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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se reporta la influencia de la estructura molecular
de los polisacaridos en la actividad bactericida y citotoxicidad de compositos
basados en nanoparticulas de plata y carboximetil-celulosa, sintetizados a partir
de una ruta de quimica verde, que implica el uso de polisacaridos con distintos
grados de sustitucion y pesos moleculares como agente reductor e inmovilizador.
Estos compdsitos fueron caracterizados por las técnicas de microscopia
electronica de transmision, espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia de
ultravioleta, espectroscopia Raman y espectroscopia foto-electronica de rayos X.
La actividad bactericida de estos compésitos se evalu6 usando la cepa
bacteriana Enterococcus faecalis; y su citotoxicidad contra fibroblastos

gingivales.

La evidencia experimental obtenida por microscopia electrénica de transmision
indica que la distribucion de tamafio de particula y morfologia de las
nanoparticulas depende del grado de sustitucion de la CMC usada para su
sintesis. Asimismo, la estructura cristalina de las nanoparticulas es congruente
con la esperada para un apilamiento compacto tipo FCC caracteristico de la plata.
Ademas, los resultados obtenidos de UV-vis indican que fue posible la completa
reduccion de Ag* a Ag® mediante la ruta de quimica verde seguida en esta

investigacion.

Como lo sugieren los datos obtenidos por la técnica de espectroscopia de
infrarrojo, la distribucion de tamafio de particula y morfologia de las AgNPs
dependen de la habilidad de la CMC para inmovilizarlas durante su sintesis. Esta
inmovilizacién ocurre debido a la adhesion de las cadenas de CMC a la superficie
de las AgNPs. Tal como lo indican los resultados obtenidos de Raman y
espectroscopia foto-electrénica de rayos X, esta adhesion ocurre a través de la

formacion de enlaces de coordinaciéon Ag-O entre las AgQNPs y los grupos COO-



de la CMC; y da como resultando particulas mas pequefias para polisacaridos

con alto grado de sustitucion.

Mas aun, los enlaces de coordinacion Ag-O entre las AgNPs y los grupos COO-
de la CMC modifican la habilidad de las nanoparticulas para producir y liberar
iones Ag* en medio acuoso, ajustando su actividad bactericida y la induccion de
citotoxicidad en los medios biol6gicos probados. Por lo tanto, este trabajo de
investigacion establece las bases para el desarrollo de compdsitos sintetizados
a través de rutas de quimica verde cuya actividad bactericida puede regularse a
fin de evitar la induccién de citotoxicidad en medios biolégicos. Asi, es seguro
decir que: la estructura molecular de la carboximetil-celulosa determina la
actividad bactericida y citotoxicidad de compdsitos basados en nanoparticulas de

plata inmovilizadas en el polisacérido.



INTRODUCCION GENERAL

La convivencia del ser humano con otras especies ha conducido a una inherente
bdsqueda de proteccion; el fuego y los sonidos estridentes son ejemplo de
defensas de los primeros hombres ante sus depredadores, pero ¢como
protegerse de aquello que es invisible ante sus 0jos y que ademas se extiende
por todo el territorio?: las bacterias. A pesar de su diminuto tamario, el taxén
bacteriano constituye, aproximadamente, el 15% de biomasa global, superando
por cuatro ordenes de magnitud al porcentaje atribuido al ser humano. Dicho en
palabras sencillas, las bacterias son mas abundantes que el hombre. Esto
ocasiona que la interaccion entre ambas especies sea inevitable. Actualmente
se vive en una relativa calma ya que se encuentran una gran cantidad de
antibioticos disponibles en el mercado. No obstante, la exploracién de nuevos
métodos de defensa ante la inminente resistencia bacteriana se encuentra en

constante investigacion.

Algunas de las alternativas propuestas incluyen el uso de nanomateriales,
principalmente aquellos que contienen plata; ya sea individualmente o dentro de
un compaosito estos nanomateriales han presentado resultados prometedores.
Algunas caracteristicas que se deben tomar en cuenta en la propuesta de
agentes bactericidas ademas de su eficacia, es su reaccion con microorganismos
sanos como las células, por lo tanto, debe procurarse la eliminacion de especies
toxicas durante su elaboracion. Una estrategia es la sintesis de quimica verde,
en que se usan primordialmente polimeros naturales, destacando entre ellos el

uso de polisacaridos.

En este sentido, este trabajo de investigacion tiene como propdésito estudiar la
influencia de la estructura molecular de los polisacaridos en la actividad
bactericida y citotoxica de compdsitos basados nanoparticulas de plata y

carboximetil-celulosa, sintetizados a partir de una ruta de quimica verde, que



implica el uso de polisacaridos con distintos grados de sustitucion y pesos

moleculares como agente reductor e inmovilizador.



1. ANTECEDENTES

1.1. Introduccion

En afios recientes, la nanotecnologia ha impulsado el desarrollo de nuevos
materiales funcionales basados en nanoestructuras. Entre los también llamados
nanomateriales, las nanoparticulas de plata (AgNPs) han emergido como una
especie prometedora para ser usada en aplicaciones biomédicas como
bactericida, fungicida y antiviral. En especifico, las AgNPs exhiben una gran area
superficial, lo que favorece el contacto con bacterias y permite su adherencia y
penetracion de membrana celular. Ademas, las AQNPs son susceptibles a liberar
iones Ag* cuando se encuentran en dispersion acuosa, que penetran la pared
celular de bacterias y les infligen un dafio adicional al interactuar con sus
proteinas y ADN. No obstante, una de las principales preocupaciones acerca del
uso de AgNPs en aplicaciones biomédicas es su citotoxicidad. Esta citotoxicidad
se relaciona a la generacidn de especies reactivas de oxigeno durante el proceso

de liberacién de Ag* desde su superficie.

En consecuencia, es necesario desarrollar nuevos materiales basados en AQNPs
gue presenten una adecuada actividad bactericida y baja produccion de especies
reactivas de oxigeno, a fin de minimizar la induccion de citotoxicidad en medios
biolégicos. Al respecto, en este capitulo se expondran los antecedentes que
motivan este trabajo de investigacion, para posteriormente plantear la hipotesis

gue lo sustenta.

1.2. Caracteristicas bactericidas y citotéxicas de las AgNPs

La plata ha sido usada por la humanidad desde hace aproximadamente 700 afios
para acufiar monedas y fabricar ornamentos, asi como por sus caracteristicas
bactericidas [1]. Herédoto fue uno de los primeros personajes en elucidar su

actividad antibacteriana y la relacion¢ a los iones de plata. Al respecto, y debido



inmensa variedad de cepas bacterianas resistentes a los antibioticos, la plata es
usada hoy en dia para desinfectar y recubrir instrumental médico e implantes, ya
sea en forma de ion Ag* o nanoparticula, asi como en textiles y desodorantes
para eliminar malos olores debido a la sudoracion [1-4]; o en la preparacién de
peliculas comestibles y embalajes para extender la vida de anaquel de frutas y

legumbres [5-7].

Las AgNPs se conocen desde hace aproximadamente 120 afos [2], y en la
actualidad son sintetizadas mediante la reduccién de sales de plata usando
agentes tales como citratos, glucosa, etilen-glicol o brohidruro de sodio, en
medios acuosos u organicos [8]. Ademas, es usual encontrar reportado en la
literatura el uso de reactivos para controlar el tamafio de particula y evitar la
formacion de agregados de AgNPs, lo cual es crucial para su uso como

antibacterial [3].

