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1. RESUMEN

El avance de los sistemas de administracion es un tema esencial cuando se habla de
infecciones bacterianas, generando actualmente una busqueda para crear nuevos formatos
mediante los cuales se pueda generar una mayor eficiencia al momento de la erradicacion de
los microorganismos. En este ambito los hidrogeles, siendo redes poliméricas hidrofilicas
con capacidad de absorcién y liberacion de moléculas, han sido estudiados como una forma
plausible de generar una administracion localizada y sostenida en el tiempo, pero aun con un
sistema de administracién adecuado debido al mal uso antibiotico, puede que algunas cepas
bacterianas no sean sensibles a farmacos de eleccién, por lo cual se ha trabajado con
diferentes materiales antimicrobianos, como lo son las nanoparticulas de plata, las cuales
presentan efectividad en la eliminacion de bacterias al utilizar mecanismos de erradicacion

maultiples y simultaneos.

Al comprender y combinar estos factores se pudo generar nanohibridos de hidrogel con
nanoparticulas de plata, ocupando este polimero como soporte para la sintesis de las
nanoestructuras. Esto permiti6 modificar el diametro de las nanoparticulas de forma
dependiente a las concentraciones del agente reticulador, logrando determinar que, en base a
la matriz porosa de los hidrogeles, las nanoparticulas de plata pueden ser modificables en
tamafio ademés de que estos polimeros formados en base a polivinilalcohol (PVA) y
diferentes proporciones de &cido maleico (AML) son viables para la sintesis de estas
estructuras nanométricas. También, al analizar los ensayos de actividad antibacteriana en
placa y de forma cuantitativa se demostré que estos nanohibridos presentan una actividad
efectiva frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC® 25923 provocando un efecto

antibacteriano inversamente proporcional al tamafio de las nanoparticulas formadas.

Palabras claves: Hidrogel, nanoparticulas, plata, Staphylococcus, antibacteriano.



2. INTRODUCCION

En la actualidad las infecciones bacterianas son responsables de una elevada tasa de
morbilidad y mortalidad a escala global, donde una de las principales problematicas descritas
corresponde al desarrollo de la resistencia antimicrobiana. Junto con esto, frecuentemente
agentes bacterianos provocan infecciones a nivel cutaneo o en estratos superficiales de la piel
al presentar heridas expuestas, postoperatorias 0 quemaduras. Estos son lugares donde los
antibidticos con una administracion parenteral u oral no son completamente eficaces al no
poder alcanzar una concentracion idénea en estos tejidos, imposibilitando asi la supresion de

los microorganismos.

Una de las especies bacterianas que ha generado mas revuelo en cuanto a su resistencia
actual y la posibilidad de generar infecciones superficiales, inclusive a nivel nosocomial,
corresponde a Staphylococcus aureus, bacteria grampositiva de la familia Staphylococcaceae
conocida por presentar resistencia frente a antibidticos y estando bajo vigilancia
epidemioldgica.

Si bien, la administracion de farmacos como lo son los antibi6ticos sigue un proceso
clinico adecuado y es dependiente de factores como el agente etioldgico, la sintomatologia,
el curso patologico, la ubicacion de la infeccion, entre otras, existen falencias al momento de
tratar infecciones localizadas como lo son las cutaneas, subdérmicas o de dificil acceso
antibidtico debido a una escasa irrigacion en la zona afectada, impidiendo en algunos casos,
solucionar estos posibles escenarios infecciosos. Ademas, sumado a esto, existen posibles
complicaciones en la administracion convencional relacionadas con la toxicidad sistémica de
antimicrobianos, la incapacidad para alcanzar una concentracion eficaz en el sitio de
infeccion o la dosificacion, por lo cual se ha realizado un enfoque en nuevas alternativas de
suministro farmacologico, por ejemplo, al utilizar polimeros naturales y/o sintéticos como lo

son los hidrogeles.



Las formulaciones basadas en hidrogeles como sistemas de administracion han tomado
real importancia en el campo de la farmacologia, permitiendo encontrar un soporte que se
adecua a las necesidades para suministrar medicamentos. Estos corresponden a redes
poliméricas tridimensionales las cuales, por sus propiedades fisicoquimicas altamente
modificables, permiten absorber una gran cantidad de agua y contener moléculas con
propiedades bioactivas debido a su matriz porosa y las interacciones entre los reactantes,
como es el caso de antineoplésicos o antibidticos. Caracterizdndose, ademas, por generar una
liberacion controlada de las moléculas incorporadas, mejorando la eficiencia de los

procedimientos terapéuticos utilizados.

Volviendo al espectro de los antibacterianos, bien se conoce el efecto de metales en el
crecimiento y desarrollo de microorganismos, basando su efecto principalmente en el estrés
oxidativo, como también en mecanismos intracelulares(1). Esta alternativa antimicrobiana
ha tomado relevancia debido a que logran prevenir o superar efectivamente mecanismos
relacionados con la resistencia a farmacos. Uno de los metales con propiedades
antibacterianas es la plata (Ag), material utilizado como antimicrobiano directo con multiples
mecanismos de accion. Observandose una alta correlacion entre su uso, la actividad
bactericida inherente y la disminucién de infecciones. En los ultimos tiempos la plata se ha
empleado bajo diferentes protocolos de sintesis variando sus estructuras y logrando formar
nanoparticulas, las cuales ademas de presentar didmetros nanométricos, fomentan sus

propiedades intrinsecas, ampliando inclusive su uso en medicina.

Comunmente estos modelos de sintesis se basan en el uso de sales metélicas y procesos
de reduccidn, es por ello, que se pretende determinar la generacion de nanoparticulas de plata
en soportes de hidrogel, los cuales son altamente modificables, para obtener nanoparticulas
de tamafio ajustable con efectos antibacterianos frente a Staphylococcus aureus. Analizando
que la matriz de los hidrogeles es un soporte viable para protocolos de sintesis de

nanoparticulas.



3. MARCO TEORICO

3.1- Infecciones bacterianas

Las infecciones corresponden a uno de los problemas de salud publica méas relevantes en
el mundo, influenciado por la gran cantidad de cepas bacterianas patdégenas u oportunistas
que son causantes de enfermedades. Estas se producen en forma de endemias, brotes, y en el
pasado como verdaderas epidemias que lograban afectar a comunidades enteras. En la
actualidad una de las razones por la cual se generan grandes probleméticas de salud
corresponde a la resistencia antimicrobiana que provoca una ineficacia de farmacos que
anteriormente presentaban efecto en bacterias. Esto es debido a diferentes mecanismos
implicados, considerandose como una verdadera “resistencia antimicrobiana” cuando
emergen fallas inesperadas en el tratamiento antibidtico de pacientes, siendo
considerablemente frecuentes para poder ser apreciado como un problema colectivo y

encontrandose finalmente nuevas cepas con genes “antibiotico resistentes” no conocidos(2).

Dentro de las infecciones bacterianas, destacan aquellas que presentan una gran frecuencia
en humanos, ya sea colonizando areas anatémicas especificas como también infectando y
causando patologias. Dentro de los innumerables microorganismos que cumplen con estas
caracteristicas, se destaca Staphylococcus aureus el cual segun estimaciones del 2005 el 20%
de la poblacién adulta presenta esta bacteria a nivel nasal de forma persistente, mientras que

aproximadamente el 30% de la poblacion se encuentra colonizada de forma intermitente(3).

3.1.1- Staphylococcus y sus caracteristicas morfoldgicas

Dentro de las diferentes especies de Staphylococcus tres son las mas relevantes
clinicamente, dos de ellas son Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus saprophyticus

gue en su mayor parte colonizan y logran ser parte de la microbiota comensal del ser humano,



provocando complicaciones en infantes o en estados de inmunodepresion, mientras que la
tercera, conocida como Staphylococcus aureus es relevante debido a su gran implicancia en
infecciones de diverso tipo y gravedad. Se caracteriza por presentar enzimas, toxinas y
polisacaridos especificos que la convierten en una especie patdogena con multiples
mecanismos de virulencia. El género Staphylococcus esta conformado por células esféricas
gram positivas dispuestas generalmente en racimos irregulares parecidos a uvas, aunque en
medios de cultivo liquido también se observan como cocos individuales, pares, tétradas y
cadenas presentando en todos los casos un diametro aproximado de 1 um. Se debe considerar
ademas, que mientras mas jovenes las células mas gram positivas seran en comparacion con
las ya envejecidas. En cuanto a su desarrollo estas crecen en casi todos los medios a una
temperatura de 37 °C generando colonias redondas, lisas, elevadas y brillantes en agares
solidos, caracterizandose Staphylococcus aureus por formar colonias con pigmentos de gris

a dorado profundo, a diferencia de otros Staphylococcus sin pigmentos(4).

3.1.2- Infecciones de piel y tejidos blandos causadas por Staphylococcus aureus

Para hablar de la patogenia y las diferentes infecciones causadas por la especie
Staphylococcus aureus, es necesario comprender que existe una regulacion de la virulencia
que involucra una red compleja de circuitos que detectan sefiales del entorno y el medio
ambiente, logrando influir en la activacion de factores de transcripcion o reguladores
maestros que actian modulando la expresion génica del microorganismo(5). En los dltimos
veinte afios han existido cambios notorios en la epidemiologia de las infecciones por
Staphylococcus aureus, con el nimero creciente de infecciones asociadas con la atencién de
salud (nosocomiales), relacionadas con dispositivos protésicos y también como una

epidemia de enfermedades comunitarias(6).

