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RESUMEN

Las diferentes areas de investigacion, como la electronica, mecanica, asi como la
biologia y medicina, por mencionar algunas, han evolucionado gracias a la
nanotecnologia. En particular, la nanotecnologia aplicada en el area de la
biomedicina facilita la implementacibn de nuevos métodos de diagndstico y
tratamiento, para enfermedades que actualmente son dificiles de diagnosticar y
tratar, a través del desarrollo de nanomateriales o nanodispositivos funcionales
novedosos, aprovechando las distintas propiedades que presentan en la escala
nanomeétrica. Por ejemplo, las propiedades Opticas y electronicas de
nanoestructuras metdlicas, (oro, plata, platino, titanio) proporcionan una amplia
gama de aplicaciones de diagndstico por imagen (agentes de contraste de rayos-X,
agentes de rastreo, terapia fototérmica (PTT, por sus siglas en inglés)) y tratamiento
(terapia fototérmica y fotodindmica). Ademas, las propiedades fototérmicas y
fotodinamicas pueden usarse para combatir diversos microorganismos patogénicos

los cuales se ha convertido en un problema de salud a nivel mundial.

En este trabajo se evaluaron las propiedades fototérmicas de nanoparticulas
nlcleo-coraza y la capacidad de estas para eliminar microorganismos bacterianos.
Las nanoparticulas ndcleo-coraza quitosano-oro (NpNC Qs-Au), se obtuvieron en
dos fases. La primera fase consistio en la obtencién de nanoparticulas de quitosano
(nativo y modificado con grupos tiol) mediante el método de gelificacion ionotrépica,
utilizando como agente entrecruzante tripolifosfato de sodio (TPP, por sus siglas en
inglés). Las nanoparticulas de quitosano (NpQs) se obtuvieron a distintas relaciones
en peso/peso de TPP/Quitosano (1.2, 1.0, 0.8), ademés se varid el pH de las
soluciones de quitosano (4.5-4.8) para obtener nanoparticulas esféricas. Las NpQs
se caracterizaron por dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) y
microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés). La formacion de la
nanocoraza de oro sobre la superficie de las NpQs se realiz6 por el método mediado
por semillas de oro. Se utilizo la espectroscopia de absorcion UV-Vis para
monitorear la formacion de la coraza mediante el espectro de absorcion de la
resonancia del plasmén de superficie localizado (RPSL), la morfologia se

caracterizé por AFM y microscopia electronica de barrido (SEM), por sus siglas en
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inglés). Las propiedades fototérmicas del nanosistema se evaluaron mediante el
parametro de eficiencia de conversion fototérmica. Posteriormente, la actividad
antibacteriana por efecto de la fototermia se evalué en dos cepas bacterianas
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. La evaluacion de la viabilidad bacteriana
dio como resultados la eliminacion de aproximadamente el 99% de bacterias Gram
negativas (Escherichia coli), mientras que la actividad frente a bacterias Gram
positivas (Staphylococcus aureus) fue ineficiente, manteniendo la viabilidad en un
80%. Con estos resultados, el nanosistema presenta potencial para la aplicacion de

actividad antibacteriana mediante fototermia.



INTRODUCCION

Las nanoestructuras metalicas son tema de interés cientifico dentro del area de la
nanomedicina debido a sus posibles aplicaciones para el diagnéstico y tratamiento
de diversas enfermedades[l]. Los metales nobles, como el oro, presentan
propiedades Opticas especiales a escala nanométrica potencialmente utiles en el
desarrollo de bionanomateriales. Los nanomateriales a base de oro presentan baja
toxicidad y alta biocompatibilidad. Las nanoparticulas esféricas de oro presentan
una resonancia del plasmén de superficie localizado (RPSL) [1], que surge a partir
de la oscilacién coherente de los electrones localizados en la superficie de la
nanoparticula metdlica, con el campo electromagnético de una haz de luz que incide
sobre la nanoparticula, observandose una banda de absorcion dentro de la zona del
UV-Visible o infrarrojo cercano [2]. El RPSL depende de la geometria y tamafio de
las nanoparticulas [3],[4], asi que la longitud de onda maxima de absorcién puede
manipularse, de tal manera que la banda de absorcion de la resonancia del plasmoén
se presente en la region del infrarrojo cercano del espectro electromagnético [5],[6].
Por ejemplo, la biomedicina propone explotar las propiedades de RPSL de las
nanocorazas para el desarrollo de [7] biosensores, agentes de contraste,
nanosistemas liberadores de farmacos y agentes fototérmicos [8][9]. Las
propiedades fototérmicas intrinsecas a la nanoparticula metalica se manifiestan
cuando los fotones incidentes son absorbidos por los electrones, convirtiéndose en
energia acumulada en la superficie del metal, la cual al liberarse se difunde al medio
en forma de calor [10] (propiedad fototérmica) Esta propiedad puede ser utilizada