En virtud de su tamafio, las AgNPs exhiben una gran &rea superficial, lo cual
favorece su contacto y adhesion a la pared celular de las bacterias, asi como la
subsecuente penetracion de su membrana celular. De hecho, se ha
documentado que su eficacia contra bacterias y hongos aumenta a medida que
su tamafio cae por debajo de 50 nm [9]. Al respecto, existen estudios a cerca de
la actividad bactericida de las AgNPs contra bacterias gram-negativas, en donde
se indica que nanoparticulas con un tamafio de entre 1 y 10 nm pueden adherirse
a la superficie de su membrana celular y modificar su permeabilidad y respiracion
[10]. Ademas, las AgNPs pueden liberar iones Ag* en dispersion acuosa, que
penetran la pared celular de bacterias gram-negativas y gram-positivas e
infringen un dafio adicional a las bacterias [11]. Los cationes Ag* son un &cido
de Lewis débil que tienen afinidad con los grupos funcionales fosfato (PO43), tiol
(R-SH) y amino (NH2), por lo que puede inhibir la capacidad del ADN de la
bacteria para replicarse y asi como también desactivar sus proteinas [11,12].



No obstante, una de las principales preocupaciones sobre del uso de AgNPs en
aplicaciones como las antes mencionadas es su toxicidad. La citotoxicidad que
estas nanoparticulas presentan en medio acuoso es dependiente del tamafio y
se debe principalmente la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
como el peroxido de hidrégeno (H202), en soluciones aerobicas [13]. La
reduccion del oxigeno asociada con la generacion de ROS ocurre a través una
reaccion redox de varias etapas, que incluye la protonacion y ruptura de enlaces
[14]. En el esquema 1 se muestra de forma simplificada las posibles rutas para
la reduccidn del oxigeno, la cual puede ocurrir ya sea por un proceso directo (k1)
o0 por pasos (k2), en donde se forma H202 como intermediario. Como se ilustra,
el H202 puede reducirse electroquimicamente (k3) o sufrir una descomposicion

catalitica para formar H20 y oxigeno (Knet).

kq,4H*, 4e

‘ kz,2H*, 2e- ks, 2H*, 2e- i

02 — Hp_Oz —> 2 Hzo

2 H,0, * 0,+2H,0

Figura 1. Posibles rutas de la reduccion del oxigeno.

Como se ha indicado en la literatura, la reduccion del oxigeno bajo condiciones
alcalinas y en presencia de Ag ocurre a través de ki [15]; mientras que pH mas
bajos, el niumero total de electrones transferidos a cada molécula con oxigeno
caean=23.302parapH=5.801, respectivamente [16,17]. Esto sugiere que la
reduccion de oxigeno en ambientes biélogos (con pH cercanamente neutro)
puede ocurrir a través de k2 y producir ROS. Esta reduccion se da en la superficie
de las particulas de Ag mediante un mecanismo mixto que involucra la oxidaciéon
de Ag® a Ag*, asi como la reduccién de oxigeno en H202 y subsecuente formacion
de H20; lo que es factible siempre y cuando el tamafio de particula de Ag sea

cercano a 1 um [13,17]. Para particulas de menor tamafio, el oxigeno es



mayormente reducido para formar H202 que difunde rapidamente a través del

medio de dispersion, lo que impide su eventual reduccion a H20.

Ahora bien, en medio biolégicos las AgNPs pueden aglomerarse entorno a la
pared de células sanas, en virtud de la interaccion de Ag* en su superficie con
grupos R-SH de las proteinas [9,18]. Esta aglomeracion provoca que el proceso
de generacion de ROS sea localizado e incremente sustancialmente la
concentracion de H202 en las inmediaciones o incluso en el interior de las células.
La interaccion entre grupos R-SH y Ag* resulta en la formacion de complejos de
coordinaciéon que causan que el equilibrio de la reaccién redox en la que

participan Ag y el oxigeno se corra a la derecha de [13]:
0, + 2Ag(s) + 2H(+aq) < H,0, + 2Ag{aq) (2)

Esto anterior indica que la generacion de ROS en medios acuosos aerébicos
debido a la oxidacion de la superficie de AgNPs induce un significativo estrés
oxidativo y localizado de células sanas, como ha sido reportado para el caso de
células alveolares de pulmén, algunas lineas celulares de higado, tejido cerebral
y células germinales [18-21].

Con la finalidad de abatir los efectos negativos de las AQNPs se ha propuesto su
modificacion superficial con agentes como el citrato de sodio (CIT), polivinil-
pirrolidona (PVP), polietilenimina (PEI) y silicato (Si) [22—-25]. La efectividad de
estos recubrimientos se ha validado usando como modelo fauna marina como
Danio rerio (pez cebra), Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris), Daphnia magna
(un tipo de crustaceo planctonico) y Chlorococcum infusionum (alga verde). De
estos estudios se ha concluido que el recubrimiento de AgNPs con PVP
disminuye la induccién in vivo de toxicidad en medio biolégico, mismo que se
expresa de manera negativa en la replicacion del ADN; y afecta principalmente
el tracto digestivo y branquias del Danio rerio [22]. Este resultado es congruente

con lo reportado de estudios en que se usd Oncorhynchus mykiss como modelo,



ya que las AgNPs con un recubrimiento de carga neutra como el PVP y Si
presentan un menor efecto toxico e inflamatorio que aquellas funcionalizadas con
moléculas con carga negativa o positiva como el CIT y PEI, respectivamente [23].
No obstante, para el caso de Daphnia magna es el recubrimiento de AgNPs con
CIT en donde se observa una nula expresion de estrés oxidativo relacionada con
dafio en el ADN, comparado con PVP [24]. Sin embargo, un resultado interesante
de este tipo de trabajos es que, a pesar de su recubrimiento, las hanoestructuras
basadas en Ag presentan una citotoxicidad dependiente del area superficial

expuesta al medio biolégico [25].

En consideraciéon de esto, y a fin de que el uso de nanomateriales basados en
AgNPs se viable en aplicaciones biomédicas, es necesario buscar nuevas
estrategias para aminorar los efectos téxicos derivados del estrés oxidativo que
éstas inducen. En este sentido, se ha propuesto la sintesis de materiales
compasitos a través de rutas de quimica verde. A continuacion, se describiran

algunas de las aproximaciones reportadas en la literatura.

1.3. Sintesis verde de compadsitos basados en AgNPs

De acuerdo con su definicién, la quimica verde implica el disefio, desarrollo y
aplicacion de productos quimicos y procesos para reducir o eliminar el uso o
generacion de sustancias peligrosas para la salud humana y el medio ambiente.
Al respecto se ha reportado la sintesis de AgNPs desde soluciones de extracto
de té verde o de epicatequina, usando dichas sustancias como agentes
reductores y surfactantes [26]. Como lo sugieren los resultados obtenidos, la
adhesiéon de estos polifenoles a la superficie de las AgNPs reduce
considerablemente la generacion de ROS al interior de células como los
gueratinocitos humanos, debido en gran medida a sus caracteristicas

antioxidantes.



Asimismo, se ha sugerido de polimeros naturales o semi-sintéticos como el
quitosan, celulosa y carboximetil-celulosa (CMC) para la sintesis verde de
compositos basados en AgNPs [27-29]. Por ejemplo, se ha indicado la sintesis
de compdésitos de quitosan/AgNPs y CMC/AgNPs usando el galato de
epigalocatequina (EGCG) como agente reductor [30,31]. La reduccion de AgNPs
con EGCG provee al compésito de caracteristicas bactericidas y citotoxicas

adecuadas para su uso en medios biolégicos o incluso su ingesta.

La CMC es un polisacéarido semi-sintético derivado de la celulosa que se obtiene
de la substitucion parcial de sus grupos hidroximetilos (RCH20H) por
carboximetilos (RCOOH) [32]. El grado de sustitucion (DS) de RCH20H por
RCOOH normalmente se reporta como un promedio de grupos carboximetilos
por unidad repetitiva del polisacarido. La CMC se comercializa como una sal de
sodio (RCOONa) soluble en medio acuoso, que puede cargarse con iones

metalicos como Ag* a partir de una reaccion de desplazamiento de Na* [33].

En virtud de ello, la CMC ha sido usada exitosamente para la sintesis totalmente
ecologica de AgNPs, debido a su solubilidad en medios acuosos, abundantes
grupos hidroxilo (R-OH) y la presencia de grupos carboximetilo (R-CH2COQO")
[34]. Este proceso de sintesis consiste en un solo paso y no emplea o produce
agentes toxicos, ya que se logra desde disoluciones acuosas de nitrato de plata
(AgNOs3) y CMC. Se ha documentado que siguiendo esta ruta de sintesis es
posible la obtencién de compdsitos basados en AgNPs dispersas en CMC, con
distribuciones de tamafio de particula estrechas aln a relaciones en peso
CMC/AgNOQOs tan altas como 23.8.