Las infecciones a la piel son un tema fundamental cuando se habla de esta bacteria debido
a los diferentes tipos de complicaciones relacionadas con las capas dérmicas y siendo esta
una de las principales vias de entrada por parte del microorganismo. Una de las causas mas

importantes son las infecciones estafilocdcicas de heridas, posterior a cirugias, traumatismos



0 quemaduras, logrando colonizar las lesiones y causar edemas, eritemas y dolor con
acumulacion de material purulento. Un aspecto importante es que se pueden generar
infecciones estafilocdcicas piogénicas localizadas, las cuales incluyen, por ejemplo, el
impétigo conocido como una manifestacion superficial que afecta de forma preferente a
pacientes pediatricos en zonas de las extremidades y el rostro, iniciando con pequefias
méculas, avanzando hacia pustulas y finalmente costras. Por otro lado, la foliculitis se
presenta como una infeccion de los foliculos pilosos pudiendo expandirse hacia la formacion
de furinculos con nodulos elevados, dolorosos y con tejido necrotico intradérmico. Por su
parte se pueden presentar en algunos casos antrax cutaneo los cuales aparecen cuando los
furdnculos se extienden en direccion del tejido subcutaneo. Es necesario destacar también
algunas alteraciones causadas por toxinas especificas de Staphylococcus aureus como el
sindrome de piel escaldada, caracterizandose por un eritema perioral localizado generando
posteriormente una expansion corporal con signos de desprendimiento de piel causado por
toxinas exfoliativas, como también la toxina TSST-1 causante del sindrome de shock tdxico

conocido por ser una alteracion sistémica con afectacion cutanea(7).

Se pueden observar también otros factores de virulencia como moléculas antigénicas de
superficie como la proteina A o factores involucrados en la formacion de biofilms(8, 9).
También la presencia de enzimas generadas por esta especie como la catalasa, la coagulasa,
proteasas o lipasas que aportan a la invasion y betalactamasas como mecanismos de
resistencia(4). Las toxinas también producidas pueden llevar a una deficiente respuesta del
organismo hospedero, logrando degradar células, modificar respuestas inmunes innatas como
adaptativas e inclusive eliminar uniones intercelulares que contribuyen a una mayor
proliferacion del microorganismo, donde dentro de esta categoria encontramos por ejemplo
a las toxinas alfa, beta y gamma, leucocidinas y las anteriormente mencionadas toxinas
exfoliativas y TSST-1(10, 11).

La primera linea de defensa del hospedero frente al microorganismo a nivel cutaneo es la
fagocitosis por parte de los neutrofilos, pero aun asi esta bacteria, mediante mecanismos
como capsulas o proteinas de superficie generan una reduccién de la opsonizacion, junto con

la liberacion de proteinas que previenen la activacion del complemento, la quimiotaxis y la



migracion de neutrdfilos, logrando sobrevivir y prevalecer invadiendo los tejidos

expuestos(12).

Segun estudios las infecciones cutaneas y de tejidos blandos representan una carga
significativa para el sistema de atencion en salud, donde la mayor frecuencia de agentes
responsables corresponde a Staphylococcus aureus y mas de la mitad de las cepas
presentando resistencia a meticilina. También distinguir la presencia de factores de riesgo
como un bajo estrato socioeconémico y la edad, siendo més propensos infantes menores a 5
anos(13).

3.1.3- Tratamientos actuales de infecciones cutaneas y tejidos blandos

Diferentes investigaciones han buscado comprobar la efectividad de los tratamientos
frente a infecciones cutaneas causadas por Staphylococcus aureus, los cuales se basan en
diferentes tipos de antibiéticos y formatos de uso. Se recomienda actualmente para casos de
impétigo ampolloso, no ampolloso y ectimas tratamientos orales o topicos, utilizando los
primeros en casos de lesiones multiples. Los tratamientos también se realizan con mupirocina
o retapamulina dos veces al dia durante 5 dias en formato topico, mientras que las terapias
orales utilizando dicloxacilina o cefalexina. En el caso de ser provocado por cepas de
Staphylococcus aureus meticilino resistentes (MRSA) es recomendable tratar con
doxiciclina, clindamicina o sulfametoxazol-trimetoprim. Para aquellas infecciones cutaneas
purulentas se debe realizar incisiones y drenajes en caso de quistes inflamados, carbuncos,
abscesos y furdnculos, realizando de forma posterior una terapia antibiética dirigida al

microorganismo con los antimicrobianos mencionados(14).

Aun considerando el uso de tratamientos actuales, estos no estan exentos de problemas.
Es debido a los factores de virulencia mencionados en el punto anterior que muchas de las
terapias no son completamente efectivas contra cepas de Staphylococcus aureus, sobre todo
aquellas con resistencia antibiotica. Se observan dificultades para tratar infecciones debido a

sus toxinas, factores que influyen en su multiplicacién y diseminacion, como también agentes
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que permiten la aparicion de biofilms, factor propicio para escapar del estrés de agentes
antimicrobianos, debido a la imposibilidad de penetracion y baja retencion del farmaco, lo
cual resulta de forma inminente que no exista una distribucion adecuada y una concentracion
intracelular correcta. Este es un obstaculo en el tratamiento de las infecciones, dando la
capacidad al microorganismos de escapar de la accion farmacoldgica de los antibidticos,
imposibilitando el uso de farmacos tradicionales que no son capaces de eliminar
completamente todas las bacterias y, por lo tanto, conducir a una persistencia bacteriana

posterior al tratamiento(15).

Cabe destacar que los tratamientos antibioticos sistémicos (como lo son los orales o
parenterales) pueden presentar efectos adversos relacionados con los niveles de toxicidad
provocados a nivel del organismo. Es por esto que los antimicrobianos tpicos presentan una
ventaja frente a los orales en el ambito de las infecciones cutaneas, ya que la piel es una
superficie facilmente accesible para la absorcion de drogas, logrando minimizar la
proliferacion de bacterias u hongos permitiendo una reduccion en los niveles de
toxicidad(16).

A causa de estos problemas en la administracion sistémica, es por lo que se trabajan
actualmente nuevas formas o formulaciones de administracion, las cuales pueden lograr ser
Optimas para tratar las infecciones dérmicas y de tejidos blandos con componentes conocidos

como lo son los antibidticos u otros materiales potencialmente antibacterianos.

3.2- Hidrogeles

3.2.1- Generalidades de los hidrogeles:

En la actualidad debido a los requerimientos de nuevas técnicas de administracion de
farmacos, se ha generado un aumento en la investigacion de sistemas portadores, basandose

en la capacidad de co-transportar moléculas con actividad bioldgica en sitios localizados.
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Dependiendo del método, moléculas terapéuticas, diagnosticas o preventivas, logran ser
atrapadas o encapsulados para formar nano conjugados, estos pueden presentarse como
liposomas, micelas, nanogeles, dendrimeros, nanoemulsiones, exomas y polimerosomas
presentando un rango de tamafio nanométrico (1-1000nm)(17). Cabe destacar que en esta
area se encuentran los hidrogeles, destacados por presentar caracteristicas altamente
modificables, obteniendo una especial atencion en areas de biomateriales, farmacologia y

ambientales.

Los hidrogeles son redes poliméricas hidrofilicas tridimensionales que son capaces de
absorber grandes cantidades de agua, fluidos biolégicos o moléculas(18). Es destacable la
primera facultad mencionada, debido a que estas formulaciones permiten una alta contencion
de agua dependiendo del hidrogel utilizado, lo que les confiere una analogia fisica a los
tejidos humanos presentando una alta biocompatibilidad. Estas formulaciones se pueden
clasificar en dos grandes categorias, los hidrogeles naturales y los sintéticos, donde la
diferencia radica principalmente en el uso de componentes como colageno, fibrina, acido
hialurénico, matrigel y derivados de materiales naturales como quitosano, alginato y fibras
especializadas en el caso de hidrogeles naturales, a diferencia de los sistemas sintéticos
compuestos por ejemplo de polietilenglicol, de poli (6xido de etileno) o de polivinilalcohol.
Debido a estas diferencias de materiales se pueden generar propiedades inherentes a nivel
del hidrogel(19).

Como se menciono6, las matrices de los hidrogeles comprenden una amplia gama de
polimeros naturales y sintéticos unidos por una variedad de reticulaciones fisicas o quimicas,
existiendo una ventaja en el uso de soportes naturales ya que son analogos a tejidos
fisiol6gicos siendo altamente biocompatibles, mientras que los hidrogeles sintéticos ofrecen
una mayor flexibilidad al momento de su sintesis ajustando su composicion quimica y
mecanica, permitiendo variar a modo de ejemplo, la concentracion del reactivo precursor
como también el porcentaje de reticuladores para la formacién de poros y el entrecruzamiento
de sus redes. Junto con esto destacar también su capacidad y principal funcién de integrar
agentes farmacéuticos en su red hidrofila reticulada, por lo cual los hidrogeles son materiales

prometedores para la liberacion controlada de farmacos y la ingenieria de tejidos(20).
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La asociacion “farmaco-hidrogel” necesaria es posible gracias a sus interacciones,
pudiendo ser quimicas o fisicas, yendo desde la conjugacién covalente hasta enlaces
electroestaticos y asociaciones hidrofobas(21). Por lo tanto, las interrelaciones necesarias en
cada caso se basan en el tamafio de la molécula bioactiva y el nivel de liberacion que se quiere
llegar a lograr. Donde a modo de ejemplo, sustancias pequefias con interacciones débiles, en
hidrogeles con poros de mayor tamafio se administrardn de forma casi inmediata perdiendo

el sentido del sistema.

Recalcando el hecho de que se buscan sistemas de administracion con una actividad local
mas efectiva, los hidrogeles han representado un avance en el campo, siendo utilizados en
heridas, en infecciones y en enfermedades superficiales. También se pueden depositar de
forma inyectable a nivel subdérmico o en apoésitos, logrando tratamientos exitosos y
mejorando significativamente procesos de cicatrizacion al presentar buenos efectos
antibacterianos(22). Esto permite un contacto intimo con agentes causantes de infeccion y/o
zonas afectadas por enfermedades a la piel, limitando su efecto a un area determinada y
establecida.

