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RESUMEN

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNP) con actividad
antimicrobiana por medio de sintesis verde, utilizando extracto de jengibre (Zingiber
officinale) como agente reductor de las nanoparticulas de plata provenientes de una solucion

de AgNO:s en presencia de polimeros hidrosolubles y biocompatibles.

Los hidrogeles desarrollados estaban compuestos por polimeros naturales (Alginato
de sodio) y sintéticos (acrilamida y acrilato de sodio) formando una red semi-interpenetrante
de acrilamida y acrilato de sodio, este se sintetizd mediante copolimerizacion en plantilla en
presencia de alginato de sodio como una matriz y N,N, metilen-bisacrilamida (MBA) como
agente de reticulacion. Finalmente, para llevar a cabo una reticulacion quimica, se necesit6
de un iniciador (persulfato de potasio) para formar enlaces covalentes en la estructura

tridimensional del hidrogel.

Las AgNP obtenidas se analizaron mediante espectroscopia UV-Vis y FTIR para
determinar su formacion. El estudio FTIR demostrd que existian grupos funcionales
hidroxilo en el extracto que reducian Ag* a Ag’. La actividad antibacteriana de AgNP se
investigd contra Bacillus cereus, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus y
Salmonella typhimurium mediante el recuento bacteriano en placas de agar soya- tripticasa
con el método de punto final. Las AgNP mostraron un efecto antimicrobiano con una
inhibicidn sobre el 99% de todas las bacterias estudiadas. Los resultaron mostraron que el
hidrogel con menor cantidad de alginato de sodio con respecto a acrilamida-acrilato de sodio
tenia una mejor capacidad para suprimir el crecimiento bacteriano en comparacion con su
contraparte. Estos resultados sugieren que las AgNP podrian usarse como un material

antibacteriano efectivo y como alternativa frente a la creciente resistencia antimicrobiana.

Palabras claves: Alginato de sodio, nanoparticula de plata, hidrogel, actividad
antimicrobiana, jengibre.



1. INTRODUCCION

Debido al aumento de la resistencia bacteriana a las distintas especies de
desinfectante, quimicos y antimicrobianos, se ha querido buscar una alternativa para
combatir este creciente problema a nivel mundial. Una de estas opciones, que ha sido
investigada en los ultimos afios, es la técnica de sintesis de hidrogeles, la cual abre la puerta
para formar materiales con nanoparticulas de metales que por si solo presenten la actividad

biocida.

El alginato de sodio (AS) es una macromolécula anidnica natural que es obtenida de
algas marinas. Este es abundante, renovable, no téxico, soluble en agua, biodegradable y

biocompatible, debido a esto ha atraido la atencién en la biomedicina.

Las nanoparticulas metalicas alojadas en polimeros han sido de gran interés en la
actualidad, ya que presentan aplicaciones en recubrimientos antimicrobianos. Es reconocido
que las nanoparticulas de plata presentan actividad biocida e inhibitoria para
microorganismos, a través de distintos mecanismos de accién como: union al ADN
bacteriano, inactivacion de enzimas metabolicas que participan en la cadena transportadora

de electrones, entre otros.

Se utilizé6 AgNP en hidrogeles de alginato de sodio, las cuales ha demostrado ser un
componente antimicrobiano efectivo frente a multiples microorganismos como hongos, virus
y bacterias. Estas nanoparticulas fueron realizadas utilizando extracto de jengibre (Zingiber
officinale), donde al tratar la solucion de AgNOs con este extracto resultd en la formacion de
nanoparticulas de Ag’. Este método fue eficiente de acuerdo con su simplicidad y ventaja de

ser quimica sostenible.



Finalmente, se estudié las caracteristicas de las nanoparticulas por medio de
espectrofotometria UV-vis y FTIR. Ademas, se evalud la actividad antibacteriana frente a

bacterias Gram positivo y Gram negativo.



2. MARCO TEORICO

A comienzos de la década de los afios 1970, se comenzaron a observar bacterias, las
cuales, presentaban resistencia a multiples antibidticos, entre ellos, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis (1). Lo

cual llevo en la busqueda de nuevos farmacos o formas de erradicar estos patogenos.

La resistencia a los antibidticos ha ido en aumento en todo el mundo, se ha visto un
creciente numero de infecciones, como neumonia, tuberculosis, septicemia, gonorrea o las
enfermedades de transmision alimentaria, son cada vez mas dificiles de tratar, debido a la
perdida de eficiencia de los antibidticos que eran usados en su tratamiento (2). Algunas
causas de esto es el uso de estos medicamentos sin receta méedica para uso humano como
animal, pacientes que no han acabado su tratamiento, control inadecuado de las infecciones
en los hospitales y clinicas, falta de higiene y saneamiento deficiente, y falta de desarrollo de
nuevos antibidticos (3). Para combatir esta problematica, se han investigado distintas
opciones, entre ellos el desarrollo de la sintesis de hidrogeles con nanoparticulas de distintos

metales, los cuales poseen por si solos actividad antimicrobiana.

2.1. Metales con actividad antimicrobiana

Los metales han sido utilizados desde la antigiiedad por su actividad antimicrobiana.
Ciertos metales no esenciales, como la plata (Ag®), el mercurio (Hg?") y el telurio (TeOs%),
son extremadamente venenosos para la mayoria de las bacterias y tienen actividad
microbicida a concentraciones excepcionalmente bajas (4). Algunos de los mecanismos de
accion de los metales son: alteran las biopeliculas resistentes a antibiéticos, ejercen actividad
bactericida sinérgica con otros biocidas, inhiben las vias metabdlicas de manera selectiva y

matan las bacterias resistentes a multiples farmacos. Las dosis tdxicas de estos metales



interrumpen selectivamente los procesos necesarios para el crecimiento celular de una
manera que estd influenciada por las propiedades fisicas y quimicas, tanto de los &tomos
metalicos como de los ligandos donantes accesibles dentro de las biomoléculas intracelulares.
Por lo tanto, las especies metalicas tienen un comportamiento predecible y participan en
reacciones espacialmente localizadas o discretas que eliminan las actividades enzimaticas,

interrumpen la funcién de la membrana o dafian el ADN (5).

Visto de otra perspectiva, la mayoria de los metales pesados son elementos de
transicion con orbitales d completamente rellenos. Estos orbitales d proporcionan cationes
de metales pesados con la capacidad de formar compuestos complejos que pueden ser 0 no
activos redox. En consecuencia, juegan un papel importante como “oligoelementos" en
reacciones bioquimicas sofisticadas. Sin embargo, a concentraciones mas altas, los iones de
metales pesados forman compuestos complejos no especificos en la célula, lo que conduce a
efectos toxicos. Algunos cationes de metales pesados, por ejemplo: Hg?*, Cd?*y Ag*, forman
complejos téxicos fuertes, lo que los hace demasiado peligrosos para cualquier funcion
fisiologica. Incluso los oligoelementos de gran reputacion como Zn?* o Ni?* y especialmente

Cu?* son toxicos en concentraciones mas altas (6).

El estrés oxidativo, las caracteristicas fisiologicas y bioguimicas alteradas que
conducen al dafio organico ocurren con exposiciones a metales pesados. Los metales pesados
imparten sus efectos toxicoldgicos principalmente a través de interacciones moleculares con
grupos sulfhidrilo en diversas moléculas, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y debilitando el sistema de defensa antioxidante de las células y alterando el transporte de los

canales de calcio y Fe?* (7).

Estudios recientes indican que los metales de transicion actGan como catalizadores en
las reacciones oxidativas de las macromoléculas bioldgicas, por lo tanto, las toxicidades

asociadas con estos metales podrian deberse al dafio oxidativo del tejido.(8)



Se han realizado muchos esfuerzos e inversiones en la sintesis de nanoparticulas
mediante enfoques fisicos y quimicos, aunque son métodos facilmente reproducibles y
ampliamente disponibles presentan una cierta amenaza ambiental, por lo que, se ha buscado
nuevas técnicas para su sintesis. Las nanoparticulas metalicas generalmente se sintetizan de
esta manera en un solo paso: un proceso de recipiente Unico donde el extracto organico /
hongos / bacterias se agrega a la solucién de sal metalica requerida y los iones metalicos se
reducen y se cubren con varios compuestos organicos que implican la utilizacion de
productos quimicos no toxicos, benignos disolventes en comparacion con fisicos o procesos

quimicos. Por lo tanto, se observa una menor huella de carbono con resultados satisfactorios

(9).

2.2. Plata

El uso de la plata como agente microbiano, viene desde la antigiiedad, usandose
principalmente para la desinfeccién del agua. En el siglo XVII es descrito como producto
medicinal con multiples propositos, entre ellos el tratamiento de las Ulceras al estar como
nitrato de plata; y a fines del siglo XIX es usado como solucion de nitrato de plata para uso
en gotas oculares en los recién nacidos (10), pero su uso en el campo antimicrobiano fue
disminuyendo con el avance de los antibidticos. Antes del inicio de la terapia con
antibioticos, se utilizaba la plata por su actividad antiséptica, principalmente para el

tratamiento de quemaduras y de heridas (11).

Los productos de plata son comunes en el uso médico, dental y comercial como
agentes microbiocidas. En los hospitales, su principal uso es en las salas de quemaduras,
donde la sulfadiazina de plata y la tela de nylon impregnada de plata se usan como
antisépticos. También, encontramos los catéteres de plata recubiertos con Ag* los que son
usados por su actividad antisépticas de liberacion lenta (12). Igualmente, encontramos en su

aplicacion médica, las formulaciones de plata para uso externo (ver tabla 1).