De hecho se ha reportado la habilidad de estos compdsitos para inhibir la
proliferacion de bacterias gram-positivas y -negativas como lo son el
Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis, respectivamente, con una
citotoxicidad adecuada [35]. Sin embargo, a la fecha, no existe evidencia

experimental a cerca del rol de la estructura molecular de polisacaridos como la
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CMC en la actividad bactericida y citotoxicidad de compdsitos basados en
AgNPs. En consideracion de ello, a continuacion, se planteara la hipotesis y

objetivo de este trabajo de investigacion.

1.4. Hipo6tesis y objetivo

1.4.1. Hipétesis

La hipotesis que sustenta este trabajo de investigacion es: “La estructura
molecular de la carboximetil-celulosa determinara la actividad bactericida y
citotoxicidad de compdsitos basados en nanoparticulas de plata inmovilizadas en

el polisacarido”.

1.4.2. Objetivo

Descripcién de la actividad bactericida y citotoxica de compdésitos basados en
nanoparticulas de plata y carboximetil-celulosa, sintetizados a partir de una ruta

de quimica verde, que implica el uso de polisacaridos con distintos grados de

sustitucion y pesos moleculares como agente reductor e inmovilizador.
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1. Introduccion

Como se indico en el capitulo anterior, en este trabajo de tesis se llevé a cabo la
sintesis de materiales compdsitos basados en nanoparticulas de plata y
carboximetil-celulosa, a partir de la reduccién de sales de plata en soluciones
acuosas de dicho polisacéarido; para su posterior caracterizacion cristalina,
morfologica, espectroscépica y de sus propiedades bactericidas y citotoxicas. De
manera general, la sintesis de estos compdsitos se realiz6 mezclando soluciones
acuosas de nitrato de plata y CMC en distintas concentraciones, a fin de obtener
compositos con distintas relaciones en peso CMC/Ag; haciendo uso de CMC con
diferentes grados de sustitucion como agente reductor de los iones Ag* en

solucién y como estabilizante para el control de tamafio de particula.

En este capitulo se presentard la metodologia seguida para la sintesis del
material compdsito; y se detallaran las técnicas de caracterizacidon empleadas
para su estudio. Asimismo, se describira la metodologia seguida para la
evaluacion de su actividad bactericida y de su citotoxicidad. Es importante
sefalar que la actividad bactericida se determin6 a partir de la concentracion

minima inhibitoria de los compdsitos CMC-AgNPs contra Enterococcus faecalis,

clasificada como una bacteria tipo Gram-positiva comensal, que habita el tracto
gastrointestinal de humanos y otros mamiferos; y su citotoxicidad a partir de la
concentracion media méxima de inhibicion, usando un modelo celular de

fibroblastos gingivales humanos.

12



2.2. Sintesis de los compésitos CMC/Ag

2.2.1. Materiales

Para la sintesis de los compdsitos desarrollados en este trabajo de tesis se uso
CMC con DS= 0.7 y peso molecular de Mw = 90 kDa (0.7CMC), CMC con DS =
0.9 y Mw = 250 kDa (0.9CMC), CMC con DS = 1.2 y Mw = 250 kDa (1.2CMC) y
nitrato de plata (AgNOs3), adquiridos con la compafiia Sigma-Aldrich y usados tal
como se recibieron. Para preparacion de todas las soluciones usadas en la
sintesis de estos compositos se usO agua desionizada (Barnstead EASYpure I

system with p = 13 MQ-cm).

2.2.2. Metodologia de sintesis

La sintesis de los compdsitos se llevo a cabo de acuerdo al a-partirdel siguiente

protocolo experimental:

1. Preparar dos soluciones en acuosas, la primera de CMC a una
concentracion de 15 mg/mL, disolviendo 1.5 g del polisacarido en agua
desionizada y aforando a 100 mL; y otra de AgNOs a una concentracion
de entre 0.24 y 1.26 mg/mL, disolviendo la masa indicada en la Tabla 1 en
agua desionizada y aforando a 10 mL.

2. Verter 20 mL de la solucion acuosa de CMC en un matraz de tres bocas
(reactor) y agitar vigorosamente a temperatura ambiente.

3. Verter 10 mL de la solucion acuosa de AgNOs al reactor con la solucion
de CMC y agitar vigorosamente durante 20 min.

4. Incrementar de la solucién resultante del paso anterior a una temperatura
a 90 °C y mantener la reaccidn a esta temperatura y bajo condiciones de
reflujo de agua durante 24 horas.

5. Enfriar de manera natural hasta alcanzar la temperatura ambiente, para

posteriormente congelar la solucion resultante a una temperatura de -50
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°C, haciendo uso de hielo seco (CO:2 solido) y secar el material mediante
liofilizacién a una presion de 0.16 mbar (muestras solidas).
6. Pesar el material resultante a fin de preparar dispersiones a concentracién

conocida segun se requiera para su posterior caracterizacion.

Siguiendo esta metodologia fue posible la obtencion de compdésitos CMC/AgNPs
con relaciones en peso de 200, 100, 50 y 37.5, correspondientes a la sintesis de
1.5, 3, 6 y 8 mg de AgNPs en CMC, respectivamente (véase Tabla 1). El calculo
de estas relaciones en peso se realiz6 considerando la completa reduccién de
Ag* a Ag®, de manera que, por ejemplo, para el caso de las muestras con relacion
CMC/AgNOs = 124.5 se tiene que:

m AgNOs = 2.41 mg
n AgNOs = (2.41 x 103 g) / (160.87 g/mol) = 1.5 x 10° mol

suponiendo total reduccion de Ag:
n Ag =n AgNOs

m Ag = n AgNO3 X A Ag = (1.5 x 10" mol) (107.9 g/mol) (1000 mg/g) = 1.5

mg

La relacién en peso CMC/AgNPs obtenida fue corroborada a partir de técnicas
espectroscopicas en las que se pudo observar la ausencia de trazas atribuibles
a Ag*. Los resultados de este estudio seran presentados y discutidos en el
siguiente capitulo de este trabajo de tesis.

2.2.3. Caracterizacion de compositos CMC/AgNPs

La caracterizacion morfologica y cristalina de las muestras de materiales
compdésitos se realizd por microscopia electronica de transmision (TEM) en un

microscopio de emisién de campo (FEG) marca FEI, modelo Titan G2 80-300,
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utilizando las técnicas de imagen en campo claro (BF), campo oscuro anular de
angulo amplio (HAADF-STEM), asi como difraccion de electrones (SAED) y
andlisis elemental mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X
(XEDS). Para ello, una pequefa porcion de cada muestra seca fue dispersa en
agua desionizada, para luego diluirse y colocar una alicuota de dicha dilucién en
rejillas de Cu recubiertas con C amorfo con patrén “lacey” (lacey-carbon Cu-

grids).