Por otro lado, se debe mencionar la liberacién lenta o controlada que buscan generar las
formulaciones de hidrogel siendo una caracteristica fundamental en este tipo de sistemas
como se observa en la figura 1. Los hidrogeles pueden representar una proporcion
significativa de los protocolos de administracion de medicamentos, para dirigir con éxito
diferentes farmacos a la velocidad y en el sitio deseado del organismo. Con el desarrollo de
nuevos hidrogeles con diferentes caracteristicas de hidrofobicidad / hidrofilicidad vy
particularidades estructurales, se podrian lograr tasas de liberacion y perfiles de disolucion
especificos, mejorando asi el suministro actual de moléculas mas sensibles y emplearse en el
tratamiento de afecciones patoldgicas como la diabetes o incluso el cancer, mejorando la

administracion actual(23).
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Figura 1. Tomado de Jianyu, L. 2016. El tamafio de la malla de hidrogel media la difusion
de farmacos. Se grafica difusion rapida, difusion lenta e inmovilizacién con liberacién por

deformacion, hinchazén y degradacién a partir de las mallas de hidrogel(21).

Segln Jianyu, L. et al. en la figura 1, el tamafio de los poros formados en las mallas de
los hidrogeles media la liberacion de las moléculas incorporadas. Dentro del mismo espectro,
cuando se genera inmovilizacion de las particulas existen diversas formas de liberacion
controlada de farmacos, una de ellas corresponde a la liberacidn a través de degradacion de
la red, generando la administracion cuando la red polimérica se desintegra, aumentando el
tamarfio de sus poros y dejando salir al farmaco en cuestion. También se presenta la liberacion
controlada a través del swelling o hinchazdn que se fundamenta en el abultamiento generado
por condiciones fisioldgicas determinadas permitiendo una amplitud de la estructura y

liberando los compuestos incorporados en él. La liberacién controlada a través de la
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deformacion mecénica es otra opcion al momento de generar la administracion, que permite
una liberacion del agente bioactivo al verse alterada la estructura tridimensional netamente

por estimulos mecénicos o inducido por factores fisicos externos(21).

Se ha demostrado que dependiendo del tipo de formulacion que presenten los hidrogeles,
estos pueden tener una actividad dual frente a microorganismos, una accion directa a modo
de contacto por posibles propiedades antibacterianas inherentes del hidrogel, como también
una efectividad dada por el agente bioactivo incorporado en sus redes poliméricas que se
libera de manera controlada. Un ejemplo de esto es el caso de una formulacion generada por
aldehido polidextrano y N-(2-hidroxipropil)-3-trimetilamonio cloruro de quitosano
conteniendo vancomicina, demostrando asi efectos maltiples que fomentan la eliminacion

del agente patdgeno(24).

Como se ha mencionado anteriormente, algunos de los beneficios actuales que se
evidencian al trabajar con polimeros de hidrogel, corresponde a la gran cantidad de materiales
con los cuales se pueden fabricar y sus capacidades altamente modificables en cuanto a
estructura o capacidades de su matriz, las que permiten poder adquirir un disefio compuesto
que cumpla con los requerimientos adecuados para una aplicacion determinada desde su

sintesis.

3.2.2- Caracteristicas modificables de los hidrogeles

Uno de los beneficios al utilizar formulaciones de hidrogeles se encuentra en el disefio y
la sintetizacion controlada a escala molecular de estructuras, como la densidad del
entrecruzamiento, la biodegradacion, la tasa de degradacion, el tamafio del poro, la
resistencia mecéanica, la respuesta quimica y bioldgica a estimulos como pH, enzimas y

temperatura, permitiendo generar propiedades adaptables(25).

15



Cabe destacar que desde la sintesis se pueden determinar los factores mas influyentes para
un correcto funcionamiento de las capacidades de un hidrogel en cuanto a la liberacion
controlada. Existen cuatro puntos que bien trabajados pueden garantizar que la droga sea
administrada en la cantidad necesaria, en el punto especifico, en las concentraciones optimas
de eficacia y durante el tiempo de tratamiento, estos son la velocidad del flujo, el volumen

administrado, el tiempo de degradacion y el estimulo que inicia la liberacion(26).

El tamafio de los hidrogeles es un factor que establece usualmente su aplicacion. Existen
formulaciones de diferentes dimensiones a nivel de macrogeles, microgeles y nanogeles,
donde el tamafio de sus poros determina su funcion y la adherencia a nivel de tejidos, como
en vasos sanguineos, vias respiratorias 0 en el tracto gastrointestinal. Lo que permite

inclusive el uso transepitelial y la posibilidad de ser inyectados(21).

Otra caracteristica importante en la estructura de los hidrogeles corresponde al diametro
de los poros utilizados. Esta distribucion del tamafio se ve afectada por tres factores
fundamentales. El primero y mas relevante corresponde a la concentracion del agente
reticulador que por consiguiente modifica la densidad de los enlaces quimicos cruzados en
las cadenas del polimero. También lo es la formacién de entrecruzamientos fisicos y la carga
neta del hidrogel. Por lo cual exististe una correlacion entre la concentracion de los reactivos
ocupados para la sintesis y el diametro de los poros, permitiendo modificar el hidrogel en

este aspecto para la incorporacion posterior de moléculas con diversos tamafios(20).

3.2.3- Usos actuales de hidrogeles

Basandose en todas las caracteristicas deseables que presentan los hidrogeles en la
actualidad, estos se ocupan en diferentes areas de la ciencia. Donde se ha logrado un
importante desarrollo en campos de la medicina como un sistema efectivo de administracion
farmacologica, observandose avances en el area de oncologia. Se ha generado, por ejemplo,

una administracion de antineoplasicos locales en cancer de piel o también conocido como
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melanoma, el cual, al presentar un acceso mucho mas rapido, facilita la aplicacion del

hidrogel fomentando una liberacion controlada en el tejido afectado por la neoplasia(25).

Al centrarse en otras capacidades como las de absorber diferentes elementos y moléculas
en conjunto con grandes cantidades de agua, se han aprovechado las formulaciones de
hidrogel para poder filtrar y eliminar pesticidas de aguas contaminadas, que sin duda son un
factor de riesgo a la salud de las personas. Esta forma de utilizacion fue efectiva,
eliminandose significativamente el pesticida contaminante. Siendo necesario mencionar que
se eligen materiales especificos para la creacion del polimero, con la finalidad de que pueda

absorber una mayor cantidad de agua y asi también residuos peligrosos(27).

Por otro lado, los hidrogeles se han ocupado para ser utilizados en apositos de heridas o
quemaduras evitando asi la infeccion por agentes bacterianos, fomentando un aumento en la
tasa de curacion y una mejora notable en la cicatrizacion(28). Asi se ha generado un enfoque
en el area de la microbiologia extendiendo el uso de nanopolimeros para la administracion
de antibidticos con efectos bactericidas, centrando su efecto en una actividad localizada y
sostenida en el tiempo. Es el caso, por ejemplo, de hidrogeles cargados con vancomicina que
mostraron resultados exitosos en cuanto al suministro de este antibidtico al ser cargado a

hidrogeles de poli (B- éster amino) conocido como PBA(29).

Cabe destacar que las formulaciones basadas en hidrogel recientemente se han ocupado
como soporte de particulas metalicas, permitiendo la formacion de nanoparticulas en sus
redes tridimensionales como es el caso de la preparacion de nanocompuestos a partir de la
sintetizacion de una pelicula de hidrogel a base de poliacrilamida y poli (N-Isopropil-
acrilamida) conteniendo nanoparticulas de oro(30). Generando antecedentes de que
efectivamente existen protocolos y disefios variables para la formacion de nanohibridos
metalicos con propiedades potenciadas y que se asocia su sintesis al uso de polimeros al ser

utilizados como moldes.
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3.3 Actividad antibacteriana de metales y nanoparticulas de plata

3.3.1- Generalidades de la actividad antibacteriana de metales

La busqueda de diferentes alternativas para combatir las infecciones ha llevado a
investigar diferentes materiales que presenten propiedades bactericidas potenciales, para asi
lograr erradicar microorganismos patdgenos. Dentro de estos materiales se encuentra una
gran diversidad de metales como el cobre, el oro, el titanio o la plata presentando
caracteristicas favorables para su uso. Asi se puede observar, por ejemplo, que aleaciones de
cobre de alto porcentaje, utilizado como superficie de contacto de alimentos, ayuda a la
reduccion de microorganismos patdgenos como Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes o Enterobacter cloacae en la industria alimentaria(31). Como también, que
en conjunto de titanio generando un recubrimiento de 6xido de titanio y cobre (TiCuO),
presenta una eficiente actividad antibacteriana en infecciones periprotésicas, siendo estas una
de las complicaciones mas graves dentro del area de la ortopedia(32). Por su parte
exclusivamente el titanio presenta actividad antibacteriana asociada a procesos
fotocataliticos generando inactivacion bacteriana en peliculas delgadas de nano TiO2 luego
de irradiar luz UV-A durante 20 minutos, siendo asociado con una degradacion de &cidos

grasos de membranas celulares(33).

Por otro lado, nanoparticulas de oro en base a quitosano, demuestra un efecto
antimicrobiano sumamente potente contra cepas resistentes a antibidticos como
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa formadoras de biopeliculas, manifestando

ademas una baja citotoxicidad en células humanas(34).