La plata como agente antimicrobiano ha sido utilizado por cientos de afios para el
cuidado de heridas, para prevenir o manejar infecciones en distintas presentaciones. En
estado solido, como alambres de plata ubicados sobre las heridas; como soluciones de sales
de plata, para limpiar las heridas; y como cremas o ungiientos conteniendo compuestos con
antibioticos y plata, por ejemplo, crema con sulfadiazina de plata (SSD) (13). En la
actualidad, se utiliza la plata i6nica en un numero significativo de vendajes. Se puede
potenciar la actividad antimicrobiana de la plata ionica si lo combinamos con los polimeros
apropiados, junto con el incremento de la cicatrizacion de las heridas, una mejora en la
sustentabilidad, mejora del manejo de los fluidos y una disminucion de la toxicidad (14).
Cheny col. (2014), demuestran que los vendajes con AgNP pueden acelerar la curacion en
guemaduras superficiales, pero no habria diferencia en quemaduras profundas, comparado
con sulfadiazina de plata al 1%. Esto apunta que las AgNP aceleran la reepitelizacion, pero

no la angiogenesis (15).



Tabla 1. Lista de preparaciones que utilizan plata acorde a Farmacopea
Britanica, 2012 (Tabla extraida de Cardoso, 2016)

Preparaciones Usos

Acetato de plata, borato de plata, Antiséptico (uso similar al nitrato de plata).

alantoinato de plata y zinc, carbonato

de plata, cloruro de plata, cromato de

plata, glicerolato de plata, ioduro de

plata coloidal, lactato de plata,

manganita de plata, polimeros de

nylon con plata.

Nitrato de plata (1%) Profilaxis de oftalmia gonocdécica neonatal
(conjuntivitis neonatal), verrugas,
granulomas  umbilicales, tejido de

sobregranulacion y cauterizacion.

Proteina de plata, plata coloidal Antisepsia: gotas para los 0jos y membranas
mucosas.
Sulfadiazina de plata (1%) Profilaxis y tratamiento de heridas por

quemadura, su utilizacion como adyuvante
en el tratamiento de corto plazo de las
infecciones de Ulceras en piernas y ulceras
de decubito, y también agregado a la
profilaxis de las infecciones en sitios de
donantes de injertos de piel y en abrasiones
extensivas. Prevencion y tratamiento de
infecciones en quemaduras severas

Tratamiento ocular de infecciones por

Aspergillus.




2.3. Nanoparticulas de plata (AgNP)

La fabricacion de nanoparticulas (NP) data de cientos de afios atrds, por
ejemplo, los colides de oro y plata en la copa de Licurgo del Imperio Romano (siglo
IV). Segun Cardoso (2016), la nanotecnologia se define como la produccion y
aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la forma y
tamafio de materiales en la escala nanométrica. Esta escala comprende el nivel atdmico
de alrededor de 0,2 nm hasta aproximadamente 100 nm. En el caso de la Nanomedicina,
la aplicacion de esta tecnologia esta en vista de realizar diagnostico médico, tratamiento
0 prevencion de enfermedades, aprovechando las propiedades fisicas, quimicas y
biologicas mejoradas, y frecuentemente novedosas de los materiales en nanoescala
(16).

Es reconocido que las nanoparticulas de plata, oro y cobre son toxicas para los
microorganismos. Se ha demostrado que la plata de tamafio nano es el agente
antibacteriano mas efectivo por su amplio espectro biocida inhibitorio para
microorganismos. Las AgNP (nanoparticulas de plata) se unen al ADN bacteriano
evitando que se multipliquen, asimismo provocan la inactivacion de enzimas
metabodlicas que participan en la cadena transportadora de electrones, lo que

desencadena la inactivacion de la bacteria (16).

Los hidrogeles compuestos comprenden particulas de nano plata incrustadas en
la matriz de hidrogel, a través de un proceso verde con extracto de hoja de menta, los
cuales mostraron una clara actividad sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(17). Estudios muestran que la presencia de AgNP contribuyd a un mayor hinchamiento
de los geles. Ademas, se ha observado que las AgNP se encuentran fuertemente unidas
a lared de gel, lo que reduce las interacciones entre segmentos, haciendo que la red de

gel sea mas expandible (18).



El primer reporte de obtencién de nanoparticulas de plata es documentado en
1889, cuando M.C. Lea informa sobre la sintesis de plata coloidal estabilizada con
citrato (tamafio promedio de las particulas obtenidas era de 7 a9 nm). En 1953, Moudry
patenta un producto con nanoparticulas de plata estabilizadas en gelatina con un tamafio

de 2 a 20 nm. En 1960, se introduce en el tratamiento de las quemaduras (10).

Es definido como Nanoparticula de plata a aquellas particulas con un tamafio
entre 1 y 100 nm en al menos una dimension (escala: 10° m). Para su sintesis existen
variados métodos, en los cuales conducen a tamafios, morfologia, e incluso estabilidad
variable. De forma general, se pueden clasificar en 3 categorias, dentro de las cuales
encontramos los métodos de produccion top-down (se va reduciendo el tamarfio de las

particulas) y bottom-up (a partir de atomos individuales se van formando ensambles).

2.3.1. Categorias de sintesis de nanoparticulas

a) Sintesis fisica: Mientras que los métodos fisicos top-down involucran usualmente
la molienda o desgaste, enfriamiento repetido y la fotolitografia, las técnicas
bottom-up comienzan con un precursor de sal de plata que es reducido en una
reaccion quimica. La nanoplata de produccion comercial utilizan generalmente
este Gltimo método. La evaporacion/condensacion y ablacion con laser son las

principales técnicas fisicas para formar nanoplata desde muestras de metal (10).

b)  Sintesis quimica: Es el método mas frecuente es la reduccion quimica, utilizando

para ello sal de plata, reductores y un estabilizador o agentes de terminacion para
controlar su crecimiento. La sal mas habitualmente usada es el nitrato de plata,
debido a su bajo costo y estabilidad quimica. En tanto, los estabilizadores

10



incluyen surfactantes y ligandos o polimeros que contienen grupos funcionales
como  polivinilpirrolidona, polietilenglicol,  acido  polimetacrilico,

polimetilmetacrilato y otros (10).

Sintesis bioldgica o verde: Es una sintesis orientada a ser amigable con el medio

ambiente, en donde los agentes reductores y de terminacién son ecol6gicos, como
son los péptidos, carbohidratos, proteinas, varias especies de bacterias, hongos y
levaduras, algas y plantas. Thomas y col. (2015), desarrollaron una solucién
econdémica para preparar films con nanoparticulas de plata-quitosano a gran
escala, utilizando quitosano como agente quelante y estabilizador; estos films
muestran una accion antibacteriana excelente contra Escherichia coli y Bacillus
spp. (14). El mecanismo de sintesis verde incluye la reduccion enzimatica, dentro
de la cual encontramos a la reductasa nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
dependiente, y la reduccion no enzimatica. Entre las ventajas de la sintesis
bioldgica es la eliminacion de los solventes organicos y reactivos toxicos en el
procedimiento, ademéas las AgNP obtenidas son méas estables que aquellas
producidas quimicamente, y pueden permanecer estables durante un largo
periodo de tiempo. Por el contrario, las desventajas es que en el proceso de
purificacion puede llevar a que las bacterias patogénicas contaminen el producto,
por lo que se debe tener precaucion en su aplicacién médica (10).

Las nanoparticulas de plata a bajas concentraciones, no son téxicas para el

cuerpo humano, y ademas tienen acciones antibacterianas de amplio espectro (19). Se

dice que los iones de plata (Ag®) tienen actividad bactericida frente a varias bacterias

de importancia clinica resistentes a antibidticos, incluida Staphylococcus aureus

meticilino resistente, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Streptococcus

pyogenes resistente a eritromicina. (19)
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Esto los convierte en candidatos potenciales para su uso en productos
farmaceéuticos y su incorporacion a dispositivos meédicos como recubrimiento
superficial (20) que pueden ayudar a prevenir transmision de patdgenos en el ambiente
clinico (19), la adhesién y posterior formacién de biolfilm en los dispositivos médicos
(20). También, se ha observado que las nanoparticulas de plata tienen la capacidad de

inhibir la formacion de biofilm (21).

El potencial antimicrobiano de la plata puede aumentar si se reduce el tamafio
de las particulas. Desde un punto de vista estructural, en un rango de tamafio entre 10
—100 nm, se observa un fuerte potencial bactericida frente a bacterias Gram positivo y
Gram negativo (22). Y a medida que disminuye el tamafio de la particula, la relacion
superficie-area/volumen aumenta considerablemente (23), resultando en una mayor
reactividad (11). Es decir, las particulas pequefias presentan mayor area de superficie
disponible para la interaccion, presentando un mayor efecto bactericida que las
particulas grandes (11, 24). Las nanoparticulas de plata (AgNP) con un tamafio inferior
a 100 nm, contienen entre 10.000 y 15.000 atomos de plata. Estas tienen propiedades
bioldgicas importantes, como ser agentes bactericidas efectivos frente a un amplio

espectro de bacterias (11).

Existen diversos factores que afectan la susceptibilidad bacteriana a plata y
AgNP, entre ellos se encuentran el aumento de temperatura o de pH alcalino, los cuales
aumentan en forma modesta la actividad de la plata idnica (aunque se han descrito que
algunas combinaciones como la sulfadiazina de plata son inestables a pH alcalino).
Otra variable es la exposicion a largo plazo, un ejemplo de esto es la accion de la plata
en los tubos endotraqueales, en los cuales puede prevenir la formacion de biofilm
durante unos pocos dias, pero no si se utiliza de forma prolongada. La matriz del

polimero utilizado también puede afectar la liberacion de la plata ionica (10).
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b)

2.3.2. Ventajas del uso de nanoparticulas en comparacion con los

antibidticos

Superar los mecanismos existentes de resistencia a los antibiéticos: Esto es

gracias a su tamafio (< 100 nm), el cual le otorga propiedades novedosas, como
mayor interaccion con las células debido a una mayor relacion superficie/masa
(25), por esta misma razon se ha demostrado actividad antimicrobiana frente a
biopeliculas (26).