Tabla 1. Reactivos usados en la sintesis de cada muestra de material composito

Nombre Masa [AgNOs3] Masa [CMC] Relacion en | Relacion
Muestra AgNO;3 (mg/mL) CMC (mg/mL) | peso CMC/ en peso
(mQ) (mQg) AgNOs3 CMC/Ag
1.2CMC1 241 0.24 300 15 124.5 200.0
1.2CMC2 4.82 0.48 300 15 62.2 100.0
1.2CMC3 9.45 0.94 300 15 31.8 50.0
1.2CMC4 12.59 1.26 300 15 23.8 37.5
0.9CMC1 241 0.24 300 15 124.5 200.0
0.9CMC2 4.82 0.48 300 15 62.2 100.0
0.9CMC3 9.45 0.94 300 15 31.8 50.0
0.9CMC4 12.59 1.26 300 15 23.8 375
0.7CMC1 241 0.24 300 15 124.5 200.0
0.7CMC2 4.82 0.48 300 15 62.2 100.0
0.7CMC3 9.45 0.94 300 15 31.8 50.0
0.7CMC4 12.59 1.26 300 15 23.8 37.5

La caracterizacion espectroscopica de las muestras se realizd por la técnica de
espectroscopia de UV-vis (UV-vis), en un espectrometro Agilent Technologies,
modelo UV-Vis-NIR Cary series 5000, en un intervalo de longitud de onda de
entre 200 y 800 nm. Para ello se prepararon dispersiones acuosas de las
muestras, partiendo de una concentracion de 60 mg/mL y preparando diluciones
segun se requiriera, a fin de obtener espectros cuya absorbancia maxima fuera

menor o igual a 1, haciendo uso de celdas de cuarzo para espectroscopia.
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Las interacciones entre CMC y AgNPs en las muestras de compdsitos fueron
evaluadas mediante las técnicas de espectroscopia de infrarrojo (ATR-FTIR) y
Raman en espectrometros Perkin Elmer, modelos Frontier MIR FT-IR
Spectrometer, Universal ATR y DXR Raman microscope, respectivamente; asi
como por espectroscopia foto-electronica de rayos X (XPS), en un
espectrometro Thermo-Scientific, modelo K-Alpha; a partir de la medicion de
muestras solidas. Los espectros de ATR-FTIR se obtuvieron en un intervalo de
numero de onda de entre 4000 y 800 cm™. Los espectros Raman se adquiriendo
luego de 60 s de exposicidn, con un tiempo de adquisicion de 90 s y usando una
radiacion con longitud de onda de 532 nm. Finalmente, los espectros Cls, Olsy
Ag3d de las muestras se obtuvieron por XPS a partir de radiacion Al-K (E = 1.5

keV) y un tamafio de rendija (spot) de 400 um.

2.3. Ensayos de actividad bactericida y citotoxicidad.

2.3.1. Preparacion se especimenes

Como lo muestra la tabla 1, el contenido en peso de AgNPs en cada muestra
sintetizada de compdsito es distinto. A fin de evaluar la actividad bactericida y
citotoxicidad, y asociarlas con las caracteristicas morfolégicas de las AgNPs, es
necesario que cada uno de los especimenes para estos ensayos contengan el
mismo contenido en peso de nanoparticulas. Para ello, se prepararon
dispersiones coloidales de los materiales compdsitos a una concentracion
[AgNPs] = 60 pg/mL. La tabla 2 muestra la concentracion de compdsito
[CMC/AgNPs] en solucién para la cual se cuenta, en cada caso, con la
concentracion parcial [AgNPs] = 60 x 10° mg/mL en dispersién acuosa. A
continuacion, se muestra un ejemplo de la manera en la que fue calculada
[CMC/AgNPs] a fin de obtener [AgNPs] = 60 x 103 mg/mL, a saber:
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m
[CMC/AgNPs] = [AgNPs] (M>

MAgNPs

301.5 mg)
1.5mg

CMC/AgNPs] = 60 x 1073 mg/mL
g g
[CMC/AgNPs] = 12 mg/mL

Tabla 2. Concentraciones [CMC/AgNPs] de las dispersiones de material compadsito
usadas para las pruebas biologicas.

Nombre Masa Masa de [AgNPs] [CMC/AgNPs]
Muestra cme AGNPs (10° mg/mL) (mg/mL)
(mg) (mg/mL)

1.2CMC1 300 15 60 12.0
1.2CMC2 300 3.0 60 6.0
1.2CMC3 300 6.0 60 3.0
1.2CMC4 300 8.0 60 2.3
0.9CMC1 300 15 60 12.0
0.9CMC2 300 3.0 60 6.0
0.9CMC3 300 6.0 60 3.0
0.9CMC4 300 8.0 60 2.3
0.7CMC1 300 15 60 12.0
0.7CMC2 300 3.0 60 6.0
0.7CMC3 300 6.0 60 3.0
0.7CMC4 300 8.0 60 2.3

2.3.2. Actividad bactericida

Para realizar la evaluacién de la actividad bactericida de los compdsitos
CMC/AgNPs (tratamiento) se us6 el método estandar de micro dilucion en caldo.
La concentracion minima inhibitoria (MIC) del tratamiento contra Enterococcus
faecalis (E. faecalis) se determiné en una microplaca de 96 pozos que contenian

50 uL de diluciones de compdsitos CMC/AgNPs de concentracion [AgNPs] de
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entre 3.75 y 60 60-a-3-#5-pug/mL en medio de Infusién Corazén Cerebro (BHI)
(Becton Dickinson Bioxon); y 50 uL de E. faecalis (ATCC® 29212™) a 1.0x108
CFU/mL, para completar un volumen de 100 uL por pozo. De manera adicional,
se us6 ampicilina a una concentracion de 5 pyg/mL como control positivo para la
inhibicion del crecimiento bacteriano, mientras que el medio BHI sin tratamiento
se usO como control negativo para esta evaluacion. Los cultivos preparados se
incubaron a 37°C por 24 horas en una atmosfera aerébica. El crecimiento
bacteriano se estimo a partir de la absorbancia de cada uno de los cultivos a 595
nm, usando un lector de microplacas iMark™ (Bio-Rad laboratories, Hercules,
CA, USA). El porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano se calculd a

partir de la siguiente ecuacion:

(muestra — control positivo) 00}

% inhibicién = 100 — { (2)

[(control negativo — control positivo)

En este estudio, la MIC se consider6 como la concentracion mas baja de
CMC/AgNPs en tratamiento que inhibi6 el 99% del crecimiento de bacterias.

2.3.3. Citotoxicidad

La citotoxicidad de los compdsitos CMC/AgNPs (tratamiento) se evalué usando
como modelo celular a los fibroblastos gingivales humanos (ATCC®PCS-201-
018™), a partir de un ensayo de viabilidad celular con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), también conocido como ensayo MTT.
La linea celular fue cultivada en medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM), suplementado con 10% de FBS, 1X de antibiético-antimicético y 6 mM
de L-glutamina (también llamado DMEM-completo), a 37 °C por 48 horas en una
atmosfera humeda con 5% de CO2. Luego, 100 pyL de DMEM-completo
conteniendo 5 x 10* células viables se depositaron en cada uno de los 96 pozos
de una microplaca con fondo plano y se dejaron crecer hasta alcanzar una

confluencia de aproximadamente 90%. Entonces, 100 uyL de diluciones de
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CMC/AgNPs con concentracion [AgNPs] de entre 60 a 3.75 ug/mL fueron
agregadas a cada pozo e incubadas por 24 horas. Para esta evaluacion el Triton
X-100 al 2% y DMEM-completo fueron usados como control positivo y negativo,
respectivamente. Después de la incubacion, el sobrenadante en los pozos se
descarto y las células fueron lavadas cuidadosamente con PBS. Posteriormente
se agregaron 100 pL de una dilucion de MTT a 0.5 mg/mL en DMEM-completo a
cada uno de los pozos en la microplaca, para luego ser incubados por 4 horas.
Transcurrido este periodo, se descartd el sobrenadante en cada pozo y se
disolvieron los cristales de formazan con 200 pL de dimetilsulfoxido. Finalmente,
la absorbancia de cada cultivo fue analizada a 570 nm usando un lector de
microplacas. El porcentaje de citotoxicidad se calcul6 usando la siguiente

ecuacion:

(muestra — control positivo) 00}

% citotoxicid d=100—{[
% citotoxicida (control negativo — control positivo)

©)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Introduccion

En el presente capitulo se expondran y discutirén los resultados obtenidos de la
caracterizacion morfolégica, cristalina y de composicion quimica de los
compositos CMC/AgNPs sintetizados de acuerdo con la metodologia presentada
en el capitulo 2. Para ello, primeramente, se abordaran los resultados obtenidos
de la caracterizacion por TEM, mediante las técnicas de BF, HAADF-STEM,
SAED y XEDS, de las muestras sintetizadas. Posteriormente se presentaré el
estudio realizado a las muestras mediante las técnicas espectroscopicas de UV-
vis, ATR-FTIR, Raman y XPS. Finalmente se presentaran y discutiran los
resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad bactericida y citotoxicidad

de los compésitos CMC/AgNPs.