Se conoce que la actividad antibacteriana de estos metales se relaciona con la induccion
del estrés oxidativo junto con mecanismos no oxidativos intracelulares que provocan, segun
la literatura, efectos antibacterianos como los son la alteracion de la membrana celular, la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la liberacion de iones metélicos y la

induccidn de efectos antibacterianos intracelulares(1).
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En este ambito de los metales y materiales, se ha logrado trabajar a escalas dimensionales
sumamente bajas, formando nanoparticulas, las cuales corresponden a estructuras
nanomeétricas (1x107-9), estas principalmente son formadas a partir de metales lo cual ha
permitido obtener recursos con propiedades mejoradas o con una distribucion que permite
nuevos usos y funciones. Las nanoparticulas en base a metales se caracterizan por presentar
dimensiones entre 10 a 500 nandmetros lo cual genera una buena interaccion biomolecular
con estructuras celulares y de superficies, presentando buenas propiedades fisicoquimicas y

cargas superficiales(35).

3.3.2- Nanoparticulas de plata

Uno de los metales més estudiados corresponde a la plata, elemento quimico con nimero
atébmico 47, el cual pertenece al grupo de los metales de transicion. Presenta propiedades
tales como una elevada conductibilidad térmica y eléctrica, una baja toxicidad pudiendo ser
utilizada en medicina, ademas de ser un catalizador de reacciones de oxidacién y presentar
actividad antibacteriana(36). Estas peculiaridades han sido investigadas y descritas para
esclarecer sus efectos a nivel bacteriano, por lo cual se ha propuesto el uso de plata como un
elemento til frente a infecciones ocupando diferentes formulaciones y protocolos para

potenciar su uso.

Comunmente la plata en medicina es utilizada en apdsitos de heridas o quemaduras como
sulfadiazina argéntica o plata nanocristalina, ambos conteniendo este metal y presentando
una actividad similar al utilizarse como farmaco tépico de eleccion frente a quemaduras con

fin de tratar o prevenir infecciones relacionadas(37).

Una de las formas actuales y viables mediante la cual la plata puede ejercer sus efectos
antibacterianos, es la formacion de nanoparticulas. Estas corresponden a particulas que como
se mencion0 anteriormente poseen dimensiones nanométricas (menores a 100nm). Estan
compuestas por este elemento metalico y son presentadas para generar respuestas

bactericidas a modo de ‘“nanometalo-antibidticos. EsS necesario destacar que estas
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nanoparticulas ya sea de plata u otros metales, se han planteado como posibles soluciones
para la resistencia bacteriana debido a su amplio espectro de accién y diversidad de
mecanismos activos de forma simultanea(38). Una de las caracteristicas de estas particulas
es que se comportan como una sola unidad con respecto al transporte y la reactividad, que a
su vez pueden inmovilizarse logrando recubrimientos sobre superficies e inclusive que al
combinarse con diversos polimeros, pueda formar compuestos con acciones antimicrobianas

mas potentes(39).

La sintesis de nanoparticulas de plata se puede realizar por medio de diferentes técnicas,
tanto fisicas como quimicas. Las primeras han sido trabajados desde hace décadas, basandose
en la formacion de nanoparticulas mediante protocolos de evaporacion y condensacién
utilizando altas temperaturas(40). Como también por métodos fisicos convencionales como
la generacion de nanoestructuras mediante descarga por chispa, utilizando el método de
descarga por arco permitiendo obtener nanoparticulas libres de aniones y cationes en agua
pura(41).

En cuanto a la sintesis quimica, esta se basa principalmente en procesos de reduccion de
sales metélicas en conjunto con agentes estabilizadores, para generar metales puros. La
obtencion de nanoparticulas de plata se realiza mediante el uso de sales de nitrato de plata o
tetracloruro de plata, lo cual produce suspensiones coloidales del metal suficientemente
estables para la generacion de las nanoparticulas en el disolvente(42). Uno de los agentes
reductores que se utiliza para su sintesis corresponde al borohidruro de sodio (NaBH4) siendo
capaz de transformar y reducir Ag * a Ag ° , ademas de comprobarse que actlia como un

agente de cobertura para la estabilizacion de las estructuras formadas(43).
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Como se ha mencionado las nanoparticulas metalicas ya sea de oro, plata, titanio entre
otros, pueden ser sintetizadas bajo diferentes protocolos al utilizar soportes poliméricos como
lo son los hidrogeles para su formacion, generando nanohibridos de hidrogel-nanoparticulas

como se ve a continuacion en la figura 2.
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Figura 2: Tomado de Thoniyot, P. 2015. Cinco enfoques principales utilizados para obtener
conjugados hidrogel-nanoparticulas con distribucion uniforme: 1) formacion de hidrogel en
una suspension de nanoparticulas, 2) incrustacion fisica de las nanoparticulas en la matriz de
hidrogel después de la gelificacion, 3) formacion de nanoparticulas reactivas dentro de un
gel preformado, 4) reticulacion usando nanoparticulas para formar hidrogeles, 5) formacion

de gel usando nanoparticulas, polimeros y moléculas gelantes distintas(44).
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Como se puede observar en la figura 2 existen actualmente multiples formas potenciales
de crear nanohibridos de plata basados en hidrogel y nanoparticulas, algunos incorporandolas
posterior a la formacion de los polimeros, al momento de su sintesis, como también mediante

precursores en la reaccion.

La formacion de hidrogeles en suspensiones de nanoparticulas es uno de los enfoques mas
simples para la generacion de estos nanohibridos, debido a que se agregan particulas
preformadas antes de la gelificacion de los polimeros, lo cual ha sido realizado por ejemplo
en la sintesis de hidrogeles en base a poliacrilamida conteniendo nanoparticulas de oro,
utilizando el protocolo de afiadir monomeros y agentes reticulantes a la suspension de
nanoparticulas, agregar el iniciador de la reaccion y provocar la formacion de peliculas del
polimero(30). Por otro lado, la incrustacion fisica de las nanoparticulas en la matriz de
hidrogel posterior a la gelificacion suele ser un proceso mas complejo debido al uso de
técnicas como calentamiento, centrifugacion y redistribuciones repetidas, asi como también
técnicas de “respiracion” mediante las cuales el hidrogel formado es deshidratado, hinchado

en soluciones de nanoparticulas y finalmente lavado para eliminar remanentes(45, 46).

El fendmeno de formacion de nanoparticulas reactivas dentro de un gel preformado es
uno de los procesos mas utilizados al ocupar un hidrogel que actda como soporte de reaccion,
en el que se sintetizan nanoparticulas de metal a partir de precursores, al realizar una serie de
tratamientos quimicos requeridos. Respecto a este procedimiento se pudo generar hidrogeles
de N-isopropil acrilamida y mondémeros con grupos tiol que contenian iones de oro
incrustados, donde la matriz del hidrogel permitié la generacion de nanoparticulas cuando se
agreg0 posteriormente borohidruro de sodio, siendo este un agente reductor(47). Otra técnica
para la sintesis de nanohibridos corresponde a la reticulacion de hidrogeles usando
nanoparticulas con grupos de reticulacion presentes en su superficie, lo cual mejora la
capacidad de formar enlaces entrecruzantes dentro del gel, tal como fue realizado en la
formulacion de un hidrogel basado en colageno y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida como reticulante para la sintesis de nanoestructuras, resultando un hidrogel
estable en cuanto a la viabilidad celular y reticulacion(48). Junto con los protocolos

mencionados se conoce ademas, la sintesis de nanohibridos mediante la formacion de gel
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usando nanoparticulas, polimeros y moléculas gelantes distintas como lo fue en la creacion
de una red de hidrogel tridimensional con nanoparticulas de silice recubierto con polianilina,
presentando una matriz porosa con expansion de volumen y una red eléctrica constante

generando un hidrogel conductor(49).

Es importante mencionar que en la actualidad existe una busqueda relacionada con la
sintesis de nanoparticulas de plata con un origen “verde” utilizando métodos simples y
respetuosos con el medio ambiente, investigado asi el uso extractos de plantas y cortezas con
actividad biosintética para la produccion de estas particulas antes mencionadas. Un ejemplo
claro de esto corresponde al uso de el extracto de hoja de plantas cultivadas in vitro de
Ceropegia thwaitesii, determinando la produccién de nanoparticulas con forma esférica y
con actividad antimicrobiana contra cepas de Salmonella typhi y Bacillus subtilis,

concluyendo en gue la biosintesis es un proceso util en el area de los nanomateriales(50)

Para determinar el comportamiento de las nanoparticulas de plata se han llevado a cabo
estudios que comprueban la efectividad de este metal frente a microorganismos en donde
ademas se intenta dilucidar los mecanismos celulares. Una de estas investigaciones
determind que las nanoparticulas presentaban un efecto inhibidor y bactericida sobre
bacterias gram positivas y negativas, existiendo una mayor inhibicion en las primeras, debido
a que las nanoestructuras de plata afectan principalmente al peptidoglican, confirmando el

efecto antibacteriano correspondiente(51).

Las nanoparticulas de plata ademas de sus efectos bacterianos ya mencionados se han
logrado asociar a otras funciones intrinsecas, como por ejemplo actividades
antiinflamatorias, anticancerigenas y antifungicas lo que convierte a este metal en una opcion
viable para realizar tratamientos relacionados a futuro. Y, asi mismo, se ha logrado utilizar
como herramienta diagndstica a modo de biosensor para detecciones clinicas y

genémicas(52).
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3.3.3- Propiedades fisicoquimicas de nanoparticulas de plata

3.3.3.1- Tamaio

El tamafio de las nanoparticulas de plata es un factor influyente respecto a los efectos que
pueden llegar a provocar en los microrganismos, y esto se debe principalmente a que mientras
mas pequefia sean las particulas con las cuales se trabaja, estas demuestran una mayor
interaccion directa frente a las bacterias en su superficie. Esta propiedad es una de las més
significativas dentro de las nanoparticulas, debido a que las dimensiones pueden ser
modificadas bajo protocolos de sintesis, obteniendo tamafios ajustables segun condicion y
uso. Esto se ha logrado determinar y se estipula que particulas de 5 nm en comparacién con
las de 7 nm, 10 nm, entre otras dimensiones, presentan una actividad antibacteriana mayor y

mas rapida, asocidndose también a la concentracion de particulas en suspension(53).