Usar miultiples mecanismos antimicrobianas simultineamente: El uso de

nanoparticulas tiene multiples modos de accion, por lo que es poco probable que
un microorganismo tenga resistencia a todos ellos, ya que es poco comun tener

multiples mecanismos de resistencias 0 multiples genes mutados (25, 27).

Rol como portadores de antibidticos: Sus principales ventajas para el transporte

de antimicrobianos son: el tamafo pequefio que puede combatir bacterias
intracelulares y la capacidad de ingresar a través de endocitosis a las células del
huésped; proteccion de los antibioticos frente a reacciones quimicas perjudiciales
y mecanismos de resistencia; precision y seguridad reduciendo los efectos
secundarios llevandolo a la ubicacion deseada; controlabilidad del tiempo de

liberacién y combinacién de antimicrobianos en la misma NP (25).

2.4. Mecanismo de accion de la plata

El mecanismo de accion de AgNP no esta completamente claro, sin embargo,

estos abarcan una amplia gama de procesos moleculares dentro de los microorganismos
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(ver figura 4 y 5), que resulta en: Inhibicion del crecimiento, perdida de infectividad
y muerte celular. Estos procesos dependen de la forma, tamafio y concentracion de

AgNP vy de la susceptibilidad del microorganismo a la plata. (19)

Las AgNP son atractivas debido a su accién antibacteriana de amplio espectro
y su baja toxicidad para el cuerpo humano en bajas dosis. Se sabe que los compuestos
a base de plata, tienen efecto bactericida para microorganismos, incluidas las bacterias
resistentes a antibioticos como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

y Pseudomonas aeruginosa multirresistente. (11, 24)

El mecanismo de accidon de las AgNP, en general, se relaciona con su habilidad
de generar mayor cantidad de plata ionica e incrementar la produccion de especies
reactivas de oxigeno. Si comparamos a la plata ionica con las AgNP, el mecanismo de
accion en la membrana es similar, sin embargo, las AgNP son més eficientes para una
concentracion en el rango de los nanogramos en comparacién con el rango de
microgramos para la plata ionica (16). Un factor importante es, que se requiere la
presencia de humedad para la penetracion de plata ionica dentro de la bacteria. (10).
La accion antibacteriana de las nanoparticulas de plata esta relacionada con 4
mecanismos (28).

2.4.1. Adhesion de las nanoparticulas de plata en la pared y membrana
celular

El ion plata para interaccionar con el citoplasma debe aumentar la
permeabilidad de la membrana bacteriana, este proceso lo lleva acabo por la formacion
de poros en la membrana. La acumulacion de nanoparticulas de plata en esta pueden
causar desnaturalizacion de la membrana celular (29), asimismo puede provocar la
liberacion de lipopolisacaridos (30) y la pérdida de contenido celular como iones y
proteinas (28). También, existe atraccion electrostatica entre la carga positiva de las

AgNP y la carga negativa de la membrana celular, la cual resulta en la adherencia a la
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pared celular, membrana citoplasmatica (31). Ademas, existe interaccion de las AgNP
con las proteinas que contienen azufre, lo que provoca cambios irreversibles en la

estructura (30).

El potencial antimicrobiano de las AgNP, por este mecanismo de accion, se ve
afectado por la composicion de la pared celular, donde las Gram negativo son mas
susceptibles que las Gram positivo, esto se explica por el espesor de la capa de
peptidoglican (32). En las bacterias Gram negativo, la carga negativa de los
lipopolisacaridos en la membrana externa, promueve la adhesion de AgNP y hace que

las bacterias sean mas susceptibles (28).

2.4.2. Penetracion de las nanoparticulas de plata dentro de la célula y
desestabilizacion de estructuras intracelulares y biomoléculas

Las nanoparticulas de plata, pueden penetrar la pared celular, lo que puede
causar el rompimiento de organulos, la lisis celular o afectar el funcionamiento vital,

atacando moléculas como proteinas, lipidos y ADN (31):

a) Proteinas: Al penetrar, la plata, a través de canales idnicos pudiendo no
dafiar la membrana, este desnaturaliza el ribosoma suprimiendo la
expresion de proteinas esenciales para la sobrevida de la bacteria, por lo
tanto, impidiendo la traduccién de proteinas (11, 33). También, realiza
la formacion de un enlace estable S-Ag con los grupos tiol (SH) de las

proteinas desactivadas (11, 28).
b) Azucar: Bloquea el metabolismo del azucar al interactuar con la enzima

fosfomanosa isomerasa e inactivarla, la cual es importante para la via

glucolitica (28).
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c) ADN: Los iones de plata pueden interactuar con el azufre y el fosforo
del ADN, lo que puede causar problemas en la replicacion de este (31).
Ademas, Ag" se puede intercalar entre los puentes de hidrogenos de los
pares de bases de purina y pirimidina de las cadenas de ADN
antiparalelas, lo que bloquea la transcripcion de genes y eventualmente,

la division y reproduccion celular (34, 35).

Sumado a lo anterior, se ha observado la formacion de compuestos insolubles
con grupos sulfhidrilos de varias enzimas importantes para la generacion de energia

transmembrana y transporte de iones a través de la membrana celular. (11, 35)

2.4.3. Toxicidad celular inducida por AgNP y estrés oxidativo

Las nanoparticulas de plata tienen la capacidad de producir especies reactivas
de oxigeno y el aumento del estrés oxidativo en las células (28). El efecto toxico puede
deberse a que los Ag* liberados desde las AgNP interactta con proteinas de la cadena
respiratoria interrumpiendo la reduccion intracelular de O (34). El exceso de radicales
libres, causa dafio directo a la membrana mitocondrial y finalmente, la muerte celular
(28).

2.4.4. Modulacion de vias de transduccion de seriales

Las nanoparticulas de plata pueden participar en la transduccién de sefiales
bacterianas, la cual se ve afectada por la fosforilacion de sustratos de proteinas (31).
Las nanoparticulas pueden desfosforilar residuos de tirosina en proteinas, lo que puede

conducir a la inhibicién del crecimiento microbiano y apoptosis (28).
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Figura 1. Las cuatro rutas més destacadas de accién antimicrobiana de las AgNP . 1)

Las AgNP se adhieren a la superficie celular microbiana y dan como resultado dafios
en la membrana y una actividad de transporte alterada. 2) Las AQNP penetran dentro
de las células microbianas e interactuan con organulos celulares y biomoléculas, y por
lo tanto, afectan la maquinaria celular respectiva. 3) Las AQNP causan un aumento de
ROS dentro de las células microbianas que conducen al dafio celular. 4)Las AgNP
modulan el sistema de sefial celular que finalmente causa la muerte celular. (Tomado
y adaptado de Dakal, 2016) (28)
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Figura 2. Las acciones antibacterianas de las nanoparticulas de plata (AgNP). 1)

Interrupcion de la pared celular y la membrana citoplasmética: los iones de plata (Ag
+) liberados por las nanoparticulas de plata se adhieren o atraviesan la pared celular
y la membrana citoplasmatica. 2) Desnaturalizacion de los ribosomas: los iones de
plata desnaturalizan los ribosomas e inhiben la sintesis de proteinas. 3) Interrupcion
de la produccién de adenosina trifosfato (ATP): la produccién de ATP finaliza porque
los iones de plata desactivan la enzima respiratoria en la membrana citoplasmaética.
4) Interrupcion de la membrana por especies reactivas de oxigeno: las especies
reactivas de oxigeno producidas por la cadena rota de transporte de electrones pueden
causar interrupcion de la membrana. 5) Interferencia de la replicacion del acido
desoxirribonucleico (ADN): las especies de plata y oxigeno reactivo se unen al acido
desoxirribonucleico y evitan su replicacion y multiplicacion celular. 6)
Desnaturalizacion de la membrana: Las nanoparticulas de plata se acumulan en las
fosas de la pared celular y causan desnaturalizacion de la membrana. 7) Perforacion
de la membrana: las nanoparticulas de plata se mueven directamente a través de la
membrana citoplasmatica, que puede liberar organulos de la célula. (Tomado y
adaptado de Yin, 2020) (31)
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2.5. Resistencia a la plata

Las potenciales exposiciones repetidas de las bacterias a bajas
concentraciones de plata y AgNP podria, al igual que con los antibi6ticos, ser
contraproducente. Por lo que, se estan explorando nuevas aplicaciones basadas en la
combinacién de AgNP con antibidticos, mayormente en bacterias resistentes a 3 0 mas
clases de antibidticos aunque se han observado algunos efectos adversos con dicha

combinacién (10).

Los mecanismos de resistencia plasmidicas a los metales pesados han sido
centro de estudio. A grandes rasgos, esta propiedad es resultado del “bombeo”
dependiente de energia del ion toxico por las proteinas de membrana, que son ATPasas
o0 antiportadores cation/proton dependiente del potencial quiomiosmatico (12).

Uno de los plasmidos reportados es el pMG101, extraido de una sala de
guemados desde Salmonella spp. Su peso, estimado por electroforesis en gel, es de 180
kb. Confiere a la bacteria resistencia a Hg*?, a telurito y varios antibioticos (36). La
resistencia a plata que es conferida por este plasmido permite el crecimiento bacteriano
en una concentracion 0,6 mM de Ag* o superior en caldo Luria-Bertani estandar con
NaCl agregado, lo que es méas del 600% de la concentracidn tolerable para Escherichia

coli sensible (12).
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2.6. Jengibre

Jengibre (Zingiber officinale Roscoe), perteneciente a la familia Zingiberaceae.
Se cultiva en todas las areas tropicales del mundo y también se encuentra cominmente
en el sudeste asiatico, especialmente en Indo-Malasia. Los componentes quimicos
activos en el jengibre son compuestos fendlicos: shogaoles y gingeroles,
sesquiterpenos: bisapoleno, zingibereno, zingiberol, sesquiphellandreno, curcurmeno
y otros compuestos como el 6-deshidrogingerdiona, galanolactona, acido
gingesulfénico, zingerona, geraniol, glicolglucoalglucidales, neaguilagolidos,

gralicoglicolidales, neaguilagolidos, neaguila, glicolglicidos (37).