3.2. Caracteristicas morfoldgicas y cristalinas

La Figura 2 muestra imagenes de HAADF-STEM obtenidas de las muestras
CMC/AgNPs sintetizadas a partir de 0.7CMC. En esta figura también se muestra
el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la medicion de tamafio de
particula al modelo estadistico de Gauss. Los datos experimentales fueron
obtenidos de la medicion de al menos 300 particulas aleatoriamente
seleccionadas de distintas zonas analizada de cada muestra. Como se observa
en la Figura 2a, las nanoparticulas en 0.7CMC1 muestran una morfologia cuasi-
esférica, asi como una distribucion de tamafio de particula centrada en 13.1 nm,
con una desviacion estandar de 5.2 nm. No obstante, la distribucion estadistica
obtenida para 0.7CMC2 y 0.7CMC3 estan centradas en tamafios de particulas
mayores a 26 y 24.6 nm, respectivamente; ademas de son mas anchas, con
desviaciones estandar de 17.7 y 17.0 nm, respectivamente (véase Figuras 2b y
2c). Asimismo, estas muestras denotan un cambio en la morfologia de las

nanoparticulas, de cuasi-esférica a una poligonal. Este tipo de morfologia
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también se observa en las nanoparticulas del compadsito 0.7CMC4, junto a una
gran poblacién de pequefias nanoparticulas con un tamafio medio de 10.6 nmy
desviacion estandar de 5.1 nm. El cambio en la distribucion de tamafo de
particula y su morfologia podria relacionarse con la disminucién en la habilidad
de la CMC para controlar el crecimiento de las nanoparticulas, como resultado
del aumento en el contenido en peso de AgNOs agregado para la sintesis de

Tabla 1),

cada estas muestras (véase
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de tamafio de particula de cada muestra, a la izquierda de su correspondiente imagen de

0.7CMC1; (b) 0.7CMC2; (c) 0.7CMC3; y (d) 0.7CMC4. También se muestra la distribucion
HAADF-STEM.
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Figura 3. Imagenes de HAADF-STEM obtenidas de las muestras de compdsitos: (a)
0.9CMC1; (b) 0.9CMC2; (c) 0.9CMC3; y (d) 0.9CMC4. También se muestra la distribucién
de tamafio de particula de cada muestra, a la izquierda de su correspondiente imagen de
HAADF-STEM.

En la Figura 2 se ilustran las caracteristicas morfolégicas de los compésitos
obtenidos a partir de soluciones acuosas de 0.9CMC. En este caso se observa
qgue el tamafio de particula medio disminuye de 32.6 a 28.3 nm como resultado
del aumento en el peso de AgNOs agregado para la sintesis de 0.9CMC1,

0.9CMC2 y 0.9CMC3 (véase Tabla 1); mientras que su desviacion estandar
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aumenta de 8.9 a 16.4 nm (véase Figuras 3a - 3c). Ademas, las nanopatrticulas
en 0.9CMC4 muestran un aumento tanto en su tamafio medio (44.1 nm), como
en su desviacién estandar (28.8 nm) (véase Figura 3d). Mas aun, en la Figura 3d
se observa la formacion de agregados de nanoparticulas poligonales. De acuerdo
con estos resultados, mediante el uso del reactivo 0.7CMC es posible obtener
nanoparticulas con un menor tamafio medio, pero una mayor desviacion estandar
gue con el reactivo 0.9CMC. Es importante hacer notar que esto ocurre cuando
se agrega 2.41, 4.82 0 9.45 mg de AgNOs al medio de reaccion.

La Figura 4 reporta las caracteristicas morfologicas de las muestras sintetizadas
con el reactivo 1.2CMC. En este caso, el tamafio medio de particula incrementa
de 11.0 a 22.3 nm a medida que el peso de AgNOs agregado para la sintesis de
1.2CMC1, 1.2CMC2 y 1.2CMC3 aumenta (véase Figuras 4a - 4c). Sin embargo,
esta tendencia no es seguida por la 1.2CMC4, que muestra un tamafo medio de
particula de 19.1 nm (véase Figura 4d). En la Figura 4d también se observa la
presencia de agregados de nanoparticulas cuya morfologia se asemeja a la vista
en la muestra 0.9CMC4. Finalmente, la desviacidon estandar de este conjunto de
muestras varia en proporcién directa al incremento del peso de AgNOs agregado
para la sintesis de 1.2CMC1, 1.2CMC2, 1.2CMC3y 1.2CMC4 (véase Tabla 1); y
que cubre un intervalo de entre 4.0 y 14.8 nm. Esta evidencia experimental
sugiere que el reactivo 1.2CMC provee un mejor control en la distribucion de
tamafo de particula que los reactivos 0.7CMC y 0.9CMC a las razones en peso

CMC/AgNOs usadas para la sintesis de los compdésitos.

La Figura 5 resume las caracteristicas cristalinas de las muestras preparadas en
soluciones acuosas de 0.7CMC, 0.9CMC y 1.2CMC. Como lo muestran las
figuras 4a, 4c y 4e, en las nanoparticulas en 0.7CMC1, 0.9CMC1 y 1.2CMC1,
respectivamente, se observa un arreglo atomico regular, caracterizado por una
separacion interplanar de 2.4 A. Esta separacion es congruente con la reportada
para la familia de planos {111} de la estructura cristalina de Ag (véase JCPDS:

04-0783). Ademas, en los patrones SAED reportados en las figuras 4b, 4d y 4f
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se reconocen anillos de difraccion relacionados a las familias de planos {111},

{200}, {220} y {311} que concuerdan con el apilamiento tipo FCC de Ag (véase
JCPDS: 04-0783). Esta evidencia confirma la formacion de AgNPs en las

muestras sintetizadas.
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(c) 1.2CMC3; y (d) 1.2CMC4. También se muestra la distribucién

de tamafio de particula de cada muestra, a la izquierda de su correspondiente imagen de

Figura 4. Imagenes de HAADF-STEM obtenidas de las muestras de compositos: (a)
HAADF-STEM.

1.2CMC1; (b) 1.2CMC2;



Figura 4. Imagenes de BF y patrones SAED obtenidos de muestras: (a) y (b) 0.7CMC1; (c)
y (d) 0.9CMC1; (e) y (f) 1.2CMC1.

No obstante, a fin de corroborar la eficiente reducciéon de Ag* de acuerdo con la
ruta de sintesis seguida en este trabajo, se procedié a medir los espectros de
UV-Vis para los compésitos CMC/AgNPs y el reactivo AQNOs. Como se observa
en la Figura 6, los espectros obtenidos de CMC/AgNPs no muestran la banda de
absorcion relacionada a Ag* (véase Figura 5a); en lugar de ello, denotan una
banda alrededor de 401 — 425 nm (véase Figura 5b-d). De acuerdo a la literatura,
esta banda se relaciona a la resonancia superficial de plasmon (SPR) de las
AgNPs [36]. Este resultado indica la completa reduccién de Ag* a Ag®, por lo que
es posible asegurar que la relacion en peso CMC/AgNPs es la indicada en la

Tabla 2 para cada una de las muestras sintetizadas (véase seccion 2.2.2). Sin
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embargo, a fin de obtener mas informacion respecto a la estabilizacion del
tamafo de particula en los diferentes tipos de CMC usados, es necesaria la
evaluacion de la manera en que la CMC interactia con las AgNPs. Por ello, se

procedid a la medicion de espectros ATR-FTIR de las muestras.
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Figura 5. Espectros de UV-Vis obtenidos para: (a) AgNOs; (b) 0.7CMC4; (c) 0.9CMC4;y
(d) 1.2CMCA4.

Absorbancia (u.a.)