para destruir una célula, tejido o microorganismo patégeno [11].

Las nanoestructuras de oro como las nanobarras (NBs), nanoparticulas ndcleo-
coraza (NpNC), nanocajas (NCs) y nanoestrellas (NSs) destacan en las
aplicaciones de terapia fototérmica, por el control en su sintesis para desplazar el
RPSL a la region del infrarrojo cercano [12]. Para las NpNC existen dos
clasificaciones. Las primeras son conocidas como nanocorazas huecas y su
principal método de obtencion es mediante el reemplazamiento galvanico de un
metal formando una nanoparticula (ejemplo: plata) por otro metal (oro)[13]. La

siguiente clase de NpNC estan conformadas por un nucleo dieléctrico recubierto
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con una capa delgada el metal [14]. Para estas ultimas, se utilizan materiales
inorganicos y organicos como soporte para la formacién de la nanocoraza,
incluyendo FesOa4, poliestireno, copolimeros (PEI-PAsp(DIP/MEA), polipéptidos y
silice [15][16][17][18]. La silice es el material dieléctrico méas utilizado para la
obtencion de nanocorazas de oro nucleo-coraza [14], [19]. Existen diferentes
meétodos para la sintesis de estas como: i) el método mediado por semillas, donde
una suspension coloidal de nanoparticulas de oro se deposita sobre el nucleo, para
posteriormente realizar una reduccion de iones de oro para recubrir todo el ndcleo
con el metal [20]; ii) otro método de obtencion es la mezcla de acido tetracloroaurico
(HAuUCl4) y la suspension de las nanoparticulas del material dieléctrico y después se

procede a la reduccién de los iones de oro [14].

Por otra parte, los nanodispositivos o0 bionanomateriales con aplicaciones en el area
de la medicina es prioridad que se construyan con materiales biocompatibles y
amigables con el medio ambiente. Existe una amplia gama de materiales organicos
e inorgénicos utilizados, como metales nobles (Ag, Cu, Au), materiales magnéticos
(FesOa4) y polimeros (quitosano, alginato, PLGA, PVA). Estos materiales pueden
combinarse y aprovechar sus propiedades para tener un nanosistema eficiente.
También es posible funcionalizar con biomoléculas particulares, como anticuerpos,

farmacos y péptidos, obteniendo un tratamiento y/o diagnostico especifico.[21]-[23]

El quitosano es un biopolimero extensamente estudiado para las aplicaciones
biomédicas. Es un polisacarido lineal, obtenido de la deacetilacion de la quitina, el
segundo polisacarido mas abundante en el planeta, el cual se obtiene del
exoesqueleto de los crustaceos e insectos y en las células de algunos hongos [24].
Es biodegradable, biocompatible, bioadhesivo y no toxico. Ademas, presentan en
su cadena grupos funcionales (-OH, y -NH2), principalmente) intrinsecos a su
estructura quimica, los cuales permiten modificar la estructura y por lo tanto las
propiedades fisicoquimicas en disolucién[25], [26], los cuales han permitido la
utilizacion de este material en el desarrollo de nanodispositivos de liberacion de
farmacos [27]. Ademas esta caracteristica puede ser aprovechada para favorecer
la formacién de la nanocoraza en nanoparticulas de quitosano mediante la atraccion

electrostatica con el oro [28].



De las metodologias existentes para la obtencién de nanoparticulas de quitosano,
monodispersas y estables, el método de gelificacion ionotropica destaca por ser un
proceso sencillo, barato y reproducible [29]. El método utiliza un agente
entrecruzante, normalmente el tripolifosfato de sodio (TPP), que ayuda a que las

cadenas lineales se entrecrucen formando nanoparticulas esféricas.