El jengibre, posee muchos efectos farmacoldgicos diversos, incluyendo
actividades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas.Varios estudios han
encontrado que el jengibre también tiene una alta actividad antioxidante (38), la cual
estd dada por los compuestos fendlicos presentes que son principalmente gingeroles,

shogaoles y paradols (39).

El extracto de jengibre se aislé del rizoma de Zingiber officinale Roscoe. El
jengibre contiene principalmente aceite esencial y oleorresina. La oleorresina es el
componente picante no volatil. Sus componentes principales son los gingeroles,
principalmente el 6-gingerol. Sin embargo, los gingeroles son inestables en presencia

de luz, calor y aire (40).
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2.7. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes de polimeros reticulados que tienen propiedades
hidrofilicas como absorber y retener fluidos, al igual que, aumentar su tamafio miles de
veces (41). La capacidad de absorber agua esta dada por la presencia de grupos
funcionales hidrofilicos como -OH, -NH,, -COOH, -CONH2, -CONH y -SOsH (42-
44).

2.7.1. Sintesis de hidrogeles

Para la preparacion de hidrogeles son necesarios los siguientes componentes:
Agente disolvente, monomero, iniciador y agente reticulante o entrecruzador que

genera uniones y permite que el hidrogel sea insoluble (45).

En la polimerizacion se tiene en solucion una mezcla de mondémeros y agente
reticulante, pero esta no inicia hasta que esté el iniciador (43). Los sistemas iniciadores
son variados y entre estos estan: radicales libres, temperatura, ionicos, radiacion

gamma, redox (45).

En general, la sintesis de hidrogeles consta de tres partes que son monémero,
iniciador y reticulante. Entre las técnicas para su generacién encontramos la de
dispersion inversa y en solucion. Por un lado, la técnica por solucion es homogénea, lo
cual nos entrega un mejor control del calor de polimerizacion y, por lo tanto, de las
propiedades del polimero. Mientras que, la técnica de dispersion inversa se realiza en
las fases dispersa y continua, la mayoria de los hidrogeles de alto hinchamiento se
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producen por esta via. En su mayoria, el (los) mondémero(s), el iniciador y el (los)

reticulante (s) son libremente solubles en agua, o tienen buena solubilidad en agua (46).

El mecanismo de sintesis comienza con el iniciador de persulfato, el cual es un
iniciador de radicales libres, se descompone bajo calentamiento para generar radicales
anionicos de sulfato. Los radicales extraen hidrogeno del grupo hidroxilo del alginato
de sodio para formar macro radicales. Las moléculas de mondémero de acrilato de sodio
(AA) y acrilamida, que estan cerca de los sitios de reaccion, se convierten en aceptores
de radicales de alginato, lo que resulta en el inicio de la cadena. A partir de entonces,
se convierten en donantes de radicales libres a las moléculas vecinas para hacer crecer
la cadena injertada. Luego, los grupos vinilo finales del MBA reaccionan
sincronicamente con las cadenas de polimero durante la propagacion de la cadena para

formar una estructura reticulada (7).

Después de la sintesis, la masa de hidrogeles necesita ser lavada para eliminar
las impurezas que quedan del proceso de sintesis. Estas incluyen monémeros no
reaccionados, iniciadores, reticuladores, asi como productos no deseados producidos
mediante reacciones secundarias (46). La Figura 3 ilustra el proceso de sintesis y
lavado (purificacion) de los hidrogeles.
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Figura 3. Sintesis de hidrogeles (Tomado y adaptado de Ottenbrite R., 2010) (46)

Luego de la sintesis de un hidrogel, este es sometido a secado, donde el agua se
evapora causado el colapso de la estructura. El gel pasa de su estado expandido, de
méaximo hinchamiento, a un estado en donde es expulsado el disolvente, este proceso
es reversible (47). En el estado seco, denominado xerogel, el gel es un material sélido,
mientras que, cuando se encuentra en presencia de agua pasa a hidrogel, el cual es el
resultado de un balance entre las fuerzas osmdticas, que es responsable de la
penetracion del agua entre las cadenas del polimero hidréfilo y las fuerzas cohesivas
existentes entre las cadenas que oponen resistencia a la expansion. El hinchamiento

alcanza su valor maximo, cuando se encuentran en balance ambas fuerzas (48).

Existen dos tipos de entrecruzamientos, el quimico y el fisico. En el quimico,
se ve involucrado la formacion de enlaces covalentes entre las cadenas y puede
obtenerse empleando monomeros multifuncionales a bajas concentraciones o por
medio del acoplamiento de radicales generados por radiacion. La cantidad de
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entrecruzante debe ser baja, ya que esto aumenta la absorcién de agua y viceversa,
debido a que, una estructura rigida, altamente entrecruzada, no puede contener grandes
cantidades de agua (48). Mientras que, el entrecruzamiento fisico es obtenido por
interacciones secundarias no covalentes como enlaces de hidrogeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas hidréfobas o interacciones dipolo-dipolo (48). El grado de
entrecruzamiento va a determinar sus propiedades de hinchamiento, y por consiguiente,

su aplicacion (49).

Para los sistemas con Acrilamida (Am) se usa como agente de reticulacion
soluble en agua el N, N'-metilenbisacrilamida (MBA) y el persulfato de potasio (KPS)
como iniciador (50). EI MBA es completamente soluble en el medio de reaccion y
posee la mayor reactividad, forma redes altamente ordenadas, las cuales limitan la

entrada de agua (48).

El TEMED es utilizado como catalizador junto a un persulfato para la
polimerizacion de la acrilamida en la sintesis de geles, ya que causan la formacion de
radicales libres del persulfato. La concentracion de este va a depender de la
concentracion de la acrilamida. Una concentracién baja puede dar como resultado que
una parte del monémero no polimerice; por el contrario, un exceso de catalizador da
paso a un ndmero elevado de cadenas de acrilamida anormalmente cortas. La
utilizacion de persulfato, es debido a su cinética de polimerizacién, la cual es rapida
siendo iniciada en unos pocos minutos y su término varia entre treinta minutos a dos
horas, este tiempo tiene como variable la temperatura y la concentracion de acrilamida
(51).

La acrilamida es un producto quimico de amplio uso en la industria, una de ellas es la
sintesis de poliacrilamidas. Se presenta como un polvo blanco cristalino soluble en

agua, etanol, metanol, dimetiléter y acetona; pero no en heptano ni benceno. Se
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polimeriza rapidamente al alcanzar el punto de fusion o estar expuesto a luz
ultravioleta. Es estable a temperatura ambiente, pero puede polimerizarse bruscamente
cuando se mezcla o expone a agentes oxidantes. Entre sus usos se encuentra el
tratamiento de agua potable, acondicionador de suelos, en el procesado de la pulpa de
papel, aditivo en cosméticos, para retirar solidos en suspension en aguas residuales,

para procesado de minerales y como agente sellador (52).

2.7.2. Clasificacion de los hidrogeles

a. Sequn el origen del gelificante: Se pueden dividir en naturales, sintéticos e

hibridos (mezcla de moléculas sintéticas y naturales) dependiendo del origen de
las cadenas poliméricas (45, 53). Dentro de los polimeros naturales, se incluye el
colageno, la gelatina, almidon, agarosa y alginato (43). Mientras que, en los
sintéticos, podemos encontrar poli (6xido de etileno), poli (alcohol vinilico) y
poli (fumarato de propileno) (42) y son preparados por métodos de

polimerizacion quimica (43).

b. Sequn tipo de reticulacion: Esta categoria esta basada en la naturaleza de la union

de la red tridimensional y puede ser interacciones fisicas o quimicas (43).

i. Reticulacion fisica: Hidrogel constituido por interacciones no
covalente, como puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas
(53), fuerzas de Van Der Waals (45).

ii. Reticulacion quimica: Presentan reticulaciones de tipo covalente
entre las cadenas (54) y se pueden producir mediante reacciones de
polimerizacion clasicas, como entre monémeros complementarios o

reacciones mediante iniciador (53).
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Sequn apariencia fisica: Esta depende del proceso de preparacion y puede ser

como matriz o microesfera (43).

Sequn la carga eléctrica de la cadena reticulada: se pueden clasificar en tres

grupos principales, hidrogeles neutros, idnicos o anfoliticos (55).

i. Noionico o neutro: Aquellos hidrogeles que no presentan carga en su
estructura. Estos se hinchan debido a las interacciones agua-polimero
en el medio. Ejemplos de este son: poliacrilamida, polialcohol vinilico

y polietilenglicol (55).

ii. ldnico: estos incluyen hidrogeles preparados a partir de mondmeros
con cargas ionicas, las cuales pueden ser positiva (cationes) o negativa
(aniones) (56). El grado de hinchazon depende del pH del medio
acuoso, debido a que este determina el grado de disociacion de las
cadenas idnicas (55).

e Los hidrogeles cationicos se disocian en medio acido y presentan

mayor hinchazoén a un pH bajo (55). Estos pueden estar formados
por homopolimeros béasicos o cationicos o copolimeros de
monomeros catidnicos y neutros. También pueden formarse por
reacciones de hidrolisis de las redes neutras preformadas o
mediante adicion de policationes en excesos (56). Ejemplos de
estos monomeros son: metacrilato de aminoetilo, metacrilato de
dietilaminoetil y vinilpiridina (55).

e Los hidrogeles anidnicos, en cambio, se disocian en medios

basicos y muestran mayor hinchazén en pH alcalino (55).
Formado por homopolimeros de monémeros &cidos o aniénicos
0 copolimeros de un monémero anidnico y otro neutro (56). Entre
los hidrogeles anionicos se encuentran el acrilato de sodio, &cido

maleico, acido itaconico, entre otros (55).

