciente resistencia bacteriana), asi como reducir la dosis y duracién del
tratamiento [42, 43]. Otra ventaja que ofrece el uso de la terapia combinada es que se
requiere la acumulacion de multiples mutaciones para que las bacterias desarrollen
resistencia a las NPs, debido a los diversos mecanismos de accion que poseen [44,

45]. En 2018, Haq y cols. demostraron que la combinacion de Ag2ONPs con



moxifloxacino potencia el efecto antimicrobiano contra bacterias y hongos susceptibles
[34]. Haq y cols. evaluaron el efecto de la combinacion por el método de difusion del
pozo en agar, el cual tiene como desventaja el uso de concentraciones fijas de NPs y
antibiotico y no se estudio un intervalo de concentraciones como en el ensayo de
tablero de ajedrez. Este ultimo método fue utilizado recientemente por D’ Lima y cols.
para evaluar el efecto de la combinacion de NPs hibridas de Ag y Ag20 con
carbenicilina, y encontraron un efecto sinérgico contra Pseudomonas aeruginosa MDR
[40]. No obstante, pocos estudios han evaluado el efecto citotoxico de las Ag2ONPs
en células humanas no cancerosas. Lo anterior, limita el uso de agentes
antimicrobianos potenciales y, por ello, surge la necesidad de promover los ensayos
de citotoxicidad en células sanas, con la finalidad de desarrollar nanoantimicrobianos
mas eficientes y biocompatibles con células humanas [46]. Una alternativa que ha sido
propuesta para disminuir la toxicidad de las NPs es su incorporacién en matrices
poliméricas, ya sea en forma de hidrogeles, peliculas o nanofibras [10, 47].

El método més utilizado para la elaboracion de nanofibras es el electrohilado, en el
cual se utiliza un campo eléctrico que tira de las fibras de la gota que se produce en la
punta de una aguja. La generacion de nanofibras por esta técnica se ve influenciada
por parametros de solucion (viscosidad, conductividad y tension superficial), proceso
(velocidad de flujo, voltaje y distancia entre la punta de la aguja y el colector) y
ambientales (humedad y temperatura) [11]. Para la elaboracién de nanofibras pueden
utilizarse polimeros naturales o sintéticos. Los primeros de ellos tienen la caracteristica
de ser biocompatibles con células humanas, mientras que los polimeros sintéticos
poseen excelentes propiedades mecanicas, por ello a menudo se prefiere el uso de
mezclas de polimeros [12]. EI PVA es un polimero sintético que ha sido ampliamente
utilizado en la preparacion de nanofibras, debido a que es biocompatible,
biodegradable e hidrofilico. Sin embargo, esta Ultima caracteristica dificulta su
aplicacion en el desarrollo de apdsitos para heridas [13, 14]. Con la finalidad de mejorar
su estabilidad en agua, las nanofibras de PVA son reticuladas mediante métodos
quimicos (formaldehido, vapor de glutaraldehido, acido maléico, etc.) o fisicos

(irradiacién con luz UV, tratamiento térmico, etc.) [15]. Vashisth y cols. prepararon



nanofibras de gellan con PVA y evaluaron diferentes métodos de reticulacion. Los
autores concluyen que el tratamiento térmico a 150 °C genera nanofibras estables en
agua y biocompatibles con FDH, mientras que los materiales reticulados con vapor de
glutaraldehido tienen efectos téxicos en estas células, lo cual podria estar asociado
con la presencia de residuos quimicos sobre la superficie de las nanofibras [16]. Para
la reticulacion de las nanofibras por tratamiento térmico es importante la eleccion de la
temperatura y el tiempo, con la finalidad de no afectar las propiedades deseadas de
los materiales. En 2016, Lépez-Coérdoba y cols. prepararon membranas electrohiladas
de PVA cargadas con tetraciclina, que fueron reticuladas agregando acido citrico y
tratamiento térmico a 150 o 190 °C durante 3 min. Los resultados mostraron que el
tratamiento térmico a 150 °C mejord la resistencia al agua de las membranas y
mantuvo la actividad antibacteriana de la tetraciclina contra Escherichia coli y S.
aureus, en tanto que las membranas tratadas a 190 °C perdieron su efecto
antimicrobiano [48]. Otra de las ventajas que ofrece la técnica de electrohilado es la
preparacién de membranas o andamios de varias capas [49], las cuales pueden ser
disefiadas para cumplir una funcién en especifico; por ejemplo, en el caso del
tratamiento de heridas lo ideal seria contar con un material cuya capa superior
prevenga la deshidratacion de la herida, asi como la penetracion de patégenos, y la
capa inferior tenga alta capacidad de absorcion. En este contexto, Aragon y cols.
elaboraron membranas asimétricas de doble capa compuestas de policaprolactona y
poliacetato de vinilo cargadas con carvacrol, cuya actividad antimicrobiana y
citotoxicidad se evaluaron in vitro. Los resultados mostraron que los materiales inhiben
el desarrollo de cepas de referencia (E. coli S17 y S. aureus ATCC 25923) y son
biocompatibles con FDH al permitir la migracién de las células [50]. Asimismo,
Federico y cols. prepararon una membrana electrohilada asimétrica compuesta por
dos capas, la primera de ellas con naturaleza hidrofébica, constituida por una mezcla
de poliuretano y policaprolactona cargada con CIP, y la segunda capa con naturaleza
hidrofilica elaborada a base del derivado octilico de la goma gellan y PVA cargada con
el factor de crecimiento FGF-2. Los autores reportaron que la membrana inhibi6 el

crecimiento de S. aureus y favorecié el reclutamiento de fibroblastos NIH/3T3 [18].



Adicionalmente a la incorporaciéon de diferentes agentes antimicrobianos a las
nanofibras, los cientificos han optado por cargar NPs a estos materiales para prevenir
el proceso infeccioso. Las NPs de plata (AgNPs) son frecuentemente utilizadas, debido
a que poseen actividad antibacteriana de amplio espectro y se ha demostrado que son
capaces de inhibir el desarrollo de bacterias MDR. Mohseni y cols. compararon la
actividad antibacteriana y la biocompatibilidad in vitro e in vivo de membranas
electrohiladas preparadas a base de una combinacion de polimeros
(policaprolactona/PVA) cargadas con AgNPs y sulfadiazina de plata. Los resultados
mostraron que las membranas cargadas con AgNPs tienen alta biocompatibilidad con
FDH y regulan el proceso de cicatrizacién de forma mas eficiente en comparacién con
la sulfadiazina de plata [51]. Ademas, Alipour y cols. demostraron que membranas
electrohiladas de PVA/polivinilpirrolidona/pectina/acetato de mefenida cargadas con
AgNPs (0.7 % p/p) favorecen el proceso de cicatrizacién en conejos blancos de Nueva
Zelanda [52]. Por otra parte, algunos estudios han propuesto la incorporacion de
AgNPs en combinacion con antibidticos en nanofibras para potenciar su efecto
antimicrobiano. En 2016, Ganesh y cols. prepararon compuestos electrohilados de
PVA y quitosan decorados con AgNPs y cargados con sulfanilamida. Los resultados
del método de difusion del pozo en agar mostraron que las membranas cargadas con
los agentes antimicrobianos incrementan de manera significativa el halo de inhibicion,
lo cual sugiere que existe un efecto sinérgico entre las AgNPs y el antibittico [53].
Asimismo, Yang y cols. reportaron la elaboracion de apdésitos para heridas con
actividad sinérgica mediante el proceso de electrohilado lado a lado, el cual genera
materiales compuestos por dos capas. Los apdésitos fueron preparados con una capa
de polivinilpirrolidona cargada con CIP (8 mg/mL) y una capa de etil celulosa cargada
con AgNPs (5 mg/mL). Los resultados mostraron que los apoésitos que fueron cargados
con ambos agentes antimicrobianos (es decir, el CIP en una capa y las AgNPs en la
otra capa) generaron halos de inhibicién de mayor tamafio contra cepas de referencia
(S. aureus ATCC 27853y E. coli ATCC 25922) en comparacion con los materiales que
contenian Unicamente un agente antimicrobiano en una de sus capas, lo cual sugiere

actividad sinérgica entre los componentes [54].



Hasta el dia de hoy, no existen reportes de nanofibras de PVA cargadas con Ag2ONPs,
por lo que, este trabajo es el primero en estudiar la combinacion de estas NPs con CIP
y evaluar su actividad antimicrobiana contra bacterias MDR, asi como investigar su

biocompatibilidad con FDH.

3. JUSTIFICACION

Las heridas abiertas de la piel generalmente son infectadas por diferentes especies
bacterianas, las cuales dificultan el proceso de cicatrizacion. Debido a lo anterior, el
tratamiento de las heridas es un desafio clinico significativo y existe una creciente
necesidad por el disefio y desarrollo de nuevos materiales para apésitos, que ademas
de cubrir la herida, sean capaces de prevenir el desarrollo del proceso infeccioso y no
sean toxicos para las células humanas. Este estudio propone la preparacion de
coberturas de PVA de doble capa cargadas con Ag2ONPs y antibiéticos comerciales,
las cuales poseen propiedades antimicrobianas y son biocompatibles con FDH,

disefiadas para la prevencién y tratamiento de infecciones de heridas de la piel.

4. HIPOTESIS
Las coberturas biocompatibles de PVA de doble capa cargadas con una combinacion
sinérgica de Ag2ONPs y antibidticos comerciales inhiben el crecimiento in vitro de

bacterias MDR y no dafian células humanas.

5. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar coberturas flexibles de PVA biocompatibles con células humanas,
cargadas con Ag2ONPs y antibiéticos comerciales con actividad antimicrobiana
sinérgica, para la prevencion y tratamiento de infecciones de heridas de la piel de

evolucién crénica.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS
6.1 Sintetizar y caracterizar Ag2ONPs obtenidas por sintesis de quimica verde.

6.2 Evaluar la actividad antimicrobiana de las Ag2ONPs y antibioticos comerciales

mediante la técnica estandarizada de concentracion minima inhibitoria (CMI) sobre



cepas de referencia y microorganismos representativos aislados de pacientes con

heridas de piel de evolucion cronica.

6.3 Estudiar el efecto de la combinacion de Ag2ONPs con ampicilina (AMP) y CIP

mediante el ensayo de tablero de ajedrez.