Hoy en dia, existe la necesidad de desarrollar materiales o dispositivos hovedosos
para el tratamiento de enfermedades ocasionadas por agentes bacterianos
patégenos. El aumento de cepas bacterianas Gram (+) y Gram (-) resistentes a los
farmacos a los que se tiene acceso, han ocasionado un aumento en los costos en
el sector salud debido a infecciones intrahospitalarias, ademas la contaminacién del
agua por estos agentes provoca pérdidas en la industria alimentaria. Por lo tanto,
es urgente desarrollar nuevos sistemas de tratamiento en escala nanométrica para
su eliminacion. En el presente trabajo, se sintetizdé un nanosistema conformado por
nanoparticulas nucleo-coraza quitosano-oro para combatir estos agentes
patégenos. El nanosistema se caracterizé mediante diferentes técnicas analiticas,
como dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés), microscopia de
fuerza atomica (AFM, por su sigla en inglés), espectroscopia de absorcién UV-
Visible, y posteriormente se realizaron las pruebas fototérmicas evaluando el

posible uso en terapia fototérmica contra la eliminacién de agentes bacterianos.



HIPOTESIS

Las propiedades fototérmicas de las nanocorazas de oro obtenidas sobre una matriz

de quitosano son efectivas para reducir la viabilidad de los agentes bacterianos

interés médico (Escherichia coli 25922 y Staphylococcus aureus 25923).

OBJETIVOS

Objetivos Generales

Determinar las propiedades fototérmicas de las nanocorazas de oro usando como

matriz de soporte nanoparticulas de quitosano, para su posible uso en la eliminacion

de bacterias de interés médico por efecto fototérmico.

Objetivos Particulares

>

Modificar quimicamente quitosano nativo uniendo acido mercaptopropanico
(3-MPA).

Obtener nanoparticulas de quitosano nativo y modificado estables por el
método de gelificacion ionotropica.

Sintetizar nanocoraza de oro sobre nanoparticulas de quitosano (nativo y
modificado) mediante el método mediado por semillas.

Comparar de formacion de nanocoraza en los nanosistemas nucleo-coraza,
quitosano-oro y quitosano-modificado-oro.

Determinar las propiedades fisicoquimicas del nanosistema: DLS, AFM,
Espectroscopia de absorcion UV-Visible, SEM.

Evaluar sus propiedades fototérmicas irradiando con una luz laser infrarroja.
Analizar el efecto fototérmico del nanosistema sobre la viabilidad bacteriana
(Escherichia coli 25922 y Staphylococcus aureus 25923).



ANTECEDENTES
Nanotecnhologia

La nanotecnologia emerge de la combinacion de diversas areas de la ciencia y
tecnologia aplicada, con el propésito de manipular a la materia (desde atomos,
moléculas y nanomateriales) para la construccion de materiales y/o dispositivos
funcionales, en el que al menos una de sus dimensiones se encuentre en la escala
nanometrica (1-100 nm)[30]. En la escala nanométrica las propiedades mecanicas,
Opticas, magnéticas y eléctricas cambian, porque la relaciébn &rea superficial-

volumen aumenta[31][32].

Nanotecnologia Aplicada en Medicina

La nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia en medicina. Esta se enfoca
en la utilizaciébn de materiales con propiedades particulares para el desarrollo de
nuevos tratamientos y métodos de diagnosticos a enfermedades de interés médico,
como son las enfermedades cardiovasculares, neoplasicas e infecciones, las cuales
representan un problema de salud a nivel mundial[33]. Distintos materiales de origen
organico e inorganico, como polimeros y metales nobles (oro, plata, platino), han
sido investigados para su posible uso como agentes liberadores de farmacos, de

diagnéstico y contraste, y terapéuticos (Figura 1)[34].
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Figura 1 Nanosistemas liberadores de farmacos en nanomedicina. Adaptado de[34]

La nanomedicina en su busqueda de nuevos nanosistemas para su aplicacion
meédica recurre a materiales que sean biocompatibles, no téxicos y biodegradables,
para asi evitar efectos secundarios[35]. Las nanoestructuras metélicas como las de
oro han destacado en los ultimos afios, asi como las nanoparticulas provenientes

de biopolimeros.