26



Anfoliticos: Este tipo de hidrogeles incluye cargas positivas y
negativas que estan en equilibrio en la misma cadena polimérica, pero
un ligero cambio en el pH cambia estas propiedades (55). Algunas de
las combinaciones que se incluyen dentro de esta categoria son:
acrilato de sodio y 2-vinilpiridina, anhidrido maleico y N-
vinilsuccinimida, y acrilato de sodio y 2- (dietilamino) etil 2-metil
acrilato (56).

Segln su composicién monomérica basada en el método de preparacién: Se

pueden clasificar en hidrogeles homopoliméricos, copoliméricos e hidrogeles

poliméricos interpenetrantes (57).

Hidrogeles homopoliméricos: Contempla aquellas redes poliméricas
que derivan de una sola especie de mondémero (57), correspondiente a
la unidad bésica de cualquier red polimérica y dependiendo de la
técnica de polimerizacion utilizada estos pueden tener estructura
reticulada o no (43)._Entre los hidrogeles reticulados se incluyen
polimetacrilato de hidroxialquilo, polimetacrilato de glicerilo y
polimetacrilato de 3-hidroxipropilo. Mientras que, entre los no
reticulados de interés, estan polietilenglicol (PEG), poliacrilamida
(PAM) y polialcohol vinilico (PVA) (56).

Hidrogeles copoliméricos: Compuestos por dos 0 mas tipos de
monomeros, al menos uno de estos presenta naturaleza hidréfila y
dispuestos en forma aleatoria, en blogue o alterna a lo largo de la red
de polimeros (42, 57). Entre estos se encuentra: y hidroxietil
metacrilato-co-metil metacrilato (poli(HEMA-co-MMA)),
polihidroxietil metacrilato-co-N-vinil-2-pirrolidona (Poli (NVP-co-
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HEMA)), poli (&cido 2-hidroxietilmetacrilato-co-acrilico (poli
(HEMA-co-AA)) (56).

iii. Hidrogeles poliméricos interpenetrantes (IPN): Hechos de dos
componentes poliméricos sintéticos o naturales reticulados
independientes y entrelazados que no presentan uniones covalentes
entre si (43, 58). Un hidrogel de tipo semi-IPN es aquel que esta

constituido por un polimero reticulado y otro no reticulado (57).

2.7.3. Funciones de hidrogeles

Debido a sus propiedades, han sido variadas las aplicaciones de estos, entre los
que encontramos aplicacion en el area forestal, biosensores, sistemas de administracion
de farmacos, ingenieria de tejidos como el neuronal, lentes de contacto, vendajes para
heridas, lentes intraoculares, sustitutos vitreos, hidrogeles vitreos de liberacion de
farmacos y posible aplicacion en el tratamiento de aguas residuales (59-67). También
han sido utilizados como sistema de administracion de farmacos en variadas ramas de
la medicina, como cardiologia, oncologia, inmunologia, curacion de heridas y manejo
del dolor (68).

Pueden ser conductores de electricidad, mediante la incorporacion de
componentes conductores como nanomateriales de carbono, nanomateriales metalicos
y polimeros conductores, los cuales pueden utilizarse para aplicaciones en los campos

de sensores flexibles, supercondensadores, ingenieria de tejidos, entre otros (69).

Los hidrogeles que contienen grupos hidrofilicos pueden usarse para producir

nanoparticulas, ya que presentan espacios libres entre las redes reticuladas en el estado
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hinchado que puede comportarse como nano reactor (41). La presencia de reticulacién
quimica y fisica evita la solubilizacion de hidrogeles sin afectar los enlaces reticulados
presentes entre el esqueleto polimérico cuando las moléculas de agua entran en la

estructura de la red (70).

Los polimeros intercambiadores de quelantes, suelen ser copolimeros que
contienen uno 0 mas atomos donadores de electrones como N, S, O y P que pueden

formar enlaces coordinados con la mayoria de los metales pesados toxicos (71).

2.7.4. Hidrogeles de alginato de sodio

Los alginatos son una familia de polisacaridos lineales, conteniendo cantidades
variables de acido B-D-manurdnico y de acido a-L-gulurénico, como se ilustra en la
figura 4. El grado de polimerizacion de un alginato es una medida del peso molecular
promedio de sus moléculas y corresponde al nimero de unidades de &cidos urdénicos

(acido B-D-manurodnico y de acido a-L-gulurdnico ) en la cadena polimérica (72).

OH
COOH
) HOO 0
HO OH
H
Acido B-D-manuronico Acido a-D-gulurénico

Figura 4. Monomeros del acido alginico (Tomado y adaptado de Alvarado, E., 2009)
(73).
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El alginato de sodio (AS) es un polisacarido anionico lineal natural, no toxico,
no inmunogénico, totalmente biodegradable, que en su estructura contiene grupos
hidroxilo y carboxilo distribuidos a lo largo de una cadena principal de polimero. Por
lo tanto, AS es compatible con colorantes e iones con carga positiva y puede usarse
para tratar aguas residuales. Como material biodegradable natural, el uso de AS como
adsorbente puede evitar la contaminacion secundaria y otros problemas ambientales
(74). En sumayoria, es extraido de algas pardas o bacterias del suelo, y ha sido utilizado
en la industria alimentaria como espesante, asi como en sistemas de administracion de
farmacos y en ingenieria de tejidos esto debido a sus propiedades no toxicas,
biodegradables, biocompatibles y su bajo precio. Sus grupos funcionales forman un
enlace de reticulacion con cationes polivalentes (excepto magnesio), creando un gel de
alginato con grandes areas especificas, por lo que se puede fabricar facilmente
microesferas con estructuras de red tridimensionales mediante reticulacion con iones
de calcio, que es mas biocompatible que los agentes de reticulacion tradicionales como
el glutaraldehido y el formaldehido. Presenta una gran cantidad de grupos carboxilicos
ionizables de AS (75-77).

En los hidrogeles de alginato, las caracteristicas de flexibilidad o rigidez esta
dado por la distribucion de los monémeros en la cadena polimérica, ademas de la carga
y el volumen de los grupos carboxilicos. Si en el hidrogel hay mas acido a-L-
gulurénico, el gel es méas duro y fragil, mientras que con mayor proporcion de acido f3-
D-manuroénico, el gel es suave y elastico (78). Estos compuestos se van uniendo y

formando cadenas poliméricas como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Bloques poliméricos de &cido manuronico (superior) y acido gulurénico
(inferior) (Tomado de Alvarado, E., 2009) (79).

Sobre la estabilidad de los alginatos, se observa una regla general, en la que los
compuestos con un elevado grado de polimerizacion son menos estables que aquellos
con un grado de polimerizacion bajo. El alginato de sodio es la sal sédica del &cido
alginico, este Gltimo es el menos estable de los productos, pero se ha observado que
materiales con alto grado de polimerizacion en los cuales las largas cadenas pueden
degradarse en unidades menores en unos pocos meses a temperatura ambiente,

mientras que los compuestos de cadenas mas cortas resultan estables (72).

Independiente al grado de estabilidad, todo compuesto alginico comercial debe
ser almacenado en un lugar fresco a temperaturas de 25°C o0 menores, pues a
temperaturas superiores puede causar una importante despolimerizacion lo que
afectaria las propiedades comercialmente Utiles como la viscosidad y la fuerza de los
geles (79).
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a. Propiedades guimicas

Entre los factores quimicos, tenemos que la solubilidad del alginato en el agua
disminuye con la presencia de otros compuestos, como azUcares, almidon o proteinas
en el agua, que impiden su correcta hidratacion. Por lo tanto, se recomienda agregar las

sustancias extra después de que el alginato fue hidratado y disuelto (79).

Alginato es soluble en mezclas de agua, las soluciones acuosas (1%) de alginato
toleraran un 10 — 20% de adicion de disolventes miscibles como alcohol y cetonas. La
adicion de cationes polivalentes en pequefias cantidades inhibe la hidratacion de los
alginatos y, altas cantidades causan su precipitacion (72).