6.4 Determinar el efecto citotoxico de las Ag2ONPs y de los antibiéticos comerciales
(AMP y CIP) de manera independiente y en combinacion al ser expuestos sobre FDH

por el ensayo de calceina/ EthD-1y MTT.

6.5 Preparar y caracterizar coberturas poliméricas nanoestructuradas de PVA

cargadas con Ag2ONPs y CIP obtenidas por la técnica de electrohilado.

6.6 Analizar la liberacion in vitro de los agentes antimicrobianos (Ag2ONPs y CIP) de
las coberturas poliméricas nanoestructuradas por AAS y espectrofotometria UV-
Visible.

6.7 Evaluar la actividad antimicrobiana de las coberturas poliméricas
nanoestructuradas sobre cepas de referencia y bacterias MDR mediante el ensayo de

curvas de letalidad.

6.8 Estudiar el efecto citotoxico de las coberturas poliméricas nanoestructuradas sobre
FDH por el ensayo de MTT y calceina/EthD-1.

6.9 Valorar el uso de las coberturas poliméricas nanoestructuradas como andamios

celularizados mediante un ensayo de biocompatibilidad.

7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Sintesis de las Ag2ONPs.

Las Ag20ONPs se sintetizaron a temperatura ambiente mediante un novedoso método
de quimica verde basado en una reaccion de metatesis inducida por molienda
mecanica de alta energia. Para la preparacién de las Ag2ONPs se utilizaron como
reactivos de partida el nitrato de plata (AgNOs), hidroxido de litio monohidratado
(LIOH-H20) e hidréxido de sodio (NaOH). Los reactivos se pesaron en las cantidades



apropiadas y se depositaron en un mortero de zirconia estabilizada con itria (YSZ, por
sus siglas en inglés) junto con el medio de molienda (bolas de YSZ de 12.7 mm de
didmetro). Posteriormente, el mortero se colocé en un molino SPEX (8000 M) durante
30 min (3 ciclos de 10 min) a una velocidad de 1750 rpm. La relacion de reactivos y
bolas utilizadas fue de 1:10. La cantidad de reactivos utilizados se equilibré para que
no hubiera exceso de AgNOs, LiOH o NaOH de acuerdo con la siguiente ecuacion que
describe el proceso general (1):
2AgNO; + LiOH - H,0 + NaOH — Ag,0 + LiNO; + NaNO; + xH,0 (1)

donde “x” corresponde al numero de moles de H20 y la relacion molar de LiOH/NaOH
es igual a 0.54/0.46. El precursor molido se transfirié a una caja de teflébn y se sometid
a un proceso de secado a 80 °C durante 48 h. Finalmente, se realizaron cuatro lavados
con agua desionizada y un lavado con etanol con agitacion para eliminar los nitratos
solubles (LINOs y NaNOs), mientras que las Ag20ONPs insolubles en agua se
recuperaron por centrifugacién (12000 rpm durante 5 min) y se secaron a 80 °C por 24
h. Las Ag2ONPs se almacenaron en viales de vidrio a resguardo de la humedad, y para
su evaluacion se dispersaron en agua destilada para obtener las concentraciones
deseadas y se colocaron en un bafio de ultrasonido durante 3 min con la finalidad de

obtener una dispersion homogénea.

7.2 Caracterizacion de las Ag2ONPs.

El potencial zeta de las Ag2ONPs se determin6 empleando el analizador Microtrac
Nanotrac Wave Il. La morfologia y el tamafio de las Ag2ONPs se observé por
microscopia electrénica de transmision (TEM) en un microscopio JEM-2100 JEOL
TEM operado a 200 kV y 100 mA. Se utilizaron micrografias representativas para
determinar el tamafio promedio de las Ag2ONPs (n = 1533) con el programa ImageJ.
Las técnicas de microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HR-TEM) y
difraccion de electrones de area selecta (SAED) se utilizaron para observar las
caracteristicas estructurales de las Ag2ONPs sintetizadas. Las Ag2ONPs se
caracterizaron también por XRD utilizando un difractometro Rigaku Ultima IV operado
a 40 kV 'y 44 mA con radiacién CuKa (A = 1.5418A). Los patrones de XRD se registraron
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de 10 a 80° (20) a una velocidad de escaneo de 0.02° y 10 s como tiempo de conteo.
La identificacion de las fases cristalinas se realizO mediante la comparacion de los
difractogramas experimentales con los estandares cristalograficos en la base de datos
del Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD). El tamafio de cristalita se
obtuvo por el método Halder-Wagner implementado en el programa PDXL2 del
difractometro. La espectroscopia Raman se llevo a cabo utilizando un espectrometro
Horiba Xplora Plus en el intervalo de 1200 a 100 cm™ con una longitud de onda de
excitacion de 532 nm y una salida de laser de 10 mW. Las Ag2ONPs y sus
combinaciones con antibiéticos (AMP y CIP) se estudiaron por espectroscopia FT-IR
empleando un espectrometro VERTEX 70v - Bruker en el intervalo de medicion de
4000 a 400 cm con una resolucién de 2 cm™ y 64 escaneos, utilizando el método de
reflexion total atenuada (ATR) que utiliza un cristal de diamante.

7.3 Cepas de referencia y aislados clinicos para la evaluaciéon de las Ag2ONPs y
antibioticos comerciales.

En el estudio se incluyeron cepas de referencia obtenidas del American Type Culture
Collection (ATCC), las cuales fueron S. aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853, asi como bacterias
MDR aisladas de muestras clinicas de pacientes con heridas de piel de evolucion
cronica, las cuales fueron S. aureus, E. faecalis, Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae y Proteus mirabilis. Previamente, el protocolo de investigacion fue
aprobado por el Comité de Investigacién y Etica del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto” (nimero de registro: 18-21), y registrado ante el Comité de Etica en
Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias Quimicas (CEID2021-03-S). La
recoleccion y el procesamiento de las muestras clinicas se realizé siguiendo los
lineamientos de la American Society for Microbiology. Los microorganismos se aislaron
en un medio de cultivo solido convencional (agar Mueller Hinton, AMH) v,
posteriormente, se realizé la identificacion y determinacion del perfil de susceptibilidad
con el equipo automatizado VITEK®2. Todas las cepas se cultivaron en caldo Mueller

Hinton y se almacenaron a -20 °C con glicerol.
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7.4 Estudio de la actividad antimicrobiana de las Ag2ONPs y antibioticos comerciales.

7.4.1 Estandarizacion de la técnica.
La actividad antimicrobiana se evalué mediante la técnica de microdilucién en caldo
para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) siguiendo los lineamientos
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [55]. El método se estandarizé
empleando cepas de referencia (S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922) y
antibiéticos comerciales (oxacilina 64 pg/mL y ceftazidima 32 pg/mL). Los puntos
finales se determinaron cuando no se observo turbidez en el pozo y los resultados se
compararon con los valores establecidos por CLSI. Los experimentos se realizaron por

triplicado durante tres dias diferentes.

7.4.2 Ensayo de CMI.
La CMI de los agentes antimicrobianos (Ag2ONPs, AMP y CIP) se evalu6 sobre las
cepas de referencia y los aislados clinicos previamente mencionados (seccion 7.3).
Las Ag2ONPs y los antibioticos se dispersaron con agua destilada a una concentracion
de 1000 y 128 ug/mL, respectivamente, y diluciones en serie con caldo Mueller Hinton
se llevaron a cabo en microplacas de 96 pozos. El intervalo de concentraciones
estudiado para las Ag2ONPs fue de 1000 a 0.97 pg/mL, mientras que para los
antibioticos fue de 128 a 0.125 pg/mL. De manera independiente, se preparé una
suspension bacteriana a la escala 0.5 de McFarland (DOsoonm = 0.08, que equivale a
1.5 X 108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL aproximadamente), la cual se
diluy6é 1000 veces (1.5 X 10° UFC/mL) y, posteriormente, se agregaron 50 pL a cada
pozo. Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 24 h en condiciones aerdbicas en
una camara humeda. Los puntos finales se determinaron cuando no se observo
turbidez en el pozo. Todos los ensayos se realizaron por triplicado en tres dias

diferentes.

7.5 Estudio de la combinacioén de Ag2ONPs con antibioticos comerciales.
El efecto antimicrobiano de las Ag2ONPs independientes y en combinacion con AMP
y CIP se determind0 mediante un método de microdilucion en caldo siguiendo los

lineamientos del CLSI [56]. Las Ag2ONPs y los antibiéticos se dispersaron con agua
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destilada a una concentracion de 125y 128 ug/mL, respectivamente. La actividad de
las Ag20NPs se evalu6 dentro del intervalo de 125 a 0.97 pg/mL, mientras que para
los antibidticos el intervalo estudiado fue entre 128 y 0.125 pg/mL. Para el doble
tratamiento, se utilizd el método del tablero de ajedrez con diluciones seriadas de cada
agente antimicrobiano para probar las diferentes combinaciones. Las diluciones de las
Ag20ONPs se realizaron del pozo Al hacia el pozo H1 y, posteriormente, se llevaron a
cabo diluciones seriadas hacia la derecha. Para los antibiéticos, las diluciones seriadas
se realizaron del pozo A2 hacia el pozo A12 y, consecutivamente, se llevaron a cabo
diluciones seriadas hacia abajo. De manera independiente se prepard una suspension
bacteriana a la escala 0.5 de McFarland (DOsoonm = 0.08, 1.5 X108 UFC/mL
aproximadamente), la cual se diluyé 1000 veces (1.5 X 10° UFC/mL) y, enseguida, se
agregaron 50 pL a cada pozo. Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 24 h en
condiciones aerdbicas en una camara humeda. El indice de concentracion fraccional
inhibitorio (ICFI) se calculé para evaluar el efecto antimicrobiano combinado de las

Ag20ONPs con los antibiéticos mediante la siguiente ecuacion (2):

ICF] = CMI pg,0NPs en combinacion , CMlantibistico (AMP o CIP) en combinacién )
CMIpg,0NPs solas CMIgntibistico (AMP o CIP) solo

Los resultados se interpretaron de la siguiente forma: ICFI < 0.50, efecto sinérgico;
0.50 < ICFI < 1, efecto parcialmente sinérgico; ICFI = 1, efecto aditivo; 2 < ICFI < 4,

efecto indiferente; y 4 < ICFlI, efecto antagdnico [57].

7.6 Evaluacion del efecto citotoxico de las Ag2ONPs de forma independiente y en
combinacion con antibidticos comerciales.