3.3. Caracterizacién espectroscopica

La Figura 7 muestra los espectros obtenidos de los reactivos 0.7CMC, 0.9CMCy
1.2CMC, asi como los medidos de los compédsitos CMC/AgNPs. La Figura 7a
muestra el espectro obtenido de 0.7CMC, en donde se observan bandas de
absorcion relacionadas a [33,37,38]: estiramiento simétrico y asimétrico del
enlace O-H en los grupos hidroxilo (R-OH) a 3360 cm; estiramiento simétrico
del enlace C-H en los grupos hidroximetilo (R-CH20H) a 2911 cm-!; estiramientos
asimétrico y simétrico del enlace -O-C=0 en los grupos carboximetilos (R-
CH20CO0Q0") a 1590 y 1413 cm™, respectivamente; flexién de los enlaces -C-CH
y O-CH- en los grupos R-CH20COO" a 1321 cm*; estiramiento del enlace C-O
en R-CH20COO a 1269 y 1026 cm; y estiramiento de los enlaces C-O-C en R-
CH20COO" a 1099 y 1043 cm. En esta figura también se muestran los espectros
obtenidos de 0.7CMC1, 0.7CMC2, 0.7CMC3 y 0.7CMC4, en donde se observa
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un ligero corrimiento batocromico en la posicion de la banda relacionada al
estiramiento asimétrico de O-C=0 en R-CH20COO", de 1590 a 1586 cm; asi
como uno hipsocrémico de 1043 a 1053 cm?, de la banda asociada al

estiramiento C-O-C en este mismo grupo funcional.
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Figura 6. Espectros de ATR-FTIR obtenidos de (a) 0.7CMC y sus compésitos; (b) 0.9CMC
y sus compdésitos; y (c) 1.2CMC y sus compdésitos.
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Ademas, la Figura 7b muestra el espectro obtenido de 0.9CMC, asi como los
medidos de los compdsitos sintetizados a partir de este polimero. En el espectro
obtenido de 0.9CMC se observan las bandas relacionada a los estiramientos
asimétricos en -O-C=0 (1590 cm™) y en los enlaces C-O-C (1044 cm™), los que
denotan un corrimiento batocrémico (1587 cm), asi como uno hipsocrémico
(1050 cm™), respectivamente, en los espectros de los compdsitos CMC/AgNPs.
Este fendmeno es también observado en los espectros de 1.2CMC1, 1.2CMC2,
1.2CMC3 y 1.2CMC4, caracterizado por un corrimiento en la banda relacionada
al estiramiento en C-O-C, de 1049 a 1055 cm™ (véase Figura 7c). Estos
corrimientos sugieren una interaccion entre las cadenas de CMC y las AgNPs,
misma que puede atribuirse a la adsorcién de los grupos R-CH20COO" en la
superficie de las nanoparticulas, tal como se ha propuesto en la literatura [39—
41].

A fin de confirmar la adsorcién de las cadenas de CMC a la superficie de las
AgNPs, se procedio a la medicién de los espectros Raman de algunas de las
muestras de compositos CMC/AgNPs. La Figura 8 muestra los espectros
obtenidos de 0.7CMC1, 0.7CMC4, 1.2CMC1 y 1.2CMC2. En los espectros se
observan bandas relacionada a modos de vibracion de la CMC, tales como el
estiramiento de C-H a 2909 o 2916 cm™; asi como los estiramiento asimétrico y
simétrico de O-C=0 a 1583 o0 1577 cm' y 1384 o0 1376 cm™, respectivamente
[40-43]. Ademéas, es posible elucidar un incremento en la intensidad de la
dispersion Raman en las bandas asociadas a los estiramientos O-C=0, que
parece relacionarse con la variacion en el contenido en peso de AgNPs en las
muestras de compdsito. El incremento en la intensidad de estas bandas fue
evaluado considerando la intensidad de la banda atribuida al estiramiento de C-
H. Como se ha documentado en la literatura, el incremento en la intensidad de la
dispersibn Raman relacionada a la vibracion en grupos carboxilos (COO") se
debe al fendmeno SERS (surface enhanced Raman scattering), que es inducido
por SPR de nanoparticulas metalicas adheridas a dichos grupos funcionales [44].

Mas aln, se detecta una banda a 234 o 228 cm?, atribuible a la vibracién Ag-O
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[45,46]. Estos resultados confirman la adsorcion de las cadenas de CMC en las
AgNPs, y sugieren que ésta ocurre debido a la formacion de un enlace Ag-O entre

las nanoparticulas y el oxigeno en el grupo COO" de la CMC [45].
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Figura 7 Espectros Raman medidos de las muestras (a) 0.7CMC1; (b) 0.7CMC4; (c)
1.2CMC1;y (d) 1.2CMC2.

A fin de obtener mas informacién respecto a la formacion de este enlace, se
realizd la medicién de los espectros Cls, Ols y Ag3d mediante XPS para
0.7CMC, 0.9CMC y 1.2CMC; asi como también de algunos de los compdsitos
CMCJ/AgNPs. Es importante sefalar que, para su adecuado analisis, los picos
obtenidos de los espectros Cls y Ol1s fueron decovolucionados y ajustados
usando el modelo Gaussiano. Al respecto, la Figura 9a muestra los espectros
Clsy O1ls obtenidos de 0.7CMC. En el espectro C1s se observan cuatro picos a
285.2, 287.0, 288.6 y 290 eV, correspondientes a C en enlaces C-C, C-O,C=0y
0O-C=0, respectivamente. Ademas, se identifican tres picos en su espectro O1s,
relacionados a C-O, O-C=0 y electrones Auger de Na en muestra, a 531.5, 533.4
y 535.7 eV, respectivamente. Asimismo, los espectros C1s medidos de 0.9CMC
y 1.2CMC fueron deconvolucionados en cuatro picos a 285.0 eV (C-C), 286.7 eV
(C-0), 288.2 eV (C=0) y 289.6 0 288.8 (O-C=0); mientras que sus espectros O1s
muestran picos a 531.4 eV (C-0), 533.1 eV (C=0) y 535.6 eV (Auger-Na) (véase
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figuras 9b y 9c¢). Estas sefiales concuerdan con las esperadas para la estructura

molecular de estos polisacaridos [47,48].
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Figura 8. Espectros Cls y Ols medidos por la técnica XPS para (a) 0.7CMC; (b) 0.9CMC;
y (c) 1.2CMC.

La Figura 10 muestra los espectros Cls, Ols y Ag3d medidos para 0.7CMC1,
0.9CMC1y 1.2CMC1. En el espectro C1s de estas muestras se observan picos
relacionados a enlaces C-C, C-O, C=0 y O-C=0, congruentes con los esperados
para las cadenas de polisacarido; aunque estos denotan un corrimiento en su
energia de unién, tomando como referencia la de cada sefial medida para los
reactivos CMC; ademas de un cambio en la intensidad de cada una de estas
sefales (cantidad de foto-electrones emitidos desde la muestra). Segun se
observa, el cambio en la energia de unién cubre un intervalo de entre 0.2 y 0.9
eV; y es mas evidente para las sefales asociadas a enlaces C=0 y O-C=0 en
0.7CMC1 y 0.9CMC1 (véase figuras 10a y 10b). Ademas, los espectros Ols

obtenidos para estas muestras denota cambios en la energia de unién en las
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sefales relativas a C-O y O-C=0, en un intervalo de entre 0.4 y 0.6 eV. Asi
también, los espectros Ag3d de 0.7CMC1, 0.9CMC1 y 1.2CMC1 observan picos
a energias de entre 374.2 y 374.7, atribuido a la sefial 3ds2; y a 368.0 y 368.7
eV, relacionado a 3ds.. Es importante mencionar que la diferencia en energia
entre estas dos sefales (3dsz y 3ds2) es igual a 6 eV en todos los casos, lo cual

confirma que el estado de oxidacion de Ag en las muestras es Ag° [49-51].
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Figura 9. Espectros Cls, Ols y Ag3d medidos por la técnica XPS para (a) 0.7CMC1,; (b)
0.9CMC1;y (c) 1.2CMC1.