La solubilidad del alginato, a su vez, esta influenciada por factores fisicos y
quimicos. Dentro de los factores fisicos se encuentran tamafio y forma. A mayor
tamafio, las particulas son mas faciles de dispersar y suspender, pero tienen una baja
velocidad de hidratacion. Mientras que particulas mas finas, se disolveran mas rapido,
pero tienen mayor riesgo de aglomeracion. Ademas, al aumentar la concentracion de

alginato, la solucion pasa de liquido viscoso a pasta espesa (72).

b. Propiedades fisicas

i. Rigidez: La rigidez de los geles de alginatos estd directamente
relacionada con el contenido del bloque GG (acido a-L- guluronico).
En su forma de sal monovalente, los alginatos son solubles en agua y
aumentan la viscosidad del solvente en disolucion, es decir, es

espesante (72).
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Viscosidad: Esta propiedad le genera caracteristicas Unicas como
espesante, estabilizante, gelificante, etc. Estas soluciones exhiben una
alta viscosidad que depende principalmente de la concentracion,
estructura molecular y grado de polimerizacion del alginato. La
viscosidad puede ser muy variable y es funcion de numerosos factores,
entre los que se mencionan:

e Peso Molecular: cuanto mayor es peso molecular del alginato,

mas viscosas resultan sus soluciones (79). El peso molecular de los
compuestos de alginato se puede controlar variando las condiciones
de extraccion y manufactura (72).

e Concentracion: El alginato de sodio mas empleado presenta una

viscosidad de 0,2 a 0,4 Pa-s en soluciones al 1% en agua (79),
comparado con una viscosidad de 0,001Pa-s para el agua destilada.
La viscosidad se eleva muy rapidamente al aumentar la
concentracion por encima del 2% p/p

e Temperatura: dentro de cierto rango, la viscosidad de las

soluciones de alginato disminuye aproximadamente 2,5% por cada
grado de incremento en la temperatura. El proceso es reversible,
pudiendo la solucién volver a su viscosidad inicial por enfriamiento,
sin embargo, si las soluciones se mantienen a temperaturas elevadas
(mayores a 50°C) durante periodos extensos, la viscosidad decrece
irreversiblemente debido a un proceso de despolimerizacion (72).

e pH: la viscosidad de las soluciones de alginato de sodio casi no
se ve afectada en el rango entre pH 5y 10, siendo ligeramente mayor
cerca de la neutralidad debido a efectos repulsivos de los grupos
carboxilos cargados negativamente (COO-), los que mantienen
extendidas las cadenas del polimero e incrementan su capacidad de
unién de moléculas de agua. A niveles inferiores a pH 4,5 la
viscosidad aumenta debido a que los grupos COO- libres comienzan
a convertirse en COOH, lo que reduce la repulsion electrostatica
entre las cadenas y pueden acercarse y formar puentes de hidrogeno.
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Si el pH se reduce aun mas, se formara un gel, generalmente un pH
3,5 o inferior. Si el pH aumenta por encima de pH 11, se produce
despolimerizacién lenta, provocando una disminucion de la
viscosidad (80)

e Fuerza lonica: La viscosidad decrece levemente por la adicion

de sales de cationes monovalentes. EI polimero en solucién, al ser un
poli-electrolito, tiende a contraerse al aumentar la fuerza idnica de la
misma. Este efecto se hace méximo a concentraciones salinas
cercanas a 0,1 N (79).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

Hidrogeles de Alginato de sodio conteniendo AgNP obtenidas del extracto de

jengibre conservan las propiedades antimicrobianas propias de las AgNP solas.

3.2. Objetivo

3.2.1

Objetivo general: Sintetizar hidrogeles con nanocompuestos de plata,

utilizando extracto de jengibre (Zingiber officinale) como agente reductor natural

y evaluar su actividad antimicrobiana.

3.2.2
1.

Objetivos especificos:
Sintetizar de hidrogel de alginato de sodio utilizando acrilamida, acrilato
de sodio y persulfato de potasio como iniciador.
Introducir iones de plata en los hidrogeles por absorcion, los cuales se
reducen con extracto de jengibre.
Evaluar la actividad antimicrobiana de los hidrogeles con AgNPs
sintestizadas.
Caracterizar a través de espectroscopia UV-vis y FTIR nanocompuestos de

plata en hidrogeles de alginato.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Preparacion del extracto

Se pel6 20 gramos de jengibre (Zingiber officinale), para posteriormente, lavarlos con
abundante agua destilada. Luego se corté en trozos de 0,5 cm x 0,5 cm aprox. y se introdujo
en un matraz de fondo redondo de 250 mL con 100 mL de agua y 100 mL de alcohol etilico.
La solucion se calentd a 90°C durante 3 horas para extraer el contenido del jengibre y se filtré

a traves de la técnica del filtracion al vacio (Embudo Biichner y matraz Kitasato).

4.2. Sintesis de hidrogel de alginato de sodio

En un vaso precipitado fueron pesados 0,5 g de alginato de sodio y se les agreg6 25
ml de agua destilada. Posteriormente, los hidrogeles fueron sintetizados en una placa de Petri
al afadir alginato de sodio (AS) en distintas cantidades, acrilamida (Am), AA, MBA, KPS
y tetrametiletilendiamina (TEMED) como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Esquema de sintesis de hidrogeles con alginato de sodio.
Formulacion | AS2% | Am(g) | AA(g) | MBA (uL) | KPS (uL) | TEMED (uL)

de cédigo (mL)

H-CO 0 1 0,1 1000 1000 1000
H-C1 3 1 0,1 1000 1000 1000
H-C2 6 1 0,1 1000 1000 1000
H-C3 9 1 0,1 1000 1000 1000
HAgNP-0 0 1 0,1 1000 1000 1000
HAgNP-1 3 1 0,1 1000 1000 1000
HAgNP-2 6 1 0,1 1000 1000 1000
HAgNP-3 9 1 0,1 1000 1000 1000
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AS: Alginato de sodio. Am: Acrilamida. AA: Acrilato de sodio. MBA: N, N’-
metilenbisacrilamida. KPS: Persulfato de potasio. TEMED: N, N, N’, N’-

tetrametilendiamina

Tras agregar el AS se afiadié 5 ml de agua destilada y agitd 10 minutos en el agitador
magnético, después se afiadié el Amy AA, y se agité 30 minutos mas. Luego se agregé MBA
y agité 10 minutos. Por Gltimo, se incorpor6 al mismo tiempo el KPS y TEMED. Se esperd
hasta su solidificacion. Luego de estar en estado sélido, se dejo en la estufa (60°C) y tras su

completo secado, se raspo con la espatula y guardo en envases herméticos.

4.3. Sintesis de nanoparticulas de plata

Se tom¢ la 1dmina seca de hidrogel y agreg6 a un plato de cristalizacién con 700 ml
de agua destilada y se dejo por 1 dia, cada 4 horas se lavé con agua destilada. Luego se
procedié a fragmentar el hidrogel en trozos de 1 cm x 1cm aproximadamente. Lo obtenido
se dividio en 2 partes, una de ellas para ser tratada con la solucion de nitrato de plata y la otra

sin ella.

Para la preparacion de la solucion de plata, en un vaso precipitado agregd 17 g de
Nitrato de plata (AgNO3) en 200 ml de agua destilada, y se dejé en el ultrasonido 10 a 15

minutos.

La porcidn de cada hidrogel seleccionada para ser tratada con la solucién de nitrato
de plata se colocé en un vaso precipitado junto con 50 ml de esta, los cuales se dejaron en
oscuridad por 24 hrs, formando asi los hidrogeles: HAgNP-0, HAgNP-1, HAgNP-2,
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HAgNP-3. Aparte, se dejé a secar las porciones sin plata, dando lugar a H-CO, H-C1, HC-2,
H-C3.

Para la reduccion de los iones Ag* los hidrogeles cargados con iones de plata se
lavaron con agua destilada para eliminar los iones en la superficie y la solucion de plata fue
reemplazada por extracto de jengibre que se dejé durante la noche en oscuridad para evitar
la fotosensibilidad sobre la sintesis de las nanoparticulas de plata (AgNP) a temperatura
ambiente. Luego se extrajo el jengibre y se dejo secar en la estufa (60°C) y tras su completo
secado, se raspd con la espatula y se guardaron en envases herméticos, se hizo también con

los hidrogeles sin plata.

4.4. Caracterizacion de las nanoparticulas

4.4.1.Espectro UV-visible de sintesis de nanoparticulas de plata

Se masé aproximadamente 25 mg de cada muestra y se deposit6 en un frasco ambar
con 10 mL de agua destilada. Para el analisis de utiliz6 un espectrofotometro UV (Rayleigh
UV-2601), en un pardmetro de 200 a 800nm. Para ello, se utilizaron celdas de 3 mL y se
corrié en primera instancia el blanco que correspondia al sobrenadante del hidrogel sin plata
(H-C3) y posteriormente, el sobrenadante de cada una de las muestras (HAgNP-1, HAgNP-
2y HAgNP-3).
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4.4.2 Espectroscopia infrarroja de transformadas de Fourier (FTIR)

La presencia de grupos funcionales en la estructura de los hidrogeles fabricados se
determind por técnica de FTIR analizando los peaks caracteristicos dados por FTIR con la
finalidad de confirmar que los hidrogeles fabricados tenian los componentes requeridos. Se
tomo aproximadamente 0,25 mg de cada hidrogel (H-C3, HAgNP-0, HAgNP-1, HAgNP-2,
HAgNP-3) y se sec0 en la estufa a 60°C. Se utilizo el equipo de espectrofotometria infrarroja
Nexus 470 FT-IR en el rango de 4000 a 400 cm™ y para ellos se formo una pastilla en un

mortero en proporcion 1:3 entre la muestra y bromuro de potasio (KBr) respectivamente.

4.5. Actividad antimicrobiana

Solo hidrogeles que fueron seleccionados para los estudios de actividad
antimicrobiana fueron HAgNP-1 y HAgNP-2.

4.5.1Screening de susceptibilidad antibacteriana

Los estudios antibacterianos del hidrogel copolimérico placebo y su hidrogel
nanocompuesto de plata se llevaron a cabo utilizando un método de disco de papel en medio
Agar Soya (extracto de carne de res (3 g), peptona (5 g), NaCl (5 g) y agar-agar (15 g) a un
pH ajustado a 7.061 (medidor de pH ELICO)). El medio agar soya se prepar6 usando medios
comerciales. Y luego se esterilizo en el autoclave a 121°C durante 15 min. EI medio se vertio

en placas de Petri estériles de 20 ml de volumen y se dejo solidificar.

Se realizaron caldos de 0,5 McFarland con Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Enterococcus faecalis, Lysteria monocytogenes, Acinetobacter baumannii, Klebsiella
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pneumoniae, Serratia spp y Salmonella typhimurium, los cuales se sembraron con térula

estéril en forma de césped, al igual que la técnica de antibiograma.