7.6.1 Ensayo de calceina/EthD-1.
La biocompatibilidad de los tratamientos (Ag2ONPs, AMP, CIP, Ag2ONPs-AMP y
Ag20ONPs-CIP) se evalué mediante el ensayo de calceina/EthD-1 sobre FDH. El

protocolo experimental para el aislamiento de las células fue revisado y aprobado por
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el Comité de Etica del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”
(INR 20/19 AC). Los FDH se obtuvieron de cirugias estéticas con la firma previa de la
carta de consentimiento informado. La epidermis se separé de la dermis utilizando
dispasa durante 8 h; la dermis se tratdé durante 4 h con colagenasa | para obtener los
FDH. Finalmente, las células se cultivaron en DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10 % y 1 % de
penicilina/estreptomicina y se mantuvieron en una incubadora a 37 °Cy 5 % COg; para
este ensayo se utilizaron FDH pase 3. La viabilidad de los FDH se evaltuo mediante la
deteccion de calceina/EthD-1 utilizando un kit de LIVE/DEAD® Viabilidad/Citotoxicidad
para células de mamiferos siguiendo el protocolo del fabricante. Para ello, se
sembraron FDH en placas de cultivo de 48 pozos a una densidad de 5000 células/cm?
y, posteriormente, las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de los
tratamientos durante 24 h. Se utilizaron FDH tratados con 200 uL de etanol al 70 %
como control negativo (células negativas a calceina), y FDH no tratados como control
positivo (células positivas a calceina). Después de la exposicion a los tratamientos las
células se incubaron durante 40 min a 37 °C con 2 pM de calceina AM y 2 uM de EthD-
1 (0.3 pL por cada mililitro de DMEM-F12). La sefal fluorescente de calceina se
observo con un filtro de paso de banda de fluoresceina y el EthD-1 con un filtro Texas
red. Las imagenes se capturaron y analizaron utilizando un microscopio Axio
Observer. A1 y el programa AxioVision version 4.8.2. Las células positivas a
calceina/EthD-1 (vivas/muertas) y el numero total de células se contaron con el

programa ImageJ [58].

7.6.2 Ensayo de MTT.
Para evaluar la proliferacion celular en presencia de los agentes antimicrobianos de
forma independiente (Ag2ONPs, AMP y CIP) o en combinacion (Ag2ONPs-AMP y
Ag20NPs-CIP), se sembraron FDH en microplacas de 96 pozos a una densidad de
5000 células/cm? en DMEM-F12 suplementado con SBF al 10 % y 1 % de
penicilina/estreptomicina a 37 °C y 5 % de CO: (este paso se consider6é como dia 0).

Después de 24 h, los FDH se incubaron con dispersiones de diferentes
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concentraciones de los tratamientos (Ag2ONPs, AMP, CIP, Ag20NPs-AMP vy
Ag20ONPs-CIP) durante 1, 4 y 7 dias a 37 °C y 5 % CO2. La citotoxicidad de los
tratamientos se evalu6é en los puntos de tiempo previamente especificados por el
ensayo de MTT. Para ello, después de la exposicion a los sobrenadantes, los FDH se
lavaron con buffer de fosfatos y se incubaron con una solucion de MTT:DMEM-F12
(1:10) durante 3 h. A continuacion, las células metabolizadoras de cristales de
formazan se solubilizaron en una solucion de 2-propanol:dimetilsulfoxido (1:1) y se
midié la absorbancia a 570 nm en un espectrofotbmetro Synergy HTX. Los
experimentos se realizaron de forma independiente por triplicado para cada periodo

de tiempo especificado.

7.7 Coberturas poliméricas nanoestructuradas.

Se prepararon cuatro novedosas coberturas de PVA (peso molecular = 118 — 124 kDa,
86 — 89 % hidrolizado) utilizando la técnica de electrohilado con las siguientes
caracteristicas: i) sin agentes antimicrobianos (PVA); ii) cargada Unicamente con
Ag20ONPs (PVA-Ag20ONPs); iii) cargada solo con antibiético (PVA-CIP); iv) cargada con
ambos agentes antimicrobianos (PVA-Ag20ONPs-CIP).

7.7.1 Preparacion de las soluciones y dispersiones de electrohilado.
Para la elaboracion de la cobertura sin agentes antimicrobianos se preparé una
solucion de PVA al 10 % plv, disolviendo 1.5 g de PVA en 15 mL de agua destilada a
60 °C con agitacion constante durante 4 h. La solucion se dejé reposar por
aproximadamente 16 h antes de someterla al electrohilado. Para la cobertura de PVA-
Ag20ONPs se preparé una solucién de PVA al 10 % plv, la cual se dejo enfriar a
temperatura ambiente y, posteriormente, se agregaron 0.12 g de Ag2ONPs (8 % p/p
con respecto al polimero) con agitacion constante durante toda la noche para favorecer
su dispersion. Por otra parte, se disolvieron 0.03 g de CIP en 1 mL de agua destilada;
esta solucion se incorporé en 14 mL de una solucion de PVA al 10 % p/v y se agit
durante toda la noche. Dicha solucién se utiliz6 para preparar la cobertura de PVA-CIP
(2 % p/p con respecto al polimero). Ademas, se elabor6 una cobertura de PVA-

Ag2ONPs-CIP, manteniendo constante la concentracion del antibiético (2 % p/p con

15



respecto al polimero) y disminuyendo diez veces la concentracion de Ag2ONPs (0.8 %
p/p con respecto al polimero). Para ello, se prepard una solucion de PVA 10 % p/v a
la cual se le incorporo la solucion de CIP (preparada como se describié anteriormente)
y 0.012 g de Ag2ONPs. La dispersion se dejé en agitacion durante toda la noche para

favorecer la distribucibn homogénea de los agentes antimicrobianos.

7.7.2 Electrohilado.

Para el electrohilado de las coberturas poliméricas nanoestructuradas se utilizé el
equipo Innovenso NS24, cuyos parametros fueron optimizados para obtener fibras
continuas y uniformes. En la elaboracién de la cobertura polimérica sin agentes
antimicrobianos la solucién de PVA al 10 % p/v se carg6 en una jeringa de plastico de
20 mL con un didmetro interno de 21 mm, la cual se conect6 a dos agujas de calibre
22. La solucion se dispensé a una velocidad de flujo de 1 mL/h. Se utilizé un colector
giratorio recubierto con hoja de aluminio, el cual se colocé a una distancia de 15 cm
de la punta de las agujas y su velocidad se ajusté a 100 rpm. La coleccién de las fibras
poliméricas se realiz6 durante 20 h empleando un voltaje de 25 kV y una temperatura
de 35 °C.

Las coberturas de PVA cargadas con agentes antimicrobianos estan constituidas de
dos capas, por lo que su preparacion se realizé en dos etapas. En la primera etapa, se
produjo una capa de PVA como se describio previamente para la cobertura sin agentes
antimicrobianos, modificando Unicamente el tiempo de coleccion de 20 a 10 h. En la
segunda etapa, las dispersiones poliméricas con Ag2ONPs, CIP o ambos agentes
antimicrobianos fueron electrohiladas durante 10 h sobre la capa de PVA en el caso
de las coberturas PVA-Ag20NPs, PVA-CIP y PVA-Ag20NPs-CIP, respectivamente.

7.7.3 Técnica de reticulacion.
Debido a que las fibras de PVA electrohiladas se disuelven con facilidad en agua se
realizo la reticulacion de las coberturas poliméricas empleando un tratamiento térmico.
Para ello, las cuatro coberturas poliméricas fueron colocadas en una estufa a 150 °C
durante 24 h [16].
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7.8 Caracterizacion de las coberturas poliméricas.

El comportamiento térmico de las coberturas de PVA sin reticular (control) y reticulada
con tratamiento térmico se estudid empleando un calorimetro diferencial de barrido
marca TA Instruments modelo DSC 2500. Las muestras (3 — 5 mg) se colocaron en
bandejas de aluminio herméticamente selladas y se calentaron de 0 a 225 °C a una
taza de calentamiento de 10 °C/min. Posteriormente, se realizé un gréafico de calor de
fusion (AH) frente a la temperatura. El grado de cristalinidad de las coberturas

poliméricas se calculé utilizando la siguiente ecuacion (3):

AHp,
AH,

Grado de cristalinidad (%) = x 100 3)

donde AHm es el cambio en el calor de fusion de la muestra, el cual se obtiene
directamente del grafico, y AH:r es el calor necesario para fundir una muestra de PVA
100 % cristalino, cuyo valor es igual a 138.6 J/g [17]. Las caracteristicas morfolégicas
de las coberturas poliméricas nanoestructuradas reticuladas se estudiaron empleando
un microscopio electronico de barrido de emision de campo (FE-SEM) marca JEOL
modelo JSM-7401F con detector EDS marca EDAX, utilizando un voltaje de
aceleracion de 10 — 15 kV. Las muestras (0.16 cm?) fueron recubiertas por
pulverizacién con oro-paladio antes de la observacion. Las micrografias fueron
adquiridas con el detector de electrones retrodispersados (BEC). El didmetro promedio
de fibra se determiné a partir de micrografias representativas, para cada muestra se
midieron 25 didmetros en cuatro regiones diferentes (n = 100), utilizando el programa
imageJ y se realizaron histogramas de distribucion en Origin. Para investigar las
interacciones intermoleculares entre los componentes de las coberturas poliméricas
nanoestructuradas se utilizd un espectrometro Nicolet iS10 FT-IR. Se colocaron
muestras de 1 cm? en el equipo y los espectros se tomaron en el intervalo de 4000 a
400 cm? con una resolucién de 4 cm™ y 32 escaneos, utilizando el método de ATR.
Las coberturas poliméricas fueron estudiadas por XRD en un difractometro Rigaku
Ultima IV usando radiacion CuKa (A = 1.5428 A) operado a 40 kV y 44 mA utilizando
una geometria asimétrica de Bragg (incidencia rasante). Los patrones de XRD se
registraron de 10 a 60° (20) en pasos de 0.02° y 10 s de tiempo de conteo. La
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identificacion de las fases cristalinas existentes en las coberturas se realizd por

comparacion con los estandares cristalograficos reportados en el ICDD.

7.9 Liberacién in vitro de los agentes antimicrobianos de las coberturas poliméricas

nanoestructuradas.