Nanoestructuras Metalicas de Oro

Las nanoestructuras de oro poseen propiedades mecanicas, Opticas, cataliticas y
eléctricas que a nivel macroscépico no presenta[36]. Estas caracteristicas, ademas
de su biocompatibilidad, lo hacen prometedor en las aplicaciones dentro de la
nanomedicina. Distintas nanoestructuras han destacado dentro del area médica,
como agentes de diagnostico y terapéuticos, las cuales destacan las nanobarras
(NBs), nanoparticulas solidas (NpS), nanoparticulas nucleo-coraza (NpNC) y

nanocorazas huecas (NCH)[37].



El fendmeno de resonancia del plasmén de superficie localizado (RPSL) es una de
las principales caracteristicas que se considera para la aplicacion en la
nanomedicina. Este fendbmeno se define como la oscilaciébn coherente de los
electrones de la superficie del metal cuando es irradiado por un campo
electromagnético de determinado longitud de onda (Figura 2)[38]. Los electrones
pueden pasar por dos procesos de relajacion, para llegar a su estado base, ya sea
por un proceso radiativo o no radiativo. En términos generales el proceso radiativo
sucede cuando los fotones que inciden en el metal son dispersados en otra
direccién. En el proceso no radiativo, los fotones provenientes del haz de luz
incidente son absorbidos por los electrones de superficie produciendo lo que se
conoce como electrones calientes, los cuales son electrones altamente energéticos,
liberando la energia absorbida en forma de calor al medio que lo rodea [9][39]. Esta

propiedad puede ser explotada en el desarrollo de las terapias fototérmicas.
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Figura 2 Representacion del fendbmeno RPSL en nanoestructuras esféricas.
Adaptado [38]

El RPSL es dependiente de la forma y tamafio de la nanoestructura metalica y
puede ser detectada mediante técnicas espectroscopicas. Regularmente el RPSL

se presenta en la region del UV-Visible, en las nanoparticulas esféricas aparece



aproximadamente en la longitud de onda de 520 nm[36], mientras que en las NBs 'y
NpNC se puede manipular desde el proceso de sintesis desplazando su RPSL a
una longitud de onda mayor perteneciente al infrarrojo cercano (NIR, 750-1000
nm)[40]. Este desplazamiento hacia la regién del NIR es importante en aplicaciones
bioldgicas, ya que en esta region los componentes sanguineos y el agua tienen

minima interaccion con el haz de luz incidente[41].

La terapia fototérmica es una aplicacién importante dentro de la nanomedicina. el
principal enfoque de esta terapia es combatir las células cancerosas utilizando
nanoestructuras como las NBs, Nanocajas, Nanoprismas, y NpNC[42]. Ademas de
la eliminacidon de células cancerosas, también se ha iniciado las investigaciones
para la utilizacion de la terapia fototérmica en la eliminacion de agentes bacterianos,

los cuales ha mostrado avances significativos. [42][43].

Nanoparticulas Nucleo-Coraza de Oro (NpNC)

Las nanoparticulas nucleo-coraza de oro se conforman de una capa delgada de oro
sobre un nudcleo de un material dieléctrico[44]. Es importante mencionar que el
RPSL puede manipularse, mediante la relacion radio del nucleo/espesor de la
coraza (RN/EC)[45]. Dependiendo de la relacion RN/EC obtenida, el material
dieléctrico utilizado y el medio en el que se encuentran suspendidas las NpNC, el
RPSL presentara su maxima absorcion en determinada longitud de onda[46]. Este
fendbmeno se determina con la teoria de Mie, la cual es aplicada para los metales
nobles y calcular las secciones eficaces de extincion, las cuales se pueden obtener
a partir de técnicas espectroscopicas de absorcién[47] (Figura 3[40]).