3.3.3.2- Forma

Otra caracteristica relevante en la actividad antibacteriana de las nanoestructuras de plata
corresponde a su forma. Actualmente se pueden sintetizar estructuras con formas particulares
como nanoparticulas, nanoplacas y nanobarras, donde la actividad frente a microorganismos
se asocia a las areas de contacto que puede llegar a establecer, generando asi, interacciones
con las diferentes superficies celulares bacterianas ademas de la distribucion molecular de la
plata. Esta caracteristica se relaciona de gran manera con la propiedad fisicoquimica de la
superficie, siendo comprobada al obtener una mayor inhibicion de cepas de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli al ocupar nanoplacas en comparacion con nanoparticulas o

nanobarras con menor area de superficie(54).
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3.3.3.3- Superficie

La superficie de las nanoparticulas de plata es un factor modificable al realizarse
tratamientos que involucran la carga superficial, la union diferencial referida a las bacterias,
la agregacion y el potencial de disolucion, lo cual es optimizable dependiendo del uso
antimicrobiano o al crear recubrimientos superficiales asociados a las particulas. Es
importante destacar que, dependiendo de estas caracteristicas de superficie, también cambian
los potenciales citotoxicos que presentan las nanoparticulas de plata afectando finalmente a

los microorganismos(55).

3.3.4 -Mecanismos antibacterianos de nanoparticulas de plata

3.3.4.1 -Alteracion de paredes celulares

Uno de los mecanismos mediante el cual la plata ejerce su efecto corresponde a la
alteracion de las paredes celulares bacterianas. Se ha comprobado que las nanoparticulas de
plata pueden influir en el peptidoglican de las bacterias, alterando las estructuras secundarias
de los péptidos como consecuencia de la interaccion de los iones metalicos sumado a la unién
de nanoparticulas. Esto genera un cambio en la configuracién del peptidoglican y una futura
degradacidn de la pared celular bacteriana. Es destacable, que debido al pequefio tamafio de
las nanoparticulas de plata estas generan una union con las paredes de las bacterias,
provocando perforaciones y de manera consiguiente generando una acumulacion de este
nanomaterial con liberacion de iones. La unién generada entre las nanoparticulas de plata y
el peptidoglican ocurre en los enlaces B-1,4 de N-acetil glucosamina y N-acetil acido
muramico del glicano, escindiendo su enlace y liberandolos. Debido a que este mecanismo
de accidn se involucra fuertemente con el peptidoglican, las bacterias mas susceptibles a su
accion corresponden a las gram positivas dada su gruesa capa caracteristica. Aungue, no
obstante, las nanoparticulas de plata se unen y acumulan en microorganismos gram negativos
debido a la atraccion entre las cargas negativas de los polisacaridos y la carga positiva débil
de la plata.(51).
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3.3.4.2 Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La generacion o induccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) corresponde a otro
sistema mediante el cual las nanoparticulas de plata pueden lograr un efecto antibacteriano.
Este se relaciona en gran manera con la liberacion de iones y la formacion de estas especies.
Se han realizado mediciones de los niveles de ROS en microorganismos tratados con
nanoparticulas de plata y se determind que poco tiempo después, luego de 3 horas, la
concentracion de especies reactivas aumentd significativamente alterando a los
microorganismos. Es bien conocido el efecto de estos agentes en las estructuras celulares,
generando citotoxicidad, asociando la presencia de ROS al dafio de membrana celular,
proteinas, ADN y sistemas intracelulares vitales para el microorganismo como lo es la cadena

transportadora de electrones(56).

3.3.4.3 Induccion de efectos antibacterianos intracelulares

Otro mecanismo potencial que se asocia a las nanoparticulas de plata corresponde a los
efectos intracelulares degenerativos. Como es mencionado anteriormente, al momento de que
este nanomaterial se encuentra en presencia del microorganismo, genera una liberacion de
iones de plata debido a agentes oxidantes de la misma célula. Estos pueden penetrar
componentes bacterianos a nivel celular como lo es el peptidoglican, proteinas citosolicas, e
inclusive el ADN a nivel de transcripcién y transduccién. Asociando que, cuando estos iones
se encuentran unidos a una estructura, impiden sus funciones vitales evitando que los

microorganismos expuestos puedan desarrollase y replicarse(57, 58).

Los efectos antibacterianos de las nanoparticulas de plata mencionados de forma reciente,

y sobre todo los de caracteristicas intracelulares se pueden resumir en la figura 3.
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Figura 3. Tomado de Pelgrift, R. 2013. Multiples mecanismos de accién antimicrobiana de
nanoparticulas, incluyendo nanoparticulas de 6xido de zinc, didxido de titanio, quitosano,

magnesio, cobre, liberadoras de éxido nitrico y nanoparticulas de plata(59).

Se puede observar que segun la figura 3, las nanoparticulas de plata son una de las que
mas efectos antibacterianos presenta, afectando componentes bacterianos como el
peptidoglican, generando especies reactivas de oxigeno, causando dafio a nivel de ADN,
ARN y ribosomas, acompariado de inhibicidn sobre la cadena transportadora de electrones y

estructuras ribosomales(59).
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4. HIPOTESIS

Si es posible controlar el tamafio del poro en la matriz de un hidrogel basado en
polivinilalcohol (PVA), entonces sera factible utilizarla como molde para sintetizar
nanoparticulas de plata de tamafio ajustable.

5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Sintetizar nanoparticulas de plata de tamafio ajustable utilizando la matriz de un hidrogel
basado en polivinilalcohol (PVA), con actividad antibacteriana potencial contra cepas
de Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos:

I- Sintetizar y caracterizar un hidrogel basado en polivinilalcohol (PVA) utilizando
como agente entrecruzante acido maleico.

- Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNP’s) utilizando como molde de tamafio la
matriz de los hidrogeles previamente formados.

I1l-  Caracterizar las nanoparticulas de plata (AgNP’s)

IV-  Evaluar la actividad antibacteriana de los nanohibridos sintetizados contra cepas

de Staphylococcus aureus.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1- Materiales

Polivinilalcohol (PVA), acido maleico (AML), acido clorhidrico (HCI), bicarbonato de
sodio (NaHCO3), nitrato de plata (AgNO3) y borhidruro de sodio (NaBH.) para la sintesis de
hidrogeles con nanoparticulas de plata. Buffer fosfato salino (PBS), buffer acetato adquiridos
de Sigma-Aldrich y agua Milli-Q® reactivos para preparar soluciones. Staphylococcus
aureus ATCC® 25923, agar BHI, caldo Luria-Bertani, agua peptonada comprados en Merck

para estudios microbioldgicos y agua destilada.

6.2- Métodos

6.2.1- Sintesis de hidrogeles

La sintesis de los hidrogeles se realiz6 a través de una reaccion de esterificacion, el cual
es un proceso que se basa en la formacidn de un éster, siendo este un compuesto derivado de
la reaccion quimica entre un &cido carboxilico y un alcohol. En este caso fue ocupado
polivinilalcohol (PVA) y diferentes concentraciones de &cido maleico (AML) como agente

entrecruzante, utilizando agua como solvente y HCI como catalizador.

La reaccién se preparé en un balén de 50 mL donde se agregé 1g de polivinilalcohol
(PVA) y acido maleico (AML) a diversas concentraciones 10, 20 y 30% p/p, esto se realizo
en 13 mL de agua destilada y 80 puL de HCI colocandose en reflujo con agitacion constante
por 3 horas entre 80 y 90 °C.
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Posteriormente la reaccion fue colocada en un horno a 70 °C durante 5 horas hasta obtener
una reticulacion completa requerida, finalizando con un lavado repetido del hidrogel
obtenido con bicarbonato de sodio (NaHCO3) y agua destilada para eliminar el exceso de

acido de la reaccion.

De forma subsiguiente, para eliminar completamente los residuos de &cido al interior del
hidrogel y que este no interfiera con la formacion de nanoparticulas de plata, se realizé un
lavado repetido con agua ultra pura (Milli-Q®), asistiendo la liberacion mediante el uso de
un sonicador y confirmando la liberacion de iones de forma inmediata con un medidor de
pH.

Luego este hidrogel se dejé secar a temperatura ambiente en placas petri para continuar

con el proceso de la formacion de nanoparticulas.

6.2.2- Sintesis de nanohibridos de hidrogel con nanoparticulas de plata

Los hidrogeles que se sintetizaron con diferentes proporciones de entrecruzante fueron
utilizados para producir las nanoparticulas de plata (Ag Np’s). Asi, los hidrogeles obtenidos
por la reaccion anterior son inmersos en una solucion 50 mM de nitrato de plata (AgNO3)
por 18 horas bajo agitacién constante hasta obtener la méaxima absorcion de la solucion.

Se realiz6 un lavado del hidrogel con agua ultra pura (Milli-Q®), para eliminar los
residuos superficiales de plata, donde luego los productos fueron transferidos a un vaso que
contenia una solucion 20 mM de borohidruro de sodio (NaBH4) durante 30 minutos para
reducir los iones Ag™ a las nanoparticulas respectivas. Finalizando con un lavado con agua

destilada y secandolo a temperatura ambiente.
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Para finalizar se realiz6 una liofilizacion del hidrogel con nanoparticulas de plata para
eliminar toda el agua en su interior y que este pueda ser utilizado en diferentes pruebas, como

lo es la determinacidn de su actividad antibacteriana.