7.9.1 Eficiencia de carga y perfil de liberacion de CIP.
La concentracion de antibidtico liberada de las coberturas de PVA-CIP y PVA-
Ag2ONPs-CIP  se estudid6 por espectrofotometria UV-Vis empleando un
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-1800 y una curva de calibracion de CIP (0.05
— 15 ppm) a 271 nm en buffer de fosfatos (NaH2PO4/KH2PO4 60 mM, pH = 7.5) (Figura
1).

-
»

y = 11.502x - 0.1454 .
|R*=0.9982

-
N
1

Concentracion de CIP (ppm)

00 02 04 06 08 1.0 12 1.4
Absorbancia (u.a.)

Figura 1. Curva de calibracion de CIP.

El porcentaje de eficiencia de carga (% LE, por sus siglas en inglés) del antibi6tico en
la cobertura de PVA-CIP (sin reticular) se determind disolviendo 1 cm? (1.37 + 0.06
mg) en 1 mL de buffer de fosfatos, la absorbancia de la solucion se midié a 271 nmy
la concentracién de CIP se calculd utilizando la curva de calibracion (R? = 0.99).

Finalmente, el % LE se calcul6 empleando la ecuacion (4):

%LE = X100 (4)
t
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donde Ce es la concentracion de CIP encapsulado y C:es la concentracion de CIP en
el tiempo “t” [59].

El comportamiento de liberacién del antibiético de las coberturas poliméricas se
estudio mediante el método de inmersion total. Para ello, se utilizaron muestras de
PVA-CIP de 25 cm? (33.13 + 0.55 mg), las cuales fueron sumergidas en 25 mL de
buffer de fosfatos e incubadas a 37 °C con una agitacion de 100 rpm. Se tomaron
alicuotas de 200 pL a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6, 10, 15, 30, 60, 120, 240, 360 y
1440 min), que fueron almacenadas y protegidas de la luz para medir posteriormente
su absorbancia. Para la cinética de liberacién de la cobertura de PVA-Ag20ONPS-CIP
se utilizaron muestras de 121 cm? (0.1585 + 0.0007 g), las cuales fueron sumergidas
en 121 mL de buffer de fosfatos e incubadas a las condiciones previamente
mencionadas. Los tiempos de muestreo fueron los mismos: sin embargo, se tomaron
alicuotas de 1 mL, ya que fue necesario realizar dos ciclos de centrifugado (15000 rpm
durante 10 min) para retirar las NPs antes de leer la absorbancia de las soluciones. La
concentracion de CIP liberada de ambas coberturas se calcul6 a partir de la curva de
calibracion elaborada en buffer de fosfatos. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.

7.9.2 Liberacion in vitro de Ag.

La cantidad de Ag liberada de la cobertura de PVA-Ag2ONPs-CIP se determiné
mediante espectrometria de absorcién atdmica en un equipo SpectrAA 220. Para el
andlisis se utilizaron muestras de 125 cm? (0.1535 + 0.0028 g), las cuales se colocaron
en 125 mL de buffer de fosfatos y se incub6 a 37 °C con agitacién constante de 100
rpm. Se tomaron alicuotas de 2.5 mL a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6 y 24 h), y se

almacenaron y protegieron de la luz para su posterior analisis.

7.10 Andlisis de las cinéticas de liberacion y modelado.
Para describir la cinética de liberacion del antibiotico de las coberturas de PVA-CIP y
PVA-Ag2ONPs-CIP los datos se ajustaron a tres modelos matematicos diferentes

(orden cero, primer orden y Korsmeyer-Peppas) y se comparé el valor del coeficiente
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de determinacion (R?). Los modelos matematicos empleados estan representados por

las siguientes ecuaciones (5,6 y 7):

Orden cero: 11\\;1_; = kot (5)
Primer orden: In—% = -kt (6)
Meo
Korsmeyer — Peppas: 1\1;—; = k,t" (7)

donde, M/Mw es la fraccion de farmaco liberado a cualquier tiempo t; Ko, k1y Kp son
las constantes de liberacion y n (ecuacion 7) es el exponente de difusion que sugiere
la naturaleza del mecanismo de liberacion. Dependiendo del valor que tome n los
mecanismos de liberacion pueden ser definidos de la siguiente manera: n < 0.5 difusion
Fickiana (caso 1); 0.5 < n < 1 transporte anébmalo; n = 1 transporte caso Il, y n > 1

transporte supercaso Il (orden cero) [60].

7.11 Aislados clinicos utilizados para la evaluacion de las coberturas poliméricas
nanoestructuradas.

Para la determinacion de la actividad antibacteriana de las coberturas se seleccionaron
dos microorganismos aislados de pacientes con heridas crénicas, previamente
utilizados en la evaluacién de los agentes antimicrobianos en suspension (seccién 7.3),
los cuales fueron S. aureus y A. baumannii. Asimismo, en el estudio se incluyeron dos
microorganismos mas, E. faecium y E. coli resistentes a CIP, los cuales se aislaron de
muestras clinicas de pacientes con catéter venoso central y sonda de Foley,
respectivamente. Los numeros de registro de los protocolos de investigacion
aprobados por el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” para estos

microorganismos son 29-18 y 102-16.

7.12 Estudio de la actividad antimicrobiana de las coberturas poliméricas
nanoestructuradas.

El efecto antibacteriano de los materiales se estudié a partir de curvas de letalidad
contra cepas de referencia (S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922) y aislados
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clinicos MDR (seccion 7.11). Se utilizaron coberturas poliméricas nanoestructuradas
de 1 cm?, las cuales fueron esterilizadas con luz UV durante 15 min por lado. De
manera independiente se preparé una suspension bacteriana a la escala 0.5 de
McFarland (DOsoonm = 0.08, equivalente a aproximadamente 1.5 X 108 UFC/mL), y 10
UL de ésta se colocaron en un tubo que contenia 9.99 mL de una solucién con una
proporcion de 9.5:0.5 de buffer de fosfatos y caldo Mueller Hinton, para obtener una
densidad bacteriana de 1.5 X 10° UFC/mL. Posteriormente, cada cobertura polimérica
nanoestructurada (PVA, PVA-CIP, PVA-Ag20NPs y PVA-Ag20ONPs-CIP) se coloco de
forma independiente en un tubo eppendorf y se inocularon con 1 mL de la suspension
bacteriana diluida (1.5 X 10° UFC/mL). Asimismo, se incluyé un control positivo de
crecimiento, el cual contenia Unicamente la suspension bacteriana diluida. Los tubos
eppendorf se incubaron durante 24 h a 37 °C con agitacién de 100 rpm, y se tomaron
alicuotas de 10 pL a diferentes tiempos. Los tiempos de muestreo fueron diferentes
para las bacterias Gram positivas y Gram negativas, debido a que se encontré que las
Ag20ONPs son mas efectivas contra este ultimo grupo de microorganismos. Por lo que,
en el caso de las bacterias Gram positivas las alicuotas fueron tomadas en 0, 2, 3, 4,
6 y 24 h, mientras que para las Gram negativas las alicuotas fueron extraidas en 0,
0.5,1, 2,4y 24 h. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas con solucion estéril
de NacCl al 0.85 %, las cuales fueron sembradas por cuadruplicado en cajas de AMH
e incubadas durante 24 h a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se contaron las UFC y se
transformaron a su forma logaritmica (logio). La disminucion de tres o mas ciclos
logaritmicos del recuento de UFC con respecto al inoculo original se consideré
actividad bactericida (reduccién del 99.9 % de UFC) [61]. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado y de manera independiente para cada microorganismo.

7.13 Estudio del efecto citotoxico de las coberturas poliméricas nanoestructuradas.
7.13.1 Evaluacion indirecta de la citotoxicidad.

Para determinar el efecto citotoxico de los agentes antimicrobianos (Ag2ONPs y CIP)

liberados de las coberturas poliméricas reticuladas se realizaron los ensayos de MTT

y calceina/EthD-1 sobre FDH. Se utilizaron coberturas poliméricas de 0.25 cm?, las
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cuales fueron esterilizadas con luz UV durante 1 h por cada lado y, posteriormente,
colocadas en placas de 48 pozos con 250 pL de DMEM-F12 durante 24 h para permitir
la liberacion de los agentes antimicrobianos. Por otra parte, los FDH fueron cultivados
en microplacas de 96 pozos a una densidad de 8000 células/cm? en DMEM-F12
suplementado con SBF al 10 % y 1 % de penicilina/estreptomicina, a 37 °Cy 5 % de
COzdurante 24 h. Transcurrido ese tiempo, los FDH fueron expuestos a los diferentes
sobrenadantes por 24 h y, posteriormente, las células se lavaron con buffer de fosfatos
y se incubaron con una solucién de MTT:DMEM-F12 (1:10) durante 3 h. Los cristales
de formazan metabolizados por los FDH se solubilizaron en 2-
propanol:dimetilsulféxido (1:1) y se midié la absorbancia a 570 nm en un
espectrofotometro Synergy HTX. En paralelo, se realizaron réplicas del ensayo con la
finalidad de analizar la viabilidad y morfologia celular mediante calceina/EthD-1; en
estas placas, después de que las células fueron expuestas a los sobrenadantes, las
células se incubaron por 40 min a 37 °C con 2 uM de calceina AM y 2 uM de EthD-1
(0.3 pL por cada mililitro de DMEM-F12). La sefial fluorescente de calceina se observo
con un filtro de paso de banda de fluoresceina y el EthD-1 con un filtro Texas red. Las
imagenes se capturaron y analizaron utilizando un microscopio Axio Observer.Al Yy el

programa AxioVision version 4.8.2.

7.13.2 Ensayo de biocompatibilidad.
La biocompatibilidad de las coberturas poliméricas reticuladas con y sin agentes
antimicrobianos se estudid mediante el ensayo de adhesion celular. Se utilizaron
coberturas poliméricas de 0.25 cm?, las cuales fueron esterilizadas con luz UV durante
1 h por cada lado y, posteriormente, colocadas en placas de 24 pozos. Sobre la
superficie de cada cobertura polimérica se sembraron 30000 FDH, y las placas se
incubaron por 1 h a 37 °C para permitir la adhesion de las células. Transcurrido ese
tiempo, se agrego a cada pozo 1 mL de DMEM-F12 suplementado con 10 % de SBF
y 1 % de penicilina/estreptomicina, y las placas se incubaron durante 24 h. La viabilidad
de los FDH se evalio mediante la deteccion de calceina/EthD-1 utilizando un kit de

LIVE/DEAD® Viabilidad/Citotoxicidad para células de mamiferos siguiendo el
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protocolo del fabricante. Para ello, los constructos (células sobre los materiales) fueron
lavados con buffer de fosfatos y luego se incubaron con 2 uM de calceina AMy 2 uM
de EthD-1 (0.3 pL por cada mililitro de DMEM-F12) durante 1 h. Por ultimo, las células
se observaron en un microscopio de epifluorescencia (Axio Observer.Al) y se tomaron

fotografias utilizando el programa AxioVision version 4.8.2.