Cada placa sembrada fue dividida en 4 para luego colocar un disco de papel filtro,
el cual fue sumergido en una solucién de hidrogel, proceso que debe ser menor a 7 segundos.
Estos discos se dispusieron en el centro de la seccion correspondiente de la placa. Las
soluciones de hidrogel contenian 20 mg de hidrogel (HAgNP-1 o0 HAgNP-2) suspendido en
10 mL de agua destilada. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas y se observo la

existencia de una zona de inhibicion alrededor del disco.

El criterio de evaluacion utilizado fue: positivo, si se evidencia un halo inhibitorio
alrededor del disco, y negativo, con la ausencia de este. Acotar que no se tomo en cuenta el

diametro del halo, solo la presencia de este.

4.5.2 Estudio cuantitativo de actividad antibacteriana

Las bacterias usadas en este estudio fueron Gram positivo (Staphylococcus aureus y

Bacillus cereus) y Gram negativo (Acinetobacter baumannii, y Salmonella typhimurium).

Se prepar6 Caldo Soya utilizando medios comerciales. En tubos estériles se agrego

20 mg de HAgNP-1y HAgNP-2, los cuales se dejaron destapados en UV durante 30 minutos.

Se prepard 8 ml de estandar 0,5 McFarland (0,1 UA) de cada bacteria y colocaron en
la estufa a 37°C por 30 minutos. Se sigui6 el siguiente esquema sefialado en la tabla 3.
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Tabla 3. Esquema de trabajo para prueba de actividad antimicrobiana

Caldo Soya Estandar (ml) HAgNP-1 HAgNP-2
(ml) (mg) (mg)
Tubo 1 1 0 0 0
Tubo 2 1 0 0 0
Tubo 3 1 0 20 0
Tubo 4 1 0 0 20
Tubo 5 0 1 0 0
Tubo 6 0 1 20 0
Tubo 7 0 1 0 20
Los tubos 5, 6 y 7 se realizaron con cada bacteria, mientras que los tubos 1, 2, 3y 4 solo
se prepararon 1 vez

Se coloc6 los tubos en bafio termorregulado con agitacion contante por 37°C durante
24 horas. Se extrajeron alicuotas de un volumen de 10 ul los cuales se agregaron a un tubo
eppendorf con 90 ul de agua peptonada al 1%. De cada dilucién, se sembré 10 pL en placa
de agar soya utilizando el método de siembra en césped y se incubaron a 37°C durante 24
horas, para finalmente realizar el recuento de UFC.
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5. RESULTADOS

5.1 Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
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La figura 6 muestra los espectros de FTIR de los hidrogeles, en donde (H-C3)
representa al hidrogel de alginato de sodio y (HAgNP-1), (HAgNP-2) y (HAgNP-3)

representan a los hidrogeles con nanoparticulas de plata con distintos volimenes de AS. Se

Figura 6. Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de los hidrogeles:
H-C3 (Hidrogel sin plata), HAgNP-1, HAgNP-2 y HAgNP-3 hidrogeles con nanoparticulas
de plata con diferentes volimenes de AS.

observa que en el espectro de absorcion, los peak en 3436 y 1650 cm™ son notoriamente mas

fuerte en los hidrogeles con nanoparticulas de plata (HAgNP-1, HAgNP-2 y HAgNP-3) en
comparacioén con el control (H-C3).



5.2 Espectro UV-Visible de los diferentes compuestos
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Figura 7. Espectro UV-Visible de los diferentes compuestos.

En la figura 7 se muestra la aparicion de bandas de absorcion entre los 400 y 450
nm, en los hidrogeles con AgNP (HAgNP-1, HAgNP-2 y HAgNP-3), no asi en HC-3, que
corresponde al hidrogel sin AgNP.
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5.3 Screening de actividad antimicrobiana

Se aprecid actividad antimicrobiana, en forma de halo de inhibicién, de los geles
frente a las bacterias de la especie Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus cereus,
Lysteria monocytogenes, Salmonella typhimurium ATCC14028, Acinetobacter baumannii,

Serratia spp, Klebsiella pneumoniae y Enterococcus faecalis.

De las bacterias en las que se presencid actividad antimicrobiana, se seleccion0
Staphylococcus aureus, Salmonella tiphymurium, Acinetobacter baumannii y Bacillus

cereus para continuar el estudio.

5.4 Recuento bacteriano con el método de punto final.

El calculo del recuento bacteriano se realizé como se describe en el Anexo 1.

Tabla 4. Recuento de colonias en Placa Agar Soya a las 24 horas de ser sembradas,

incubadas a 37°C y porcentaje de inhibicién comparado con el estandar 0,5 McFarland.

Cepas Recuento (UFC/mL) a las 24 horas. % de inhibicion
bacterianas Estandar HAgNP-1 HAgNP-2 | HAgNP1  HAgNP-2
A. baumannii  426.000.000 6000 60000 99,9% 99,9%
B. cereus 173.000.000 2000 19000 99,9% 99,9%
S. aureus 394.000.000 12000 200000 99,9% 99,9%
S. typhimurium  185.000.000 103000 1092000 99,9% 99,4%
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Tabla 5. Actividad antibacteriana de los hidrogeles con nanoparticulas de plata frente a las
bacterias: Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium vy

Staphylococcus aureus, todos con dilucién 102,

Estandar (10 HAgNP-1 (107 HAgNP-2 (107

Acinetobacter
baumannii

Bacillus cereus

Salmonella
typhimurium

Staphylococcus ~ Estandar (10
aureus
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6. DISCUSION

A pesar de no medir el tamafio exacto de las nanoparticulas formadas, podemos
corroborar la actividad antimicrobiana de los hidrogeles con nanoparticulas de plata. Esta
propiedad, fue demostrada en bacterias Gram positivo y negativo como se observa en la tabla
5, en donde se aprecia una disminucién importante de las colonias en comparacién con la
bacteria sin presencia de hidrogel como se ilustra en la Tabla 4 una disminucién en el

recuento de colonias después de 24 horas de exposicion a las AgNP.

Comparando los resultados de estudios anteriores con los obtenidos, es posible
confirmar que el uso del extracto de jengibre permite llevar a cabo la reduccion de los iones
metalicos (Ag*) a nanoparticulas (Ag®) con un proceso de sintesis verde utilizando extracto
de jengibre a temperatura y presion ambiente (81). Al afiadir el extracto de jengibre, la
solucién incolora de AgNOs, se torn6 a un color amarillo — dorado, lo que es indicativo de la
formacion de las nanoparticulas de plata, como se observa en Anexo 4: Figura 8. HAgNP-1 'y
Figura 9. HAgNP-2 EI cambio de color se debi6 a la excitacion de la superficie del plasmon,
que tiene valores de longitud de onda que se informaron en el rango visible de 400 — 450 nm
(82, 83). Ademas, se utilizo espectroscopia UV-Vis para examinar mas a fondo la formacion
de AgNP, como se vio en la Figura 6, el espectro de absorcion mostr6 un peak a los 400 nm,
el cual es caracteristico de las nanoparticulas de plata. Esto indica que el extracto de jengibre

podria funcionar como reductor quimico para sintetizar AgNP (83).

En cuanto al estudio de FTIR que se mostro en la Figura 6, el control HC-3, mostro
su maximo nivel de absorcion a los 3436 cm™, el cual se debi6 al estiramiento del grupo
funcional O-H, los peaks observados a los 2917 cm™ se explica por las vibraciones causadas

por el estiramiento del grupo CH (81, 84, 85).
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El pico a los 1096 cm™ se puede asignar a las vibraciones C-O de la columna vertebral
de alginato, mientras que, a los 1650 cm-1 se debe al estiramiento C-O del grupo -COOH de
la unidad de acido alginico. El grupo de peaks que aparecid a los 1450, 1400 y 1318 cm™,
indican la deformacion de O-H de los grupos C-OH terciarios (84, 86).

El espectro observado en las AgNP, comparten los peaks de absorcidn con el alginato,
donde los peaks a 3436 cm™ y 1650 cm™ fueron notoriamente mas fuertes, lo que indicaria
que estos grupos (carboxilo e hidroxilo) son los responsables de la sintesis y estabilizacion
de las AgNP. Estos datos son similares a otros estudios sobre la biosintesis de AgNP (81,
86).

Inicialmente, el persulfato de potasio, que se usé como un generador de radicales
libres, se descompone bajo calentamiento para generar radicales aniénicos de sulfato, a su
vez, TEMED, acelera la velocidad de formacion de estos radicales libres (87, 88). Los
radicales extraen hidrégeno del grupo hidroxilo del alginato de sodio para formar macro
radicales. Los receptores de estos radicales libres, seran los mondémeros de acrilato de sodio
y acrilamida, lo que resulta en el inicio de la cadena. Desde ese entonces, estos seran los
donantes de radicales libres a las moléculas vecinas para hacer crecer la cadena. Luego, los
grupos vinilo finales del MBA (reticulador) reaccionan sincrénicamente con las cadenas de

polimero durante la propagacion de la cadena para formar una estructura reticulada. (88).

El tipo de hidrogel sintetizado fue de tipo red semi-interpenetrante (semi-IPN),
formado por el copolimero de acrilamida y acrilato de sodio reticulados y el polimero lineal
atrapado en su interior, el cual correspondia a alginato. Este se sintetizd mediante
copolimerizacién en plantilla en presencia de alginato de sodio como una matriz y N,N,

metilen-bisacrilamida como agente de reticulacion. Esta red contenia enlaces covalentes que
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retuvieron la estructura tridimensional de hidrogel y enlaces i6nicos que otorgaron una

resistencia mecanica mayor (81, 87, 88).