6.2.3- Estudios de hinchazén

Para la realizacion del estudio de hinchazén de los hidrogeles sintetizados fue necesario
obtener piezas de hidrogel seco con un espesor entre 0,4 y 0,5 mm presentando 1 cm?®. Estos
fueron puestos en una solucién buffer fosfato salino (PBS) con un pH 7,4 a 0,1M vy buffer
acetato pH 3,0 a 0,1M para su hidratacion e hinchazon a 25 °C. Estas piezas de hidrogel
hinchados fueron extraidas de las soluciones en intervalos de tiempo regulares entre las 0 y
21 horas, secando superficialmente con papel absorbente. Estos fragmentos de hidrogel se
pesaron y posteriormente fueron colocados en la misma solucion, realizando las mismas

mediciones hasta que se alcanzé un peso constante. Para calcular la hinchazén que se provoca

. P . p: Ms—-Md
al someter al hidrogel en este proceso, se ocupd la siguiente formula: %W = SM—d x 100,

donde %W es el indice de hinchazon, Ms es el hidrogel hidratado o hinchado y Md es el

hidrogel seco.

6.2.4- Espectroscopia infrarroja

Se determinaron los espectros infrarrojos de los hidrogeles de polivinilalcohol con acido
maleico en diferentes concentraciones al 10, 20 y 30% mediante espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier utilizando un espectrometro Nicolet Nexus 470 dentro de los
intervalos espectrales de 4000-400 cm™. Donde todos los espectros se obtuvieron en pellets

de KBr a partir de un promedio de 32 exploraciones con una resolucion de 4 cm™.
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6.2.5- Analisis de microscopia electronica de barrido (SEM)

El anélisis microscopico electronico de barrido fue realizado en el Departamento de
Biologia, Facultad de Quimica y Biologia de la Universidad de Santiago de Chile, en el cual
las muestras de hidrogel fueron cortadas y cargadas en un trozo de cobre, siendo tefiidas con
acido fosfotungstico al 0,7% p/v, se lavo y sec6 a temperatura ambiente. Las muestras fueron
examinadas en un microscopio electronico de bajo voltaje (5kV) LVEMS5 (Delong

Instruments, s.r.0., Brno, Republica Checa).

6.2.6- Analisis de microscopia electronica de transmision (TEM)

El analisis microscopico electronico de transmisién fue realizado en el Centro para el
Desarrollo de Nanociencia y Nanotecnologia — CEDENNA, Universidad de Santiago de
Chile. En este procedimiento se observaron las nanoparticulas de plata generadas in vitro en
el hidrogel, utilizando un Microscopio electronico de transmision Hitachi HT7700.
Previamente las nanoparticulas de plata fueron liberadas por hidratacion con tres volimenes
de agua destilada mediante sonicacién con una frecuencia de 20 kHz por 5 minutos. Luego
se coloco un gota de la solucion con las nanoestructuras de cada muestra en una cuadricula

de carbono TEM para observar sus caracteristicas.

6.2.7- Determinacion de la actividad antibacteriana de los nanohibridos sintetizados

contra Staphylococcus aureus mediante difusion en agar

Se realiz6 la deteccion de la actividad antibacteriana mediante la difusion en placa de agar
utilizando el medio BHI. Para la realizacion de este procedimiento se ocupd la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC® 25923, la cual previamente fue llevada a una suspension de
100 uL que contenia Staphylococcus aureus en el rango de 1.0 x 10 UFC mL™ siendo este
el indculo. Posteriormente se extendio sobre la superficie del agar, y se incorporaron 3 discos

del hidrogel PVA-AML con nanoparticulas de plata en diferentes concentraciones con un
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diametro de 6mm, siendo incubada durante 24 horas a 37°C. Luego de la incubacion se

observo la presencia de los halos de inhibicién correspondientes.

6.2.8- Ensayo cuantitativo de la actividad antimicrobiana de los nanohibridos

sintetizados contra Staphylococcus aureus

Por otro lado, se realizé un ensayo cuantitativo de la actividad antimicrobiana de los
hidrogeles PVA-AML con nanoparticulas de plata. Para realizar este ensayo se incubo
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 en 1 mL de caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C hasta
lograr un equivalente estandar 0,5 McFarland. Posteriormente se le agreg6é 100 y 200 mg de
cada uno de los tres hidrogeles respectivos poniéndose en contacto con la bacteria e
incubandose durante 24 horas a 37°C. Finalmente se realizaron diluciones seriadas en agua
de peptona esteéril al 0,1%, donde de cada una de ellas se obtuvieron 100 pL que fueron
dispuestos en una placa de agar incubandose durante 24 horas a 37°C realizando un recuento

de células viables para terminar el procedimiento.
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7. RESULTADOS

7.1- Sintesis de hidrogeles

La sintesis de hidrogeles bajo el protocolo ejecutado permitid la generacion de polimeros
con caracteristicas deseables, debido a la estandarizacion de los procesos. Estos hidrogeles
sintetizados con polivinilalcohol (PVA) vy diferentes concentraciones del agente
entrecruzante acido maleico (AML) al 10, 20 y 30%, mantuvieron una correcta
polimerizacion confirmada por estudios de espectroscopia y SEM logrando ademas una

estructura adecuada a 25°C para la generacion de discos utilizados en estudios posteriores.

7.2- Sintesis de nanohibridos de hidrogel con nanoparticulas de plata

La sintesis de estos nanohibridos se realizé mediante el uso de la matriz de los hidrogeles
de polivinilalcohol y &cido maleico a diferentes concentraciones, utilizando borohidruro de
sodio como agente reductor y formador de las nanoparticulas de plata. Se corroboré la
formacion mediante el cambio de color del hidrogel a marrén oscuro debido al proceso de
reduccion de la plata junto con posteriores microscopias electronicas de barrido y transmision

respectivamente.

Figura 4. Comparativa discos hidrogel PVA-AML en ausencia y presencia de nanoparticulas
de plata. (A) Disco previamente hidratado de hidrogel PVA-AML al 20% sin nanoparticulas
de plata, (B) Disco previamente hidratado de hidrogel PVA-AML al 20% con nanoparticulas
de plata.
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7.3- Estudios de hinchazén

El ensayo de hinchazén evalud el comportamiento de los hidrogeles de PVA-AML en el
proceso de hidratacion mediante el uso de buffers pH 3,0 y 7,4. Se observa que existen
diferencias notorias mediante el %ESR o porcentaje del ratio de equilibrio de hinchazon entre
los hidrogeles dependiendo de su grado de reticulacion al 10, 20 y 30%, asi mismo como del
pH del buffer utilizado. Ademaés, se realiza una comparacion de la hidratacién de estos
polimeros con el tiempo dentro de las 21 horas del ensayo, pudiendo apreciar que, en todos
los casos entre las 6 y 7 horas de tiempo transcurrido, logran hidratarse e hincharse

completamente.
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Figura 5: Ensayo de indice de hinchazén. %ESR PVA-AML para (A) Hidrogel PVA-AML
10%, (B) Hidrogel PVA-AML al 20%, (C) Hidrogel PVA-AML al 30% bajo dos buffer con
pH 3,0 y 7,4 respecto al tiempo. (D) %ESR de hidrogel PVA-AML 10%, hidrogel PVA-
AML al 20% e hidrogel PVA-AML al 30% apH 3,0y 7,4.

35



7.4- Espectroscopia infrarroja

El andlisis de espectroscopia infrarroja logro determinar algunas sefiales caracteristicas de
la formacion del hidrogel de polivinilalcohol reticulado con &cido maleico. Se puede observar
en la figura 5 que entre 3050 y 3700 cm™ hay una sefial intensa llegando a su pic en 3300
cmt, mientras que hay otras de menor intensidad a 2920 y 2840 cm™. Por otro lado, entre el

rango de los 1800 y 1000 cm™ hay varias sefiales destacando la formada en 1640 cm™.

Transmitancia (%)

\)
3300 L 1365
1640

T v T v T T T v T ¥ T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm-1)

Figura 6. Espectro tipico de espectroscopia infrarroja del hidrogel de polivinilalcohol con

agente entrecruzante acido maleico.

7.5- Analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido realizada en la Universidad de Santiago de Chile -
USACH, permite evidenciar las diferencias morfologicas segun concentraciones del
entrecruzante y la presencia o no de nanoparticulas de plata. La figura 7 A, B y C muestra
imagenes de los hidrogeles PVA-AML sin nanoparticulas de plata, de menor a mayor
proporcidn de acido maleico (10, 20 y 30% p/p respectivamente) lograndose observar en A

y B paredes lisas y porosas, pero en C superficies saturadas. Por otro lado, las imagenes D,
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E y F exponen hidrogeles PVA-AML con nanoparticulas de plata bajo las diferentes

concentraciones del entrecruzante (10, 20 y 30% p/p) de forma respectiva, observando un

cambio en la morfologia y aumentado la porosidad.

Figura 7. Imagenes de microscopia electrénica de barrido. (A) Hidrogel PVA-AML 10%,
(B) Hidrogel PVA-AML 20%, (C) Hidrogel PVA-AML 30%, (D) Hidrogel PVA-AML 10%
con Ag Np’s, (E) Hidrogel PVA-AML 20% con Ag Np’s y (F) Hidrogel PVA-AML 30%
con Ag Np’s.