Asimismo, la Figura 11 muestra los espectros obtenidos para 0.7CMC2,
0.9CMC2 y 1.2CMC2. De manera analoga, sus espectros Cls y Ols muestran
corrimientos en la energia de union de hasta 0.9 eV en sefiales relacionadas a
enlaces C=0 y O-C=0, tomando como referencia lo reportado en la Figura 9;
aunado a la presencia de picos en aproximadamente 374y 362 eV en su espectro

Ag3d, que estan relacionados a fotoelectrones emitidos de estados 3dszy 3ds2,
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respectivamente. Tal como se ha documentado en la literatura, el cambio en la
energia de union de C y O en enlaces C=0 y O-C=0 son sefial inequivoca de la
formacién de un enlace de coordinacién Ag-O entre las AQNPs y los grupos COO"
de CMC [51,52].
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Figura 10. Espectros Cls y Ols medidos por la técnica XPS para (a) 0.7CMC2; (b)
0.9CMC2; vy (c) 1.2CMC2.

Considerando los hallazgos experimentales de este trabajo de investigacion, la
variacion de las caracteristicas morfologicas de las AQNPs puede explicarse de
la siguiente manera. La CMC es capaz de atraer iones Ag* a sitios
intermoleculares cercanos a los grupos R-CH20COO" cuando ambos se hayan
en dispersion acuosa [33]. En estos sitios, los iones Ag* son reducidos con
electrones liberados desde grupos R-OH y R-CH20H de la CMC a alta
temperatura. Subsecuentemente, la coalescencia de Ag® conduce a la nucleacioén

y posterior crecimiento de AgNPs, que dependera de la cantidad del reactivo de
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plata agregado a la solucidén acuosa [34]. Por lo tanto, es posible establecer que
cuando CMC con un DS y Mw dado es usada para la sintesis de AgNPs, su
tamafo puede incrementar en la medida en que lo hace el peso de AgNOs
agregado a la reaccion. Esto puede explicar las distribuciones de tamafio de
particula de casi todas las muestras de compositos preparadas con soluciones
acuosas de 0.9CMC y 1.2CMC (véase figuras 3 y 4). Ademas, se observa que
los compdsitos preparados con el mismo peso de AgNOs pero diferente reactivo
de CMC muestran variaciones en su distribucion de tamafo de particula y
morfologia de AgNPs. De acuerdo a la evidencia experimental, las AgNPs son
suceptibles de formar enlaces de coordinacion con los grupos COO'. Por lo tanto
la distribucién de tamafio de particula y la morfologia de las AgNPs depende de
la cantidad de grupos R-CH20COO- disponibles para su inmovilizacién. La
cantidad de grupos R-CH20COO- disponibles para restringir el tamafio de las
AgNPs y evitar su crecimiento secundario varia de acuerdo con el DS de los
reactivos 0.9CMC y 1.2CMC.

Esta explicacién parece no ser congruente para las caracteristicas morfolégicas
de muestras sintetizadas de soluciones acuosas de 0.7CMC, ya que sus
distribuciones de tamafio de particula no cambian en proporcion directa con el
peso de AgNOs agregado para la sintesis de las AgNPs; y éstas denotan un
tamafo de particula medio que es menor al obtenido para muestras sintetizadas
con 0.9CMC al mismo peso de AgNOs (véase figuras 2 y 3). A fin de explicar
estas discrepancias, se debe considerar lo siguiente. Como lo muestra la Tabla
1, todas las soluciones de CMC fueron preparadas a la misma concentracion para
la sintesis de los compdsitos. Sin embargo, el reactivo 0.7CMC tiene un Mw
menor que los 0.9CMC y 1.2CMC. Es bien sabido que la viscosidad de una
solucion polimérica varia en proporcién exponencial direeta con su Mw a una
concentracion dada. Entonces es razonable pensar que, al mismo peso de
AgNOs agregado a la reaccion, la dispersion de iones Ag* en un medio acuoso
de 0.7CMC seré distinto a la dispersion en medios de 0.9CMC o 1.2CMC. Mas

aun, considerando el bajo DS de 0.7CMC, es posible que muchos de los iones
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Ag* no alcancen un sitio cercano a los grupos R-CH20COO-, por lo que pueden
reducirse en otro sitio. Esto implica que la coalescencia de Ag° nucleacién y
crecimiento de AgNPs también ocurre lejos de dichos grupos funcionales de
CMC. Esto puede explicar el alto valor de la desviacion estandar de las muestras
0.7CMC2y 0.7CMC3, asi como la formacion de nanoparticulas poligonales en la
muestra 0.7CMC4 (véase figura 2). Sin embargo, las AgNPs estan inmovilizadas
en CMC a través de enlaces de coordinacion Ag-O, por lo que es posible
argumentar que estos enlaces restringen el crecimiento de un gran ndmero de
nanoparticulas cuando 0.7CMC es usado para su sintesis. Esto puede explicar
el pequefio tamafio de particula medio obtenido para la muestra 0.7CMC1 (véase

figura 2).

Por lo tanto, se puede concluir que el factor clave para el control de la distribucion
de tamafo de particula de las AgNPs sintetizadas es la cantidad de grupos R-
CH20COO" disponibles para su inmovilizacion. La cantidad de estos grupos varia
en proporcion directa con el DS de la CMC y en general resulta en un tamafio de
particula pequefio para CMC con un alto DS. Es importante mencionar que la
explicacion correspondiente a los cambios observados en desviacion estandar y

morfologia de las AgNPs debe confirmarse en futuros estudios.

3.4. Actividad bactericida

Como se explicd en seccion 3.3, la distribucion de tamafio de particula y la
morfologia de las AgNPs depende principalmente del DS de la CMC usada para
su sintesis. Esto se relaciona con el hecho de que las nanoparticulas estan
inmovilizadas en CMC mediante la formacion de enlaces de coordinacion Ag-O
entre las AgNPs y los grupos COO- de las cadenas del polisacarido. Por lo tanto,
a fin de evaluar el efecto de estos enlaces en la actividad bactericida de las
AgNPs, se procedio a probar muestras (tratamiento) con una distribucion de
tamafio de particula similar, pero con nanoparticulas inmovilizadas en CMC con

distinto DS, como lo son 0.7CMC1 y 1.2CMC1; asi como también la muestra
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0.9CMC4, que tiene una diferente distribucion de tamafo para AgNPs
inmovilizadas en CMC con un DS cercano al de 1.2CMC. Los ensayos se
realizaron por triplicado de tres experimentos independientes usando dosis de
tratamiento con una concentracion conocida de AgNPs, [AgNPs]. En la Figura 12
se observa una importante actividad bactericida de los compdsitos CMC/AgNPs
a una concentracion [AgNPs] = 60 ug/mL para los tres tratamientos probados. Es
importante mencionar que esta concentracion no muestra diferencia estadistica
con el control positivo (p > 0.05). Por lo tanto, la concentracién de [AgNPs] = 60
Mg/mL puede establecerse como la MIC de esta evaluacion, con excepcion del
tratamiento 0.7CMC1. Este tratamiento muestra un efecto inhibitorio de 85.5 +
2.3% a esta dosis. Ademas, se obtuvo una actividad inhibitoria residual a [AgNPSs]
= 30 pg/mL en los tratamientos 0.7CMC1, 0.9CMC4 y 1.2CMC1 de 26.3 £ 2.9%,

36.9+5.7% vy 41.4 + 8.3%, respectivamente.
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Figura 11. Actividad bactericida de los compésitos CMC/AgNPs contra E. faecalis. Los
datos representan el porcentaje promedio + el porcentaje de desviacion estandar.