La estructura quimica que forma el hidrogel juega un papel crucial en la retencién e
interaccion de iones metalicos e incluso no metélicos. Ademas, la eleccion de los materiales
para la sintesis del hidrogel es importante. En este caso, la generacién de cadenas laterales
hidrofilicas juega un papel importante en la estabilizacion al incrustar AgNP unidas en la
proximidad de un esqueleto de polimero y aisladas de las especies circulantes. Los geles de
tipo semi-IPN, como el utilizado en este estudio, tienen varias cadenas hidrofilicas, como -
OH, -COONa, -CONH2, -COO- y -NH2, que pueden contener grandes cantidades de iones
metalicos como Ag"* debido a su capacidad de anclaje. Ademas, otorgan capacidades de
reduccion, asi como, mejorar la estabilizacion de las nanoparticulas formados gracias a los
enlaces de hidrogeno formados en las cadenas del hidrogel que contienen grupos hidrofilos
(89).

Las nanoparticulas fueron sintetizadas con el método de sintesis “in situ” en el cual,
comunmente, no se emplean agentes estabilizadores, ya que mayormente el medio o sustrato
en el cual se realiza la sintesis permite la dispersion y distribucion homogénea de las
nanoparticulas al irse formando dentro de él, es debido a esto que la incorporacion y sintesis
de las nanoparticulas se realizd colocando los geles hinchados en la solucién de AgNO3 para
que los iones Ag™ penetren hacia el interior de la red hinchada, para luego ser transferidos a

la solucidn de jengibre donde estos son reducidos y formar las nanoparticulas (90).

Se utilizo6 diferentes volumenes de alginato de sodio para realizar la sintesis de
hidrogeles. Los resultados demostrados en la tabla 4 muestran que los hidrogeles con menor
cantidad de alginato de sodio (HAgNP-1), tienen menor recuento bacteriano en comparacion

a HAgNP-2, que tiene mayor cantidad de alginato de sodio.

48



Segun estudios realizados por Manjula (2013) y Agnihotri (2019), muestran que la
cantidad de alginato de sodio influye significativamente en la liberacion de los medicamentos
desde el hidrogel, donde el aumento del contenido de alginato de sodio, es directamente

proporcional al hinchamiento y la liberacion del farmaco (88, 91).

En relacion a swelling ratio, como se muestra en el Anexo 2: Tabla 6, mejora al
contener nanoparticulas de plata, los cuales provocaron el agrandamiento de las redes
poliméricas (88, 91, 92). Sin embargo, un aumento elevado en relacion a la cantidad de
alginato de sodio (como es el de HAgNP-3), disminuye las propiedades de hinchamiento, lo
que puede deberse al llenado de los espacios de la red polimérica por particulas de platay a
la quelacién de algunos grupos hidroxilo y carboxilato del hidrogel (90).

La liberacién de plata desde el interior de los hidrogeles generd resultados variables
segun el tiempo de contacto de la bacteria con el hidrogel (ver Tabla 5). La cinética de
liberacion, incluida la velocidad de difusion, dependen del area superficial, la geometria y la
densidad de la membrana, asi como el nivel de reticulacion del hidrogel (89). El estudio de
liberacidn de plata no se realizd, ya que se encontraba fuera de las directrices del problema
planteado para la investigacion. Sin embargo, un estudio realizado por Bulut E, Sanli O.
(2016), informa que la liberacion de un farmaco desde los hidrogeles aumenta con un
aumento de la relacion PVP / Alginato de sodio (77), lo cual podria ser otra variable para
explicar por qué los hidrogeles con menor relacién alginato/acrilamida-acrilato (HAgNP-1),
presentan una mayor actividad antimicrobiana que los con una menor razén (HAgNP-2). Por
lo que, el estudio de esta propiedad resulta ser importante para conocer el tiempo en el cual

el hidrogel cumple con su maxima actividad antimicrobiana.

Se sefiala que las bacterias Gram positivo, son més susceptibles a las AgNP que las

Gram negativo, esto debido a la organizacién de su pared celular. Las bacterias Gram positivo
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cuentan con una cantidad considerablemente mayor de peptidoglicano que la pared de las
Gram negativo (93). Pero a pesar de que el potencial antibacteriano de las nanoparticulas de
plata estd influenciado por la composicion y grosor de la pared celular de los
microorganismos, en esta investigacion se encontrd que en ambos tipos bacterianos (Gram
positivo y Gram negativo) ocurrié inhibicion del crecimiento y multiplicacién bacteriana,
cuantificandose en sobre el 99% de inhibicion en todos los casos, como se ve en la Tabla 4.
Para corroborar la actividad antimicrobiana de las AgNP, se realizaron controles como lo

ilustra en Anexo 3:Tabla 7.

Esto se pudo deber a la liberacién de iones Ag* desde las nanoparticulas, los cuales
pueden atravesar la pared celular, ingresar a la célula y utilizar diferentes mecanismos
antibacterianos (ver Figura 1 y Figura 2). Entre estos estan: inhibicion de la capacidad de
replicacion del ADN al convertirlo en una forma condensada, interaccion de los iones de
plata con los grupos tiol de las proteinas e inactivacion de la actividad enzimatica y al ser un
metal pesado, puede causar depositos de proteinas (28). Todo lo anterior, es favorecido por
la carga total de las células bacterianas, la cual es negativa a valores de pH bioldgico (en este
caso, simulado por el pH del Agar soya utilizado) por el exceso en el niUmero de grupos
carboxilicos, por lo que la carga positiva de los iones plata generan atraccion electroestatica
(94).

Sin embargo, parametros importantes como el tiempo de liberacién de la plata, el
tamafio de las AgNP, su toxicidad in vivo y el mecanismo de accién exacto realizado por las
nanoparticulas de plata sintetizadas no se encuentran dentro de las aristas de esta

investigacion.
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7. CONCLUSIONES

1. Las nanoparticulas son una opcién dtil frente al desarrollo de nuevos materiales
antimicrobianos, contra bacteria de tipo Gram positivo y Gram negativo, sin embargo,
podria evaluarse su actividad antimicrobiana frente a biopeliculas o a otro tipo de

microorganismos, como virus u hongos.

2. Hemos demostrado un enfoque ecoldgico y rapido de quimica verde para la sintesis de
AgNP mediante el uso de Zingiber officinale, que proporciona una forma simple, rentable
y eficiente para la sintesis de AgNP, lo cual se corrobor6 con la espectroscopia UV-Vis.

3. Esrelevante destacar la importancia de la estandarizacion y reproducibilidad en este tipo
de ensayos, en el cual se debe realizar una combinacion de distintas metodologias para

poder confirmar la propiedad antimicrobiana, como se aprecia en este trabajo.

4. Extrapolar el uso de las AgNP, tanto en humanos como, en otros seres vivos requiere
estudios nuevos y mas complejos que permitan evaluar la razén riesgo/beneficio de su

uso, estudiando asi su toxicidad in vivo.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1: Determinacidn cuantitativa del crecimiento bacteriano (UFC/mL)

Se tom0 una alicuota de pL de cada tubo, se realizaron diluciones seriadas en agua
peptonada 1:10 hasta 10 para las muestras que contenian hidrogel y 10 para las que no.
Posteriormente se sembré en placas de Agar soya tripticasa y se conto las colonias después

de 24 horas a 37°C.

A partir del conteo de colonias y la dilucién utilizada, se calculé las unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

Para la determinacidén del porcentaje de inhibicion de unidades formadoras de

colonias (UFC) se utilizé la siguiente ecuacion:

%I =((B-A))/Bx 100
Donde:
% I= Porcentaje de Inhibicion.
A= UFC viables en muestra tratadas con nanoparticulas de plata

B= UFC viables en muestra control
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8.2. Anexo 2: Swelling ratio

Se secO un trozo de cada hidrogel y se masaron en la balanza analitica, posteriormente

se dejaron secar durante 24 horas a temperatura ambiente y se masaron nuevamente. La

capacidad de hinchamiento del hidrogel se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion.

Donde: Wo es el peso inicial y W1, el peso pasadas las 24 horas.

Tabla 6. Calculo de Sweeling ratio de cada hidrogel sintetizado

Swelling ratio =

Wo — Wy
Wy

Tiempo 0 hrs Tiempo 24 hrs Swelling ratio
HC-3 0,0243 g 4,3104 g 17638,27%
HAgNP-1 0,0151 g 3,7118 g 24481,46%
HAgNP-2 0,0202 g 4,2011 g 20697,52%
HAgNP-3 0,0215g 2,4342 ¢ 11221,86%
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8.3. Anexo 3: Controles actividad antimicrobiana

Tabla 7.Controles de cultivo bacteriano del método de estudio cuantitativo de la actividad
antimicrobiana.

a) Acinetobacter baumannii

d) Staphylococcus aureus

g) HAgNp-1 h) HAgNP-2
Controles de cultivo bacteriano de las especies, medio e hidrogeles a utilizar durante este
estudio luego de su incubacion durante 24 horas a 37°C. a) - d): Control de cada bacteria
(Caldo soya + estandar bacteriano). €) y f) corresponden a los controles del caldo. g) y h)
controles de los hidrogeles a utilizar.

A través de la realizacion de los controles positivo (a — d) de cada bacteria, se
aseguro la viabilidad de estas. Los controles negativos (e-f) ayudaron a descartar
contaminantes en el caldo como en los hidrogeles.
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8.4. Anexo 4: Presencia de nanoparticulas de plata en hidrogeles de AS

Figura 8. HAgNP-1

Figura 10. HAgNP-3 y HC-3

Se puede observa en la figura 9 y 10 la presencia el color caracteristico de la
presencia de las nanoparticulas de plata en las hidrogeles HAgNP-1 y HAgNP-2 tras la
reduccion del ion plata con el extracto de jengibre. Por otra parte, en la figura 11 se aprecia
el contraste de un hidrogel con plata y el otro sin ella.
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