7.6- Andlisis de microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision realizada en el Centro para el Desarrollo de
Nanociencia y Nanotecnologia, Universidad de Santiago de Chile, muestran imagenes de las
nanoparticulas de plata formadas en el hidrogel PVA-AML con diferente grado de
reticulacion (10, 20 y 30% p/p respectivamente). Se analizaron 170 nanoparticulas
calculando la distribucion del tamafio, siendo ilustrado en los histogramas presentes donde
la curva central representa el diametro promedio de las nanoparticulas siendo estas de 6.48 +
0.07 nm en hidrogeles PVA-AML 10%, 4,80 £ 0,20 nm en hidrogeles PVA-AML 20% y
3,07 £ 0,07 nm en hidrogeles PVA-AML 30%, todos con formas esféricas.
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Figura 8. Imégenes de microscopia electronica de transmision. (A) Nanoparticulas de plata
de hidrogel PVA-AML 10%, (B) Nanoparticulas de plata de hidrogel PVA-AML 20%, (C)
Nanoparticulas de plata de hidrogel PVA-AML 30%. Todos con sus histogramas de

didmetros respectivos.
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7.7- Determinacion de la actividad antibacteriana de los nanohibridos sintetizados

contra Staphylococcus aureus mediante difusion en agar

En cuanto a la determinacion de la actividad antibacteriana dada por los hidrogeles PVA-
AML con nanoparticulas de plata se obtuvieron resultados favorables, observando la difusion
en agar de los discos expuestos al microorganismo. El halo de inhibicion de los hidrogeles
PVA-AML al 10% con Ag Np’s generaron un halo de inhibicién promedio de 8 mm, los
hidrogeles PVA-AML al 20% con Ag Np’s halos de 10 mm vy los hidrogeles PVA-AML al

30% con Ag Np’s genero halos de inhibicién de 15 mm.

® ®

Figura 9. Imagen de halos de inhibicion de hidrogeles PVA-AML con nanoparticulas de
plata. (A) Hidrogel PVA-AML 10% con Ag Np’s, (B) Hidrogel PVA-AML 20% con Ag
Np’s, (C) Hidrogel PVA-AML 30% con Ag Np’s.

Hidrogel Ensavel Ensayoll Ensayo Il X
(A)PVA-AML 10% con Np’s Ag 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm
(B) PVA-AML 20% con Np’s Ag 10 mm 9 mm 11 mm 10 mm
(C)PVA-AML 30% con Np's Ag 16 mm 16 mm 13 mm 13 mm

Tabla 1. Medidas y promedio de halos de inhibicion de Hidrogeles PVA-AML con
nanoparticulas de plata. (A) Hidrogel PVA-AML 10% con Ag Np’s 8 mm, (B) Hidrogel
PVA-AML 20% con Ag Np’s 10 mm, (C) Hidrogel PVA-AML 30% con Ag Np’s 15 mm.
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7.8- Ensayo cuantitativo de la actividad antimicrobiana de los nanohibridos

sintetizados contra Staphylococcus aureus

Los resultados obtenidos mediante el ensayo cuantitativo de la actividad antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus demuestran una relacion entre el porcentaje de reticulacion
creciente de los hidrogeles con nanoparticulas de plata y la disminucién de las unidades
formadoras de colonias (UFC mL™). Asi mismo se asocia un menor valor de estas (UFC mL-
1y al incorporar una mayor cantidad de hidrogel PVA-AML con Ag Np’s en miligramos.

Presentando maés efecto con 200 mg que con 100mg en todos los ensayos.

Ensayo Dosis de hidrogel (mg) S. aureus (UFC mL™?)
(A) S. aureus control positivo - 23 x 108
(B) Hidrogel PVA-AML 10% con 100 13 x 10°
Np’SAg 200 11x 10°
(C) Hidrogel PVA-AML 20% con 100 12 x 10°
Np'sAg 200 93 x 10°
(D) Hidrogel PVA-AML 30% con 100 76 x 10*
Np’sAg 200 30 x 10*

(E) Control negativo (Solo medio) - -

Tabla 2. Ensayo cuantitativo de actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus. (A)
Control positivo con cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 25923, (B) Hidrogel PVA-
AML 10% con Ag Np’s, (C) Hidrogel PVA-AML 20% con Ag Np’s, (D) Hidrogel PVA-
AML 30% con Ag Np’s. (E) Control negativo solo con medio.
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8. DISCUSION

8.1- Sintesis del hidrogel de polivinilalcohol con acido maleico

La sintesis de los hidrogeles propuestos se realizd6 mediante reacciones de esterificacion
entre los grupos hidroxilos del polivinilalcohol y los grupos carboxilos del entrecruzante
acido maleico, utilizando como catalizador HCI, permitiendo generar un polimero con las
caracteristicas fisicoquimicas deseadas. Ambos componentes son utilizados debido a que se
ocupan comunmente como biomateriales, presentando una alta biocompatibilidad y han sido
aprobados por la FDA (Agencia de administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos), considerando la reaccion de esterificacion como un proceso en el cual ambos
reactantes generan ésteres monoalquilicos de forma simple a temperaturas moderadas entre
80 y 90 °C (60), razon por la cual se trabajo en ese rango de temperaturas. Por otro lado, la
concentracion utilizada de polivinilalcohol es un aspecto clave para la formacion del hidrogel
por lo cual esta se mantuvo constante debido a que aquellas soluciones que contienen mas de
un 20% de PVA resultan excesivamente viscosas, por lo tanto, se utiliza generalmente
concentraciones del 7 al 15%(61), tal como fue realizado en este ensayo aproximadamente
entre un 7 y 8 %. Por otro lado, se constatd que los hidrogeles formados bajo diferentes
concentraciones del agente reticulador fueron estables a 25 °C posterior a la eliminacion del
acido clorhidrico remanente ocupando una solucién saturada de bicarbonato de sodio vy el
secado en estufa, siendo relevante su control, debido a que la exposicion de los hidrogeles a

altas temperaturas durante largos periodos de tiempo puede resultar en la carbonizacion.

Punto importante corresponde al uso de diferentes concentraciones del reticulador acido
maleico, con el fin de controlar el entrecruzamiento y asi la porosidad de la matriz del
hidrogel. Esto permite poseer un soporte en el cual moléculas puedan ingresar dentro de la
formulacién dependiendo del diametro que presenten. Segun Hoffman et. al, la distribucion

del tamafio y las interconexiones de los poros son factores importantes en una matriz de
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hidrogel donde estos factores estan directamente influenciados por la composicion y la

densidad de reticulacion de la red de polimero del hidrogel(62).

Un simil a esta formulacion es la realizada mediante polivinilalcohol y acido malico
conservando la misma reaccién de esterificacion, logrando generar un hidrogel viable y
estable, con la capacidad de absorber una gran cantidad de agua debido a sus niveles de

porosidad, presentando una estructura de mayor area para interactuar con moléculas(27).

8.2- Sintesis de nanohibridos basados en hidrogel y nanoparticulas de plata

Los polimeros de hidrogel ya sintetizados son ocupados para la formacidn de nanohibridos
con nanoparticulas de plata en sus matrices con diferente grado de reticulacion. Para este
procedimiento fue sumergido el hidrogel PVA/AML en una solucion de nitrato de plata 50
mM siendo reducida con una solucion de borohidruro de sodio la cual es una técnica estandar
para la generacion de nanoparticulas al utilizar sales metélicas(42). Se puede observar por
ejemplo que, utilizando soluciones de esta sal, en conjunto con un proceso de reduccion a
base de borohidruro de sodio, se pueden generar nanoestructuras como nanoplacas o
nanoparticulas de plata, generando un cambio de coloracion en el hidrogel utilizado, pasando
de transparente a tonalidades marrones(43). En el ensayo realizado se pudo observar este
cambio de tonalidades corroborando visualmente la reduccion y posible formacion de las

nanoparticulas, siendo necesarios aun asi otros estudios para su confirmacion.

Para esta sintesis de nanoparticula de plata se ocup6 un protocolo similar al de la técnica
de formacion de nanoparticulas reactivas dentro de un gel preformado debido a que
corresponde a un proceso utilizado para la generacion de nanohibridos de hidrogel con
particulas metalicas, ocupando al hidrogel como un micro reactor en el cual precursores
metalicos como lo es el nitrato de plata conduce a la formacion de nanoparticulas al ser

tratado posteriormente con agentes reductores(63).
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8.3- Estudio de hinchazon de hidrogeles

Los resultados obtenidos en el estudio de hinchazon fueron determinados mediante el
%ESR o0 porcentaje del ratio de equilibrio de hinchazén con el objetivo de evaluar la
capacidad de los hidrogeles para absorber soluciones e hincharse, desempefiando asi, un

papel significativo al momento de la sintesis de las nanoparticulas de plata. El indice de

Ms—Md

hinchazén se calcul6 en base a la ecuacion %W = x 100 siendo de utilidad para

confirmar que todos los hidrogeles fueron aumentando el indice de hinchazoén a lo largo del
tiempo, comenzando a hincharse rdpidamente y de manera completa luego de 5 horas desde
el momento en que fueron sumergidos en los buffers. Posteriormente mantuvieron un indice
de hinchazén constante hasta la finalizacion del estudio. Este procedimiento y resultados son
utilizados para la caracterizacion de las propiedades de los hidrogeles, existiendo similitudes
en estudios recientes al utilizar agentes reticulantes como el &cido succinico y &cido malico
con tiempos de indices de hinchazdn semejantes a las propuestas en este ensayo, logrando
una hidratacion completa pasadas las 5 horas y siendo dependiente de los reactantes
utilizados(27, 64).