7.14 Andlisis estadistico.

Todos los experimentos fueron repetidos al menos tres veces. Los resultados se
expresan como la media + desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante el
analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba de Tukey, previa
comprobaciéon de normalidad utilizando el programa GraphPad Prism8. Un valor de p
< 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Sintesis y caracterizacion de las Ag2ONPs.

8.1.1 Potencial zeta.
Se determiné el potencial zeta de las Ag2ONPs sintetizadas. Los resultados mostraron
un valor de -63.68 = 7.54 mV, lo que indica la existencia de repulsion electrostéatica

negativa entre las particulas y confirma la sintesis de NPs estables [62].

8.1.2 XRD.
La Figura 2 muestra el difractograma de rayos-X de las Ag2ONPs. El difractograma
mostré reflexiones cristalinas en valores 206 relacionados con los planos
cristalograficos (hkl) siguientes: 26.83° (110), 32.84° (111), 38.20° (200), 55.05° (220),
65.49° (311) y 68.90° (222). Estos planos cristalinos son caracteristicos de la
estructura cubica simple (CS) del Ag20. Los picos de difraccibn mostraron
correspondencia con un estandar de Ag20 (ICDD 75-1532), incluido en la parte inferior
de la figura para facilitar la comparacion. Por otra parte, los planos cristalograficos
(111), (200), (220) y (311) se identificaron y asociaron con la estructura cubica
centrada en las caras (CCC) de Ag® (ICDD 87-0718), lo que sugiere la coexistencia de

las fases Ag20 y AgP en las Ag2ONPs preparadas [40]. El andlisis semicuantitativo de
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las fases presentes realizado por el método RIR estim6 91y 9 % de las fases Ag20 y
AgY, respectivamente. Ademas, mediante el método de Halder-Wagner se determiné

un tamario de cristalita de 7 y 20 nm para Ag=0 y Ag®, respectivamente.
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Figura 2. Difractogramas de rayos-X de las Ag.ONPs. Los planos cristalinos de Ag® estan
sefalados con asteriscos de color azul, y en la parte inferior de la figura se presenta el estandar

de Ag.0O mediante rombos de color verde.

8.1.3 TEM.
Los estudios de TEM de las Ag2ONPs se muestran en la Figura 3. En general, las
micrografias revelaron que las Ag2ONPs estan bien dispersas y tienen formas
esféricas de tamafio pequefio (Figura 3a, b). A mayor aumento sobre el area
seleccionada por la linea discontinua amarilla en la Figura 3b, se observan formas
esféricas con tamafios inferiores a 10 nm y particulas de morfologia irregular de
tamafos mayores. Si bien algunas particulas forman aglomerados, la mayoria son
aglomerados blandos (Figura 3b-d). Las micrografias de HR-TEM y las mediciones del
espacio d en particulas pequefias y grandes confirmaron la coexistencia de Ag° y Ag20

en la muestra. Los espacios d obtenidos fueron de 0.27 y 0.24 nm, asociados con el
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plano cristalino (111) de Ag20 y Ag®, respectivamente (Figura 3e). El histograma de
las Ag2ONPs obtenido después de medir 1533 particulas de varias imagenes de TEM,
mostro una distribucion unimodal y un didmetro promedio de 8.72 + 2.76 nm (Figura
3f). El diametro promedio concuerda con el valor de tamafio de cristalita (7 nm) del

Ag20 obtenido por XRD, correspondiente a la fase cristalina principal (91 %) de las
NPs preparadas.
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Figura 3. Caracterizacion morfolégica de las Ag2ONPs: (a y b) Micrografias de TEM; (c —

e) Imagenes HR-TEM,; (f) Histograma de la distribucién del tamafio de particulas.

8.1.4 Espectroscopia Raman.
La Figura 4 muestra el espectro Raman de las Ag2ONPs. En la figura, la linea roja
ilustra el resultado del ajuste usando funciones Lorentzianas (lineas grises) para
deconvolucionar la presencia de siete fonones ubicados en 232, 280, 358, 414, 464,
916 y 1046 cm™, que corresponden a la fase de Ag20. El fonén observado en 232 cm-

! fue atribuido a la vibracién de la red de Ag — O, mientras que el fonén en 916 cm™ se
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asocié con especies de oxigeno atomico/molecular quimisorbidas [63]. Ademas, las
bandas en 358, 464 y 1046 cm estan relacionadas con los modos de estiramiento y
flexion de Ag — O [64]. El cambio de posicion de los modos de vibracion se atribuye a
la presencia de las Ag2ONPs y confirman la coexistencia de las fases Ag°® y Ag20, lo

gue concuerda con los resultados de XRD y TEM.

232 Curvas Lorentzianas
Ajuste

Intensidad Raman (u.a.)
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Figura 4. Espectroscopia Raman. El espectro Raman experimental de las AgONPs esta
representado con puntos de color azul, las lineas de color gris representan las bandas Raman
existentes determinadas a partir del proceso de deconvolucion, y la linea de color rojo es el

resultado de todos los modos Raman presentes.

8.1.5 Espectroscopia FT-IR.
La Figura 5 muestra los espectros FT-IR de los antibiéticos (AMP y CIP) y de las
Ag2ONPs de manera independiente y en combinacion. El espectro de las Ag2ONPs
mostré una banda en 1071 cm™, la cual fue atribuida al enlace O-Ag-O, mientras que
la sefial en 811 cm™ fue asignada a las vibraciones de estiramiento del enlace Ag-O-
Ag [34]. Para AMP, su espectro mostré bandas en 3403 y 3332 cm! correspondientes
a vibraciones de estiramiento de las aminas primarias y secundarias. La sefial en 3058
cm?® se relaciona con el enlace =C-H. Las bandas en 2977 y 2930 cm? se atribuyeron

al grupo -CHa. La banda en 1785 cm se asigné al estiramiento del grupo carbonilo
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(C=0). Ademas, las sefiales en 1592 y 1450 cm™ fueron asignadas al estiramiento
C=C [65, 66]. Para CIP, su espectro mostré una banda prominente en 3533 cm™
correspondiente a la vibracion de estiramiento O-H del acido carboxilico. La banda en
3381 cm se asigno6 al estiramiento N-H del grupo piperazina. La sefial en 3012 cm™
se atribuyé0 a dobles enlaces C-C alifaticos y al estiramiento C-H aromatico,
principalmente =C-H. La banda en 1715 cm se debié al estiramiento C=0, mientras
que aquellas en 1638 y 1606 cm* fueron atribuidas a quinolonas. Las bandas en 1450
y 1418 cm™ se atribuyeron a C-O y la situada en 1278 cm se asignd a la vibracién de
flexion del grupo O-H que indicé la presencia de acido carboxilico. Ademas, la banda
en 1107 cm se debid al grupo C-F [67]. Por otra parte, el espectro de la combinacion
de las Ag2ONPs con AMP mostré una banda ancha alrededor de los 3378 cm™, la cual
fue atribuida a la fusion de las bandas correspondientes a la amina primaria y
secundaria del antibiético. Esto sugiere que las Ag2ONPs podrian estar interactuando
con los grupos amino de la AMP. Ademas, la formacion de una nueva banda en 668
cm? fue asignada al enlace Ag-O, lo cual indica la incorporaciéon de Ag a la molécula
del antibidtico. Resultados similares fueron reportados por Hur y cols. quienes
sintetizaron AgNPs utilizando AMP como agente reductor, y encontraron que el grupo
amino esta involucrado en la reduccion de la Ag [66]. Recientemente, Khatoon y cols.
informaron que, estando dispersas en una fase acuosa, las AgNPs interactian con el
grupo amino del anillo de benceno de la AMP [45]. Por ultimo, el espectro de la
combinacion de Ag2ONPs con CIP mostr6 en general una disminucion dréastica en las
sefales, lo cual podria deberse a la interaccion electrostatica entre los componentes.
La banda ancha alrededor de los 3453 cm fue atribuida a la fusién de las bandas
correspondientes a los grupos O-H (3533 cm™) y N-H (3381 cm). Ademas, se observé
un desplazamiento de la banda del grupo carbonilo, desde 1715 a 1636 cm-. Estudios
previos sugieren que el grupo carboxilo del CIP actia como agente quelante de iones

metalicos [68].
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Figura 5. Espectros FT-IR de los agentes antimicrobianos solos y en combinacién: (a)
Ag-ONPs; (b) ampicilina (AMP); (c) hidrocloruro de ciprofloxacina (CIP); (d) Ag.ONPs — AMP;
(e) Ag.ONPs - CIP.

8.2 Aislados clinicos.

En el estudio se incluyeron cinco microorganismos aislados de pacientes con
infecciones de heridas de piel, los cuales fueron elegidos con base a la lista de
“patdgenos prioritarios” resistentes a los antibiéticos publicada por la OMS [69]. De la
categoria de prioridad critica se incluyeron los siguientes microorganismos: K.
pneumoniae y P. mirabilis productores de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), y A. baumannii resistente a carbapenémicos. Asimismo, S. aureus resistente
a meticilina se seleccioné de la categoria de prioridad elevada. El antibiograma de los

microorganismos se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Perfil de resistencia de microorganismos aislados de pacientes con

infecciones de heridas de piel.