Estos resultados pueden explicarse de la siguiente manera. Como se ha
propuesto en la literatura, la actividad bactericida de las AQNPs esta relacionada
con la produccion y liberacién de iones Ag* desde su superficie en dispersion
acuosa [11]. De acuerdo a esto, las nanoparticulas de menor tamafio son
capaces de producir una mayor cantidad de Ag* en solucién acuosa que las mas

grandes [53]. Los iones Ag* liberados pueden ser internalizados por un transporte
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bacteriano pasivo a través de los canales de su membrana celular para luego
adherirse a elementos estructurales como las enzimas y proteinas,
particularmente a sus grupos R-SH [12]. Esta adhesion disminuye la
permeabilidad de la pared celular y conduce a la muerte celular [54].
Especificamente, se ha reportado que la MIC para AgNPs en tratamiento contra
E. faecalis varia entre 500 and 0.19 yg/mL, dependiendo de la ruta de sintesis
usada para su preparacion, tamafio de particula y modificacion superficial [54—
57]. Por lo que este resultado indica que los enlaces de coordinacién Ag-O entre
las AgNPs y los grupos COO- de la CMC no disminuye la habilidad de las
nanoparticulas para producir y liberar Ag* desde su superficie; y en consecuencia

mostrar una adecuada actividad bactericida en medio acuoso.

Mas aun, se puede observar gue los tratamientos con distribucion de tamafio de
particula bastante diferente, pero con AgNPs inmovilizadas en CMC con DS
cercano, como es el caso de 0.9CMC4 y 1.2CMC1, muestran casi el mismo
efecto inhibitorio en el crecimiento de bacterias. Esto sugiere que los enlaces de
coordinacibn Ag-O mejoran la actividad bactericida de los compdsitos
CMC/AgNPs. Ademas, esto es congruente con la actividad bactericida del
tratamiento 0.7CMC1, ya que este presenta un efecto inhibitorio menor al
observado para 1.2CMC1 aun y cuando ambos tratamientos tienen una

distribucion de tamafio de particula similar (véase figuras 2 y 4).

3.5. Citotoxicidad

Considerando el efecto inhibitorio de los tratamientos 0.7CMC1, 0.9CMC4 y
1.2CMC1, se procedié a evaluar su citotoxicidad a las dosis empleadas para los
ensayos de actividad bactericida. Los ensayos de citotoxicidad se hicieron
triplicando tres experimentos independientes para los tratamientos antes
mencionados. Como se muestra en la Figura 13, los tratamientos con
concentracion [AgNPs] = 60 pg/mL son los que exhiben el mas alto efecto

citotoxico en este muestreo experimental, con un 95%. Dicho efecto decrece a
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medida que la concentracion del tratamiento lo hace. Sin embargo, el tratamiento
0.7CMC1 a una concentracion [AgNPs] = 30 ug/mL denota una citotoxicidad mas
baja (60.5 £ 9.4%) que 0.9CMC4 y 1.2CMC1 con 100.3 + 1.7% and 99.7 + 5.9%,
respectivamente. Ademas, la disminucion de citotoxicidad de 0.7CMC1 es mas
pronunciada que la observada para las otras dos muestras (p < 0.001); aunque
no se observa citotoxicidad para ninguno de los tratamientos a una concentracion
[AgNPs] = 3.75 yg/mL. Es importante mencionar que a esta dosis tampoco se
observé una actividad bactericida significativa (véase figura 12).

Para explicar estos resultados es necesario considerar lo siguiente. Es bien
sabido que la citotoxicidad inducida por AgNPs a células mamiferas depende en
gran medida del tamafio de particula, forma, carga superficial, dosis, estado de
oxidacion, asi como del tipo de célula. Ademas, se ha demostrado que la
actividad bactericida de las AgNPs esta relacionada a la oxidacion de su
superficie y la subsecuente liberacion de Ag* en medio acuoso [58]. Esta
oxidacién provoca la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que a
su vez inducen citotoxicidad [11,59]. En consideracion de ello, el hecho de que el
tratamiento 0.7CMC1 muestre una toxicidad mas baja que los tratamientos
0.9CMC4 y 1.2CMCL1 a todas las dosis probadas, sugiere que la generacién de
ROS se disminuye por el uso de CMC con un bajo DS para la inmovilizacion de
las AgNPs. Lo anterior es congruente con los resultados obtenidos de la actividad

bactericida de estos tratamientos.

Por lo tanto, se puede concluir que los enlaces de coordinacion Ag-O entre las
AgNPs Yy los grupos COO- de la CMC modifican la habilidad de las nanoparticulas
para producir y liberar iones Ag* en medio acuoso, ajustando su actividad

bactericida y la induccién de citotoxicidad en los medios biol6gicos probados.
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4.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

En este trabajo de investigacion se reporto la influencia de la estructura molecular
de los polisacaridos en la actividad bactericida y citotoxicidad de compa@sitos
basados en nanoparticulas de plata y carboximetil-celulosa; que fueron
sintetizados a partir de una ruta de quimica verde, que implico el uso de
polisacaridos con distintos grados de sustitucion y pesos moleculares como

agente reductor e inmovilizador.

La evidencia experimental obtenida por microscopia electrénica de transmision
indica que la distribucion de tamafio de particula y morfologia de las
nanoparticulas depende del grado de sustitucion de la CMC usada para su
sintesis. Asimismo, la estructura cristalina de las nanoparticulas es congruente
con la esperada para un apilamiento compacto tipo FCC caracteristico de la plata.
Ademas, los resultados obtenidos de UV-vis indican que fue posible la completa
reduccion de Ag* a Ag® mediante la ruta de quimica verde seguida en esta

investigacion.

Como lo sugieren los datos obtenidos por la técnica de espectroscopia de
infrarrojo, la distribucion de tamafio de particula y morfologia de las AgNPs
dependen de la habilidad de la CMC para inmovilizarlas durante su sintesis. Esta
inmovilizacién ocurre debido a la adhesién de las cadenas de CMC a la superficie
de las AgNPs. Tal como lo indican los resultados obtenidos de Raman y
espectroscopia foto-electrénica de rayos X, esta adhesién ocurre a través de la
formacion de enlaces de coordinacion Ag-O entre las AgNPs y los grupos COO-
de la CMC; y da como resultando particulas mas pequefas para polisacaridos

con alto grado de sustitucién.
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Mas aun, los enlaces de coordinacion Ag-O entre las AgNPs y los grupos COO-
de la CMC modifican la habilidad de las nanoparticulas para producir y liberar
iones Ag* en medio acuoso, ajustando su actividad bactericida y la induccién de
citotoxicidad en los medios biol6gicos probados. Por lo tanto, este trabajo de
investigacion establece las bases para el desarrollo de compdésitos sintetizados
a través de rutas de quimica verde cuya actividad bactericida puede regularse a
fin de evitar la induccién de citotoxicidad en medios biolégicos. Asi, es seguro
decir que: la estructura molecular de la carboximetil-celulosa determina la
actividad bactericida y citotoxicidad de compaositos basados en nanoparticulas de

plata inmovilizadas en el polisacérido.

Finalmente es importante mencionar que el ancho de la distribucion del tamafio
de particula y la morfologia de las AgNPs también depende del peso de AgNO3
y del Mw de la CMC usados para su sintesis. Esto podria relacionarse con la
forma en que los iones de plata se dispersan en las soluciones acuosas de CMC
para su reduccion y posterior nucleacion y crecimiento de AgNPs. No obstante,
la explicacion correspondiente a los cambios observados en desviacion estandar

y morfologia de las AgNPs debe confirmarse en futuros estudios.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda extender el estudio de la actividad bactericida presentado en este
trabajo a otras cepas bacterianas de tipo gram-positivas y -negativas a fin de
validar la efectividad de los compdsitos desarrollados para inhibir su proliferacion.
Ademads, se recomienda estudiar el mecanismo a través del cual estos
compoésitos inducen citotoxicidad en sistemas biolégicos in vitro e in vivo; asi
como explorar su posible uso como recubrimientos comestibles para frutas y
legumbre. Asimismo, se recomienda el estudiar el efecto de la estructura
molecular de la CMC en el control de la distribucion de tamafio de particula y
morfologia de AgNPs haciendo uso de polisacaridos con un grado de sustitucién

constante de 0.7 y peso molecular de entre 90 y 250 kDa.
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