También se puede observar en la figura 5 que la hidratacion de los hidrogeles es
dependiente de condiciones externas como el pH de los buffer utilizados, siendo una
caracteristica propia de los polimeros(65). En los diferentes casos, (figura5 A, B, C y D) se
puede apreciar que existe un mayor indice de hinchazon al utilizar buffers pH 7,4 en
comparacion con las soluciones pH 3,0, siendo esto provocado por el comportamiento de las
redes ionicas de la matriz de los hidrogeles, las cuales son proporcionadas por el
entrecruzante acido maleico que presenta 2 tipos de pKa (pKal = 1.93 y pKa2 = 6.59)(66).
Esto genera un mayor grado de ionizacion a nivel de matriz causando un aumento de la
repulsion electroestatica entre cadenas de las redes, provocando de esta forma una mayor
absorcion de solventes y aumentando su volumen(67, 68). Otro punto relevante observado
corresponde a las diferencias de hinchazén provocadas por la concentracion del reticulante
en las formulaciones de hidrogel, viendose que en todos los casos y de forma independiente
del pH, los hidrogeles con menor cantidad de acido maleico (10%) presentaron un mayor
indice de hinchazdn con valores entre el 500 y 600% en comparacion con los de mayor

concentracion que bordeaban un indice de hinchazon entre 400 y 250% para aquellos
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hidrogeles con un 20 0 30% de reticulante. Esto permite confirmar que los diferentes grados
de reticulacion pueden afectar a la propiedad de absorcion de los hidrogeles tal como se
menciona en los estudios de Li. et al. y Echeverri. et al. donde una menor densidad de

reticulacion da como resultado un mayor grado de hinchazon(69, 70),

8.4- Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR) es una técnica bien conocida
y ampliamente utilizada que prueba los modos de vibracion de las moléculas, permitiendo
identificar materiales biol6gicos, tales como proteinas, lipidos, &cidos nucleicos y
carbohidratos que tienen estructuras quimicas unicas y, por lo tanto, espectros de infrarrojos
distintivos(71). Gracias a esta técnica se pudo observar un espectro que se relaciona con la
formacion del polimero de PVA-AML mediante las sefiales emitidas como se muestra en la
figura 6. En este se observa una sefial intensa entre 3000 y 3700 cm™ con un pic en los 3300
cm™ el cual es atribuido al grupo hidroxilo de la cadena de polivinilalcohol junto con su
grado de hidratacion, mostrando ademas un pic en 2920 cm™ que se debe a la banda de
extension del alquilo (R-CH) y un pic en 2840 cm™ causado por las bandas tipicas de
estiramiento de la cadena de PVA. De forma similar, otra sefial significativa corresponde a
la formada en 1640 cm™ que corresponde a los enlaces éster covalentes formados entre el
alcohol de las cadenas de PVA y acido carboxilico del entrecruzante acido maleico.(67, 72).
Permitiendo comprobar la formacion del hidrogel y sus estructuras determinantes para la

formacion de la matriz porosa con su respectivo entrecruzamiento.

8.5- Microscopia electronica de barrido (SEM) y Microscopia electronica de
transmision (TEM)

La microscopia electronica de barrido es una técnica utilizada habitualmente para
determinar la morfologia variable en las diferentes formulaciones de hidrogel, siendo Util

para identificar el entrecruzamiento, la formacion de poros y la matriz del polimero
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sintetizado(73). A partir de los resultados observados se puede establecer una relacion entre
los hidrogeles PVA-AML con diferentes concentraciones de agente reticulante y las
caracteristicas atribuibles a la presencia de nanoparticulas de plata en su estructura.

Las imagenes generadas mediante SEM (Figura 7 A, B y C) permitieron la observacion
de caracteristicas comunes en la serie de hidrogeles sintetizados sin nanoparticulas de plata,
logrando visualizar la presencia de bordes irregulares a nivel de la superficie, en conjunto
con la aparicion de valles entre relieves y conjuntos de redes. En correlacion a lo anterior, se
pudo constatar que los hidrogeles formados al 10% y 20% del agente entrecruzante sin
presencia de nanoparticulas, presentan en sus superficies conjuntos de redes de fibras, siendo
posible observar las estructuras porosas tridimensionales asociadas a la reticulacion de la
matriz, semejante a lo ocurrido en las imagenes SEM en el trabajo del Marican, et al. al
utilizar una formulacion de polivinilalcohol con acido succinico al 20%(64), mientras que
aquellos hidrogeles con un 30% del reticulante acido maleico muestran una superficie mas
bien saturada, que implica dificultades para identificar las fibras de red. Aln con estos
inconvenientes se logra correlacionar que mientras mayor es el porcentaje de reticulacion,
mas pequefias son las porosidades de la matriz como se menciona en trabajos similares
confirmando que el didmetro de los poros depende de la concentracién inicial en la solucion

del polimero(74).

Se pudo observar un cambio en la morfologia de sus redes luego de la estabilizacion de
las nanoestructuras (Figura 6 D, E y F). Las imagenes muestran un aumento de la distribucion
porosa dentro de la red de hidrogel, en la cual se aprecian de una manera mas clara las
diferencias en los diametros de los poros generados, correlacionandolo con las
concentraciones del agente reticulante al disminuir el tamafio de forma respectiva desde

menor a mayor concentracion (10%, 20% y 30%).

Por otro lado, la microscopia electronica de transmisién brindé la posibilidad de
determinar la presencia y diametros de las nanoparticulas de plata estabilizadas dentro de las

matrices de hidrogel con diferente grado de entrecruzamiento. Fueron analizadas 170
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particulas mediante micrografias obteniendo tamafios promedios para cada caso como se
observa en la figura 8. Estas nanoparticulas de plata con forma esférica observadas por TEM
confirmaron que los espacios o poros de la matriz del hidrogel permiten el correcto desarrollo
y la estabilizacion de las nanoparticulas, pudiendo utilizar la red del hidrogel PVA-AML
como plantilla para la sintesis de nanoparticulas de plata y asi la formacion de estos
nanohibridos, comprobando la viabilidad de los hidrogeles para ser utilizados como soporte
y formar nanoparticulas tal como se ve en otras investigaciones relacionadas en donde los
polimeros formados tienen la capacidad de ser mediadores para la sintesis de nanoestructuras

inclusive con otros metales (30, 75).

Un punto importante y también observado mediante las micrografias, corresponde al
tamafio de las nanoparticulas de plata formadas, debido a que mientras mas agentes
reticulante presentan los hidrogeles PVA-AML, las nanoparticulas de plata generadas son de
menor diametro. Lo cual correlaciona la concentracion del entrecruzante, el tamafio de los
poros formados en la matriz del hidrogel y el didmetro promedio de las nanoparticulas de
plata formadas, presentando similitud a lo logrado por Murali et. al. que al utilizar
formulaciones de hidrogel basado en Poli (acrilamida-co-acido acrilico) logré determinar que
el tamafio y forma de las nanoparticulas de plata son efectivamente modificables en estos
soportes(76). Al igual que utilizar el soporte de hidrogel PVA-AML a concentraciones
adecuadas como se da en este caso.

8.6- Determinacion de la actividad antibacteriana de los nanohibridos sintetizados

frente a Staphylococcus aureus

Segun lo observado en la difusion en placa de agar, se logra determinar que los discos
efectivamente presentan actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC®
25923 dependiente de las formulaciones de los nanohibridos trabajados. Asi mismo ocurre
en el analisis cuantitativo, existiendo una relacién inversamente proporcional en donde a
mayor concentracion del entrecruzante o a mayor cantidad de miligramos del hidrogel con

nanoparticulas de plata utilizado, se observa un menor valor de las unidades formadoras de
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colonias (UFC). Lo anterior implica un efecto aumentado que esté asociado al tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas donde con un menor diametro estas presentan una mayor
actividad antibacteriana como se ve representado en ambos estudios de susceptibilidad
realizados. Lo cual presenta analogia con ensayos que mencionan que los agentes
antimicrobianos inorganicos como los metales u 6xidos de metal tienen una relacion directa
con su tamafio y superficie de volumen pues son caracteristicas determinantes para la
interaccion con las membranas celulares de los microorganismos y mientras mas pequefas

sean, la actividad antibacteriana inherente y su efecto se veran aumentada(53, 77).

Como se menciono la actividad antibacteriana de los nanohibridos formados, se debe a la
sintesis de las nanoparticulas de plata en la matriz de los hidrogeles las cuales presentan
efectos antibacterianos conocidos, siendo principalmente la destruccion por contacto el
mecanismo bactericida predominante, logrando ser corroborado por estudios que asocian su
actividad frente a cepas de Escherichia coli y Bacillus subtilis(78). Aun asi, otros
mecanismos estan implicados en su efectividad, tales como la union a la superficie bacteriana
perturbando sus funciones adecuadas como la permeabilidad y la respiracion, la penetracion
al interior de los microorganismos afectando sus estructuras internas ademas de la liberacion

de iones de plata con accién bactericida(79).

Realizando un enfogue en Staphylococcus aureus, los nanohibridos con nanoparticulas de
plata generadas en este ensayo presentan buenos efectos antimicrobianos similares a estudios
anteriores, en los cuales sus propiedades bactericidas se basan en el anclaje y penetracion al
microorganismo(80, 81). Inclusive se ha notificado que estas nanoparticulas presentan efecto
en cepas resistentes a meticilina (MRSA), pudiendo observar que estos ‘“nanometalo-

antibidticos” pueden superar mecanismos de resistencia implicados en cepas bacterianas(82,

83).
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9. CONCLUSIONES

Es factible la sintesis del hidrogel basado en polivinilalcohol (PVA) utilizando como
agente entrecruzante acido maleico (AML) al cumplir con las caracteristicas y propiedades

asociadas a estos sistemas.

El tamafio de los poros formados en la matriz de los hidrogeles es dependiente de las
concentraciones de acido maleico (AML) utilizados, presentando un didmetro mayor cuando

se ocupa un menor porcentaje del entrecruzante.

La matriz porosa de los hidrogeles PVA-AML es un soporte viable para la sintesis de
nanoparticulas de plata bajo el protocolo establecido.

El didmetro de las nanoparticulas de plata sintetizadas es dependiente de la reticulacion
de la matriz de los hidrogeles y sus poros, siendo estas de menor tamafio en soportes con

mayor concentracion de &cido maleico (AML) como entrecruzante.

Los nanohibridos formados presentan actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus ATCC® 25923 dependiente del tamarfio de las nanoparticulas de plata, permitiendo
determinar que mientras menor diametro presenten estas, el efecto antimicrobiano tiende a

aumentar.
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