CMI (ug/mL)
o CGP BGN
Antibiotico
S. E. A. K. P.
aureus | faecalis | baumannii | pneumoniae | mirabilis
Amikacina - - - 4 (S) <2(S)
Ampicilina - <2(S) - 232 (R) > 32 (R)
Ampicilina/Sulbactam - - 16 (R) 232 (R) 8 (S)
_ o >0.50
Bencilpenicilina - -
(R)
Cefalotina - - - 264 (R) =264 (R)
Cefepima - - 264 (R) 2 (R) <1(R)
Cefotaxima - - 264 (R) 264 (R) <1(R)
Ceftazidima - - 264 (R) 8 (R) <1(R)
Ceftriaxona - - 264 (R) 264 (R) (R)
Cefuroxima - - - 264 (R) 2 64 (R)
_ _ <0.50 <0.25
Ciprofloxacina =8 (R) =4 (R) <0.25(S)
(S (S)
Clindamicina =8 (R) - - - -
Daptomicina - 4 (S) - - -
Doxiciclina - 8() - - -
<0.50
Ertapenem - - - <0.50 (S)
(S)
Eritromicina 28 (R) 4 () - - -
o 216 <1(S)
Gentamicina - <1(S) =216 (R)
(R)
Levofloxacina =8 (R) 1(S) - - -
Linezolida 1(S) 2(S) - - -
<0.25
Meropenem - - =216 (R) <0.25(S) ©)
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Moxifloxacino 4 (R) - - - -
Nitrofurantoina 32 (S) - -
Oxacilina 24 (R) - - - -
. - - 0.50
Quinupristina/Dalfopristina - -
(S)
, - =32 -
Rifampicina - - -
(R)
Tetraciclina <1(S) | 216 (R) - - -
S <012 | £0.12 -
Tigeciclina - -
(S) (S)
: . <10 <20 (S)
Trimetoprima/Sulfametoxazol ©) - <20(S) <20(S)
- <0.50 -
Vancomicina 1(S) - -
(S)

BGN: bacilos Gram negativos, CGP: cocos Gram positivos, CMI: concentracién minima inhibitoria, S:

susceptible, I: intermedio, R: resistente.

8.3 Actividad antimicrobiana de los agentes antimicrobianos en suspension.

Los resultados de la estandarizacion del método de CMI se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Estandarizacion del método de CMI.

Cepas de referencia

Intervalo de CMI reportado por
el CLSI (ug/mL)

CMI experimental
(hg/mL)

Oxacilina Ceftazidima

Oxacilina | Ceftazidima

S. aureus ATCC 25923

0.12 -0.50 -

0.50+0 -

E.coli ATCC 25922

- 0.06 - 0.50

- 0.50+0

ATCC: American Type Culture Collection, CMI: concentracion minima inhibitoria, CLSI: Clinical

Laboratory Standards Institute.
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La actividad antibacteriana de las Ag2ONPs y antibioticos se evalu6 contra cepas de
referencia y aislados clinicos, incluyendo bacterias MDR (Tabla 3). La CMI de AMP
para las cepas de referencia resulté entre 1.33 y 5.33 pg/mL, mientras que para los
aislados clinicos fue de 2.67 a > 128 pug/mL (A. baumannii, K. pneumoniae y P. mirabilis
fueron resistentes a AMP). En el caso de CIP, la CMI para las cepas de referencia se
determind entre 0.02 y 2 ug/mL, mientras que para los aislados clinicos fue de 0.13 a
> 128 pg/mL (S. aureus y A. baumannii fueron resistentes a CIP). Por otra parte, las
Ag20NPs poseen actividad antibacteriana de amplio espectro contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas con valores de CMI de 0.97 a 7.81 pg/mL. De manera
interesante, se encontrd6 que concentraciones menores a 8 ug/mL Ag20ONPs son
capaces de inhibir el crecimiento de bacterias MDR. Las cepas de referencia Gram
negativas (E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853) fueron mas susceptibles

a las Ag2ONPs como se ha reportado en estudios previos [70].

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de las Ag2ONPs y antibiéticos comerciales.

Microorganismos CMI (g/mL)
Ag-ONPs AMP CIP
Cepas de referencia
S. aureus ATCC 25923 7.81+0 1.33+0.58 0.50+0
E. faecalis ATCC 29212 391+0 2.00+0 2000
E. coli ATCC 25922 1.95+0 5.33+231 0.02+0
P. aeruginosa ATCC 27853 0.97x0 4000 0.13x0
Aislados clinicos

S. aureus 7.81+0 2.67+1.15 0.50+0
E. faecalis 7.81+0 400+0 2000
A. baumannii 3.91+0 >128+0 >128+0
K. pneumoniae 7810 >128+0 0.13+0
P. mirabilis 7810 >128+0 0500

AMP: ampicilina, CIP: hidrocloruro de ciprofloxacina, CMI: concentracion minima inhibitoria.
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Estos resultados pueden ser atribuidos a la composicién de la pared celular, ya que
las bacterias Gram negativas tienen una mayor cantidad de fosfolipidos y
lipopolisacéridos, los cuales les otorgan una fuerte carga negativa, misma que podria
favorecer la accion de las Ag2ONPs mediante la interaccidn entre los iones plata (Ag*)
y la superficie bacteriana [44]. Yoo y cols. demostraron que los nanocristales de Ag20
ocasionan cambios morfolégicos en E. coli y S. aureus, que estan asociados con la
lisis de la membrana y pérdida del material intracelular [41]. Previamente se ha
reportado la sintesis de Ag2ONPs por métodos quimicos con tamafios alrededor de 40
— 50 nm, con actividad antimicrobiana contra cepas de referencia (susceptibles) [32,
34]. Asimismo, se ha reportado que, Ag2ONPs sintetizadas por rutas verdes utilizando
extractos de plantas, han presentado efecto antibacteriano y antifingico contra
microorganismos susceptibles [33, 37-39]. Sin embargo, la principal desventaja de
estos estudios es que la evaluacion del efecto antimicrobiano se realiz6 mediante el
meétodo de difusion en pozo, el cual brinda solamente informacion cualitativa. Por otra
parte, Muthukumar y cols. informaron que Ag2ONPs sintetizadas con extracto de hoja
de amaranto verde exhiben valores de CMI de 30, 35y 45 pug/mL contra E. coli MTCC
7410, P. aeruginosa MTCC 2488 y S. aureus MTCC 424, respectivamente [36]. En
2020, Khany cols., prepararon Ag2ONPs por un método fisico (sonicacién) y evaluaron
su actividad antimicrobiana contra bacterias MDR. Los autores reportaron que la CMI
fue de 250 pg/mL para S. aureus y 125 pg/mL para tres cepas Gram negativas: E. coli,
K. pneumoniae y P. aeruginosa [35]. Es importante enfatizar que los valores de CMI
encontrados en este estudio frente a cepas de referencia y aislados clinicos resistentes
y MDR son significativamente inferiores a los intervalos reportados en estudios previos
con Ag2ONPs obtenidas por métodos fisicos y biologicos [35, 36, 40]. De la
comparacion con datos de la literatura se puede observar como las cepas Gram
negativas son mas sensibles que las cepas Gram positivas, lo cual coincide con lo

reportado por este estudio.
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8.4 Actividad sinérgica entre las Ag2ONPs y antibioticos comerciales.

Previamente en el grupo de investigacion se demostré que antibiéticos comerciales
como AMP y amikacina potencian el efecto antibacteriano de AgNPs contra
uropatéogenos MDR [71]. Por ello, se decidi6 estudiar el efecto de la combinacién de
las Ag2ONPs sintetizadas por una novedosa ruta de quimica verde con CIP y AMP, ya
gue este Ultimo antibidtico ha demostrado que favorece la dispersion y estabilidad de
las NPs [45]. Los resultados del ensayo de tablero de ajedrez se muestran en la Tabla
4,
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Tabla 4. Efecto de la combinacion entre las Ag2ONPs y antibioticos comerciales contra cepas de referenciay

aislados clinicos.

CMI de agentes

antimicrobianos en

CMI de agentes

antimicrobianos en

Microorganismos ) . ICIF Efecto ] . ICIF Efecto
combinacién (ug/mL) combinacién (ug/mL)
Ag-ONPs AMP Ag-ONPs CIP
Cepas de referencia
S. aureus ATCC
0.24+0 0500 0.45+0.14 S 0.12+0 0250 052+0 PS
25923
E. faecalis ATCC
0970 2000 1.25+0 AD 0480 1.00£0 0620 PS
29212
E. coli ATCC 25922 1.95+0 4000 1.83+0.29 I 0010 0.02+0 1.01+0 AD
P. aeruginosa ATCC
1.95+0 4000 3.01+0 I 0010 0.02+0 0.17+0 S
27853
Aislados clinicos
S. aureus 0970 2000 0.96 + 0.29 PS 0.12+0 0250 052+0 PS
E. faecalis 0970 2000 0.62+0 PS 0970 2000 1.12+0 AD
A. baumannii 3.26+1.13 | 6.67+2.31 | 0.88+0.31 PS 7810 16+0 2130 I
K. pneumoniae 15.63+0 32+0 225+0 I 0.06 +0 0.13+0 1.01+0 AD
P. mirabilis 15.63+0 32+0 225+0 I 0.24+0 0500 1.03+0 AD

ICIF: indice de concentracion inhibitoria fraccionada, CMI: concentracion minima inhibitoria, AMP: ampicilina, CIP: hidrocloruro de

ciprofloxacina.

S: sinérgico; PS: parcialmente sinérgico; AD: aditivo; I: indiferente.
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Este ensayo se utiliza comunmente en los laboratorios clinicos como una estrategia
gue presenta alternativas ante el mecanismo de la resistencia bacteriana, el cual utiliza
mezclas binarias de antimicrobianos, y la forma de medir su eficacia es mediante el
indice de concentracion inhibitoria fraccionada (ICIF). Dicho indice es una expresion
matematica utilizada para determinar el efecto de la combinacion de los
antimicrobianos. El efecto de la combinaciéon de las Ag2ONPs con AMP fue sinérgico
(ICIF < 0.5) contra S. aureus ATCC 25923, parcialmente sinérgico (0.5 <ICIF < 1)
contra S. aureus, E. faecalis y A. baumannii, aditivo (ICIF = 1) contra E. faecalis ATCC
29212 e indiferente (2 < ICIF < 4) contra E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853, K.peumoniae y Proteus mirabilis. El efecto sinérgico se encontré cuando se
combinaron 0.24 pg/mL Ag20NPs con 0.50 pg/mL AMP, mientras que los efectos
parcialmente sinérgicos fueron observados en las bacterias Gram positivas cuando se
combinaron 0.97 pg/mL Ag2ONPs con 2 pg/mL AMP. Ademas, los resultados
mostraron que la combinacién con AMP reduce la CMI de las Ag2ONPs hasta 8 veces
para los aislados clinicos y hasta 32 veces en el caso de las cepas de referencia (Tabla
5).
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Tabla 5. CMI de las Ag20ONPs solas y en combinaciéon con antibiéticos
comerciales.
No. de No. de
CMI CMI CMI
. . veces que veces que
Microorganismos | Ag>-ONPs Ago.ONPs*- o ) AgoONPs**- o )
(waimL) | AMP (ug/mL) disminuyo CIP (ug/mL) disminuyo
Ho Hd la CMI Hd la CMI
Cepas de
referencia
S. aureus
7.81+0 0.24+0 3254+0 0.12+0 65.08 £ 0
ATCC 25923
E. faecalis
391+0 097+0 4030 0480 8.14+0
ATCC 29212
E. coli
1.95+0 1.95+0 - 0.01+0 195+ 0
ATCC 25922
P. aeruginosa
097+0 1.95+0 - 0010 97+0
ATCC 27853
Aislados
clinicos
S. aureus 7.81+0 097+0 8.05+0 0.12+0 65.08 + 0
E. faecalis 7.81+0 097+0 8.05+0 097+0 8.05+0
A. baumannii 391+0 | 3.26+1.13 1.34 £0.58 7810 -
K. pneumoniae 7810 15630 - 0.06x0 130.16 £ 0
P. mirabilis 7.81+0 15.63+0 - 0.24+0 3254+0

AMP: ampicilina, CIP: hidrocloruro de ciprofloxacina, CMI: concentracion minima inhibitoria.
*CMI de las Ag2ONPs en combinacién con AMP.

*CMI de las Ag2ONPs en combinacion con CIP.

Por otra parte, el efecto de la combinacion de las Ag2ONPs con CIP fue sinérgico
contra P. aeruginosa ATCC 27853, parcialmente sinérgico contra S. aureus ATCC
25923, E. faecalis 29212 y S. aureus, aditivo contra E. coli ATCC 25922, E. faecalis,
K. pneumoniae y P. mirabilis e indiferente contra A. baumannii. El efecto sinérgico se

encontré cuando se combinaron 0.01 pg/mL Ag2ONPs con 0.02 pg/mL CIP, mientras
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gue los efectos parcialmente sinérgicos se observaron en las bacterias Gram positivas
cuando se combinaron concentraciones menores a 0.50 pg/mL Ag20ONPs con
concentraciones menores o iguales a 1 pg/mL CIP. Asimismo, los resultados
mostraron que la combinacion con CIP reduce la CMI de las Ag2ONPs hasta 130 y 195
veces contra los aislados clinicos y las cepas de referencia, respectivamente (Tabla
5). De manera general, la combinacion de Ag2ONPs con CIP mostro mejores efectos
antibacterianos que la combinacion con AMP, al requerirse menores concentraciones
de Ag20NPs para inhibir el crecimiento de los microorganismos estudiados. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Sharma y cols., quienes informaron que la
combinacion de NPs de 6xido de zinc (ZnONPs) con CIP ofrece un mejor efecto
antimicrobiano en comparacién con AMP [72], lo cual podria estar asociado con el
mecanismo de accién de los antibidticos y la resistencia intrinseca a AMP de los
patdgenos incluidos en este estudio. Otro hallazgo importante fue la disminucion de la

CMI de los antibiéticos en combinacion con las Ag2ONPs (Tabla 6).
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Tabla 6. CMI de los antibiéticos comerciales solos y en combinacién con

Ag20NPs.
CMI (ug/mL) No. de CMI (ug/mL) No. de
X i veces que veces que
Microorganismos Ag.ONPs- | = ] Ag.ONPs- | .
AMP disminuyd6 CIP disminuyé
* *%
AMP la CMI cip la CMI
Cepas de
referencia
S. aureus 133+ 2.67 %
0500 050+£0| 0250 2000
ATCC 25923 0.58 1.15
E. faecalis
200+0 | 2000 - 200+0| 1.00+0 2000
ATCC 29212
E. coli 5.33+ 1.33+
4.00+£0 0.02+0| 0.02+0 -
ATCC 25922 2.31 0.58
P. aeruginosa
400+£0 | 4.00+x0 - 0.13+0| 0.02+0 6.50+0
ATCC 27853
Aislados clinicos
2.67 % 1.33 %
S. aureus 2000 050+£0| 0250 2000
1.15 0.58
E. faecalis 400+£0 | 2.00+0 200+0 |2.00+£0| 2.00%0 -
> 128 6.67 £ 2133+ | >128+
A. baumannii 16+0 8.00x0
0 2.31 9.24 0
> 128 +
K. pneumoniae 0 320 4000 (0.13+x0| 0.13x0 -
_ > 128 +
P. mirabilis 0 320 400+£0 |050+£0| 0500 -

AMP: ampicilina, CIP: hidrocloruro de ciprofloxacina, CMI: concentracion minima inhibitoria.

*CMI de AMP en combinacion con las Ag2ONPs.

*CMI de CIP en combinacién con las Ag2ONPs.
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En el caso de A. baumannii (resistente a AMP y CIP) se encontré que la CMI disminuyo
de 128 pg/mL a 6.67 y 16 pg/mL para AMP y CIP, respectivamente. Los resultados
sugieren que las bacterias resistentes y MDR se vuelven susceptibles a los antibiéticos
en combinacion con las Ag20NPs, lo cual esta acorde con lo reportado por Jasim y
cols., quienes encontraron que la combinacion de AgNPs (4 mg/L) con polimixina B (2
mg/L) induce sensibilidad al antibiético en aislados clinicos de P. aeruginosa
resistentes a polimixina B [73]. Resultados similares han sido encontrados en
patbgenos de interés veterinario (Actinobacillus pleuropneumoniae y Pasteurella
multocida), donde bacterias resistentes a amoxicilina, gentamicina y colistina fueron
susceptibles a estos antibidticos cuando se combinaron con AgNPs [42].
Recientemente, D’Lima y cols. informaron que la combinacién de 62.5 mg/mL de NPs
hibridas de Ag/Ag20 con 800 pg/mL de carbenicilina ofrece un efecto sinérgico (ICFI =
0.13) contra P. aeruginosa MDR. Sin embargo, los autores no realizaron ensayos de
biocompatibilidad con células humanas, lo cual seria interesante ya que los valores de
CMI de las Ag/Ag2ONPs de manera independiente (CMI = 500 mg/mL) y en
combinacion con carbenicilina (CMI = 62.5 mg/mL) son concentraciones altas [40].
Diferentes estudios han hipotetizado que el efecto sinérgico entre las AgNPs y distintas
clases de antibioticos es debido a la formacion de complejos [74, 75]. En este sentido,
Deng y cols. proponen que el efecto antibacteriano involucra tres rutas, las cuales
incluyen el mecanismo de accién de los antibidticos y de las NPs de forma
independiente, asi como la formacién de complejos, los cuales son los principales
responsables de la muerte bacteriana. Por lo tanto, los efectos sinérgicos y
parcialmente sinérgicos encontrados en este estudio para la combinacién de Ag2ONPs
con AMP y CIP podrian estar asociados principalmente con la formacién de complejos,
cuyo mecanismo de accion consiste en la interaccion y unién con la superficie
bacteriana, lo cual favorece la liberacion de Ag* que se unen a grupos sulfhidrilo
presentes en diferentes biomoléculas como proteinas y acidos nucleicos. Asimismo, la
ruptura de la membrana favorece la internalizacion de las Ag2ONPs y la accion de los
antibioticos que actuan a nivel del ADN [74], lo cual podria explicar el aumento de la

efectividad de CIP. En el caso de los antibidticos betalactdmicos como AMP, el
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incremento de la actividad antibacteriana ha sido asociado con la inhibicién de las
BLEE por las NPs, lo cual favorece la accion del antibiotico sobre el microorganismo
[42].

8.5 Efecto citotoxico de los agentes antimicrobianos en suspension.

8.5.1 Ensayo de calceina/EthD-1.

Las concentraciones de Ag20ONPs, AMP y CIP de manera independiente y en
combinacion y que presentaron actividad antibacteriana fueron las que se evaluaron
sobre los FDH. La Figura 6 muestra los resultados del ensayo de calceina/EthD-1 a
las 24 h de exposicion a los tratamientos. Los resultados revelaron que
concentraciones iguales o menores a 1 pg/mL de Ag2ONPs no afectan la viabilidad
celular de los FDH; sin embargo, las concentraciones de 2, 4y 8 ug/mL de Ag2ONPs
mostraron diferencias significativas (p < 0.0001) cuando se compararon con el control
(células no tratadas). En el caso de los antibiéticos (AMP y CIP), se encontrd que todas
las concentraciones evaluadas de manera independiente (0.125 a 16 pg/mL)
presentaron porcentajes de viabilidad celular del 100 % (Figura 7). Por otra parte, la
combinacion de Ag2ONPs con AMP mostré que concentraciones iguales o0 menores
en las cuales se encontré el efecto sinérgico (0.24 pg/mL Ag2ONPs/0.50 pg/mL AMP)
no afectan la viabilidad celular. Asimismo, los resultados mostraron que la combinacion
qgue ofrece el efecto parcialmente sinérgico (0.97 pg/mL Ag20ONPs/2 pug/mL AMP)
presenta porcentajes de viabilidad celular mayores al 60 % (Figura 7). De manera
interesante, se encontré que la combinacion de Ag2ONPs con CIP no afecta la
viabilidad celular de los FDH para las concentraciones que presentan efectos
sinérgicos (0.01 pg/mL Ag2ONPs/0.02 pg/mL CIP) y parcialmente sinérgicos (0.48
pg/mL Ag2ONPs/1 pg/mL CIP).
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Figura 6. Ensayo de calceina/EthD-1. Micrografias representativas del ensayo de viabilidad

celular a las 24 h de cultivo, las células vivas (células positivas a calceina) estdn marcadas en
color verde y las células muertas (células positivas a EthD-1) estan marcadas en color rojo.
AMP: ampicilina, CIP: hidrocloruro de ciprofloxacina, Ctl: control (células sin tratar), EtOH:
etanol al 70 %.
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Figura 7. Viabilidad celular de FDH expuestos a diferentes tratamientos. Numero y

porcentaje de células vivas y muertas. ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs. control (células sin

tratar), ANOVA, Tukey post hoc. FDH: fibroblastos dérmicos humanos, AMP: ampicilina, CIP:

hidrocloruro de ciprofloxacina, EtOH: etanol al 70 %.
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Resultados similares fueron reportados por Castro-Gamboa y cols. quienes evaluaron
el efecto citotéxico de una formulacion comercial de AgNPs (Argovit®) sobre células
dendriticas derivadas de médula 6sea de ratdn, utilizando concentraciones en el
intervalo entre 0.06 y 1 pg/mL. Los autores informaron que después de 12 h de
exposicion a las AgNPs, las concentraciones mas bajas (0.06, 0.125, 0.25 y 0.50
png/mL) mantuvieron la integridad de la membrana y la actividad metabdlica de las
células; sin embargo, la concentracion mas alta (1 pg/mL) disminuyé de forma
significativa la viabilidad celular [76]. Asimismo, Kang y cols. encontraron que
concentraciones de 1 pg AgNPs/mL inducen citotoxicidad en células dendriticas (linea
celular DC2.4) a las 24 h de exposicion [77]. Otros estudios también han reportado que

el efecto citotoxico de las AgNPs es dependiente de la concentracion [78-80].

8.5.2 Ensayo de MTT.

El efecto citotoxico de los antibioticos y Ag2ONPs se evalué de manera independiente
y en combinacion sobre FDH, mediante el ensayo de MTT durante 7 dias (Figura 8).
Las concentraciones de agentes antimicrobianos que se evaluaron sobre los FDH
fueron las que presentaron los efectos antibacterianos sinérgicos y parcialmente
sinérgicos. Los resultados revelaron que AMP y CIP de manera independiente no
afectan la proliferacion celular en el intervalo de concentraciones estudiado (0.125 a1
pug/mL), lo cual puede comprobarse con el incremento del numero de células desde el
primer dia de cultivo. Asimismo, se encontré que las concentraciones de 0.0625, 0.125
y 0.25 pg/mL Ag2ONPs de forma independiente y en combinacion con los antibiéticos
no afectan la proliferacion celular y ni la cantidad de células metabdlicamente activas
durante los 7 dias del experimento. Ademas, la concentracion mas alta de Ag2ONPs
(0.50 pug/mL) en presencia y ausencia de AMP y CIP no afecto significativamente los
pardmetros antes mencionados hasta el cuarto dia de cultivo; sin embargo, al séptimo
dia se observd una disminucion significativa de células metabdlicamente activas
(Figura 9).
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0.001, ****p < 0.0001 vs Ctl, ANOVA, Tukey post hoc. AMP: ampicilina, CIP: hidrocloruro de
ciprofloxacina, Ctl: control (células sin tartar).

Yoo y cols. evaluaron el efecto citotoxico de nanocristales de Ag20 sobre la linea
celular de fibroblastos murinos L929 mediante el ensayo de MTT. Los autores
reportaron que concentraciones de 50 y 100 pg/mL no afectan la viabilidad de las
células durante 24 h [41]. Sin embargo, Muthukumar y cols. sugieren que para
aplicaciones biomédicas se utilicen concentraciones menores a 30 pg/mL Ag2ONPs,

ya que concentraciones mayores serian peligrosas para células no cancerosas [36].

En resumen, los estudios citotoxicos demostraron que la combinacion de las
concentraciones de 0.5 pg Ag2ONPs/mL y 1.0 pg antibiético/mL no afectan la viabilidad
celular de los FDH (Figura 7). Asimismo, se encontré que estas concentraciones son
toleradas por las células hasta las 96 h de cultivo (Figura 8), mientras que, a las 168 h
la viabilidad celular se redujo al 25 % (Figura 9). De manera interesante, la viabilidad
celular de la combinacion de las concentraciones de 0.025 pg Ag2ONPs/mL y 0.05 ug
antibiotico/mL fue mayor al 75 y 90 % estimado para CIP y AMP, respectivamente;
concentraciones a las cuales la combinacion de Ag2ONPs y CIP mostraron actividad

antimicrobiana frente a cepas clinicas y de referencia.

9. CONCLUSIONES

En este estudio se reporta un novedoso método de quimica verde basado en una
reaccion de metatesis activada por molienda mecanica para la sintesis de Ag2ONPs,
el cual es eficiente, econdmico, de alto rendimiento quimico y de un solo paso. Este
método no requiere calor ni el uso de reactivos toxicos para producir Ag2ONPs, las
cuales fueron preparadas utilizando la mezcla eutéctica de LiINOs/NaNOs como
subproductos de la reaccion de metatesis y representa un medio de reaccion
inorganico que no tiene precedentes. Las Ag2ONPs sintetizadas presentaron formas
esféricas con un diametro promedio de 8.72 £ 2.76 nm, y mostraron excelente actividad

antibacteriana contra aislados clinicos MDR (CMI < 8 ug Ag2ONPs/mL). Ademas, se
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encontr6 que la combinacion de Ag2ONPs con AMP y CIP ofrecen efectos
antibacterianos sinérgicos y parcialmente sinérgicos, siendo mejor la combinacién con
CIP al requerirse menores concentraciones de Ag2ONPs para inhibir a los patdgenos
estudiados. El andlisis por espectroscopia FT-IR sugiere que las Ag2ONPs interacttan
con el grupo amino y carboxilo presentes en AMP y CIP, respectivamente. Ademas,
los ensayos toxicoldgicos mostraron que concentraciones menores a 1 g
Ag20ONPs/mL son toleradas por los FDH hasta por 96 h. Debido a que la combinacion
de Ag2ONPs con CIP mostr6 mejores resultados contra los aislados clinicos en
comparacion con AMP, se prepararon coberturas electrohiladas compuestas por una
capa inferior de PVA y una capa superior de PVA cargada con estos agentes
antimicrobianos de forma independiente (PVA-Ag20NPs y PVA-CIP) y en combinacion
(PVA-Ag20ONPs-CIP). Se encontré que el método de reticulacion (tratamiento térmico
a 150 °C durante 24 h) les proporciona a las coberturas resistencia al agua y no impide
la liberacion de las Ag2ONPs y el CIP. Las micrografias del corte transversal de las
coberturas mostraron que algunas Ag2ONPs se encuentran dentro de las fibras,
mientras que otras se sitlan sobre la superficie. Los estudios de liberacion in vitro
sugieren que el antibibtico se libera de las coberturas por difusion fickiana (modelo
Korsmeyer-Peppas), teniendo una liberacién en rafaga durante los primeros 30 min
seguido de una liberacion sostenida, mientras que la maxima concentracion de Ag se
alcanzo a las 2 h de inmersion en buffer de fosfatos. Este comportamiento de liberacion
de los agentes antimicrobianos podria ser de utilidad en el tratamiento de heridas, ya
que la liberacién rapida del antibiético y de las Ag2ONPs evitaria la contaminacion de
la herida al inhibir el crecimiento de los microorganismos, en tanto que la liberaciéon
sostenida evitaria el desarrollo del proceso infeccioso. Ademas, los resultados del
estudio de liberacion in vitro estuvieron acordes con lo que se encontré en los ensayos
de actividad antibacteriana, los cuales mostraron que la cobertura cargada con ambos
agentes antimicrobianos (PVA-Ag20ONPs-CIP) tiene mejor efecto bactericida al inhibir
el crecimiento de bacterias MDR en menor tiempo y con menores concentraciones de
agentes antimicrobianos en comparacion con las coberturas cargadas con la

monoterapia (PVA-CIP y PVA-Ag20ONPs). Estos resultados sugieren que existe un
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efecto sinérgico entre los componentes de la cobertura de PVA-Ag20ONPs-CIP al inhibir
el desarrollo de bacterias resistentes a CIP, lo cual es una propiedad relevante de
estos materiales, ya que una de las principales desventajas de los apoésitos
convencionales es que son inefectivos contra las bacterias MDR. Por otra parte, los
ensayos de citotoxicidad revelaron que la superficie de las coberturas y la cantidad de
agentes antimicrobianos (Ag2ONPs y CIP) que se liberan a las 24 h de inmersion no
son toxicas para los FDH, estas caracteristicas podrian ser benéficas para el desarrollo
de andamios celularizados, ya que podrian favorecer la cicatrizacién de las heridas.
Se comprobd la viabilidad de la técnica de electrohilado en la elaboracién de
nanofibras con propiedades de interés para el tratamiento de las heridas. En un futuro,
dentro del grupo de investigacion, podrian elaborarse coberturas en las cuales ambas
capas sean cargadas con diferentes agentes antimicrobianos. Asimismo, podria
estudiarse la biodegradabilidad de estos materiales para que se biodegraden con el
transcurso del tiempo y no sea necesario retirar la cobertura de la herida, haciendo

ensayos en un modelo animal inicialmente.
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12. GLOSARIO

Aposito: Producto sanitario utilizado para cubrir y proteger una herida. Algunas de sus
funciones: son aliviar el dolor, actuar como barrera frente a una infeccion, absorber el

exudado y favorecer el proceso de cicatrizacion.

Bacterias multidrogorresistentes: Cepa bacteriana resistente a tres familias

diferentes de antibioticos.

Biocompatibilidad: Cualidad que tiene un material de generar una respuesta

bioldgica aceptable durante el tiempo y modo de contacto de una aplicacion especifica.

Concentracion minima inhibitoria: Concentracion mas baja de un antibi6tico que

inhibe el crecimiento de una cepa bacteriana en especifico.

Constructo: Estructura tridimensional formada por un material biocompatible que sirve

de soporte para el cultivo de células vivas.

Electrohilado: Método utilizado para la fabricacion de fibras poliméricas a escalas

micro y nanométricas.

Ensayo de tablero de ajedrez: Técnica empleada para determinar in vitro las

interacciones entre mezclas binarias de agentes antimicrobianos.

Fuerzas de Van der Waals: Son fuerzas de estabilizacidn molecular las cuales forman
un enlace quimico no covalente, en el que participan fuerzas de dispersion y de

repulsion entre las capas electronicas de dos atomos contiguos.

Nanotecnologia: Uso de la materia en escala nanométrica con aplicacion en areas

como la medicina, gendmica, ingenieria y ciencia de la computacion.

Potencial zeta: Medida de la magnitud de la repulsidén o atraccion electrostatica entre

particulas.

Quimica verde: Dirigida hacia el disefio de productos y procesos quimicos para

reducir o eliminar el uso y/o la generacion de sustancias peligrosas.
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Reaccion de metatesis: Son también denominadas reacciones de sustituciéon doble
y suceden cuando las partes de dos componentes ionicos se intercambian,

produciendo dos compuestos nuevos.

Reticulacion: Reaccién quimica por la que los polimeros se unen en cadenas

tridimensionales formando una especie de red.

Temperatura de transicién vitrea: Temperatura a la cual un polimero pasa del estado

cristalino al estado de flujo viscoso.
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