Existen distintos procesos de sintesis de NpNC, los cuales permiten obtener la
presencia del RPSL en la longitud de onda deseada. Las nanoparticulas que forman
el nacleo de las NpNC son las primeras en ser sintetizadas, comunmente se utiliza
las nanoparticulas de silice[14]. Para la sintesis de la nanocoraza de oro existen
principalmente dos procedimientos. El primero es el mediado por semillas, el cual

consiste en la obtencion de una solucion coloidal de oro, donde las nanoparticulas
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obtenidas tienen un tamafio aproximado entre 2-5 nm, las cuales se depositan en la
superficie funcionando como puntos de crecimiento para la formacion de la
nanocoraza[48]. El segundo procedimiento es la reduccion in situ del acido
cloroaurico (HAuCls), precursor utilizado en la sintesis de nanoestructuras de oro,
sin la necesidad de la adsorcion de semillas de oro sobre la superficie del material
dieléctrico [14][48].

Ambas técnicas permiten obtener NpNC con las caracteristicas Opticas deseadas,
sin embargo, el procedimiento mediado por semillas permite un mejor control en la
depdsito del oro sobre la superficie del material dieléctrico, teniendo como resultado
una coraza uniforme[49]. Dado que el proceso de nucleacidn permite asegurar que
toda la superficie del ndcleo sea cubierta, mientras que la reduccion in situ da como

resultado un crecimiento anisotrépico de la coraza[50].

En el proceso de nucleacion los grupos funcionales presentes en la superficie del
metal son importantes para consolidar la interaccion. Como se menciono
previamente, el principal material utilizado como nucleo es la silice donde la
superficie es modificada con grupos aminos dandose una interaccion electrostatica
con el oro. se han investigado otros materiales dieléctricos, como el poli (lactico-co-
glicélico) (PLGA)[51], donde las superficies de las nanoparticulas obtenidas son
modificadas para mejorar el depdsito del oro sobre ellas. Esto ha despertado el
interés cientifico en la blusqueda de nuevos biomateriales dieléctricos, lo que se

sugiere al quitosano.
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Figura 3 Desplazamiento del RPSL, dependiente de la relacion radio nacleo/espesor

de la coraza de oro. Adaptado de[40]

Quitosano

El quitosano es un polimero lineal conformado por bloques de N-acetilglucosamina
y glucosamina (Figura 4)[52]. Se obtiene de la deacetilacion de la quitina,
proveniente de los exoesqueletos de ciertos crustaceos, insectos y de algunos
hongos[53]. Se puede obtener por distintos medios quimicos, incluyendo:
tratamiento alcalino, enzimético o de explosion de vapor[52]. Este biopolimero
posee numerosas propiedades, las cuales han despertado un gran interés cientifico
para mdultiples aplicaciones. Las propiedades que se pueden destacar son su
solubilidad en ciertos &cidos, biodegradabilidad, biocompatibilidad, grupos
funcionales reactivos (-NHz, -COOH), funcidon hemostatica y regenerativa asi como

efectos antimicrobianos y fungistatico[54], [55].

Se han realizado investigaciones para la aplicacién del quitosano, que incluyen
formacion de geles, microgeles y en nanoparticulas. Estas ultimas se han evaluado
como un sistema liberador de farmacos, debido a la reactividad de los grupos
funcionales antes mencionados. Se han descrito distintos métodos de sintesis de
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nanoparticulas de quitosano, como lo es la coacervacién, autoensamblaje de
derivados hidrofébicos, secado o pulverizacion, reticulacion quimica y reticulacion
ionica[56]. Las nanoparticulas obtenidas por estos métodos han mostrado la gran
capacidad del quitosano de encapsular farmacos, ADN, ARN vy otras
proteinas[57][58].

El método de gelificacion ionotropica es el método mas se utilizado. Las
propiedades intrinsecas del quitosano desempefian una funcién importante en el
proceso de sintesis de las nanoparticulas. En ambientes acidos el quitosano se
carga positivamente debido a la protonacién de los grupos aminos, permitiendo la
interaccién con otros materiales cargados negativamente para su conformacion en
la escala nanométrica[57]. El tripolifosfato (TPP) es un polianién, no téxico y soluble
en agua que se utiliza en la sintesis de las nanoparticulas de quitosano (Np Qs)
como agente entrecruzante. Para la obtencion de las Np Qs factores como el pH de
la solucién de quitosano, la relacion entre quitosano y agente entrecruzante (p/p), la
temperatura y agitacion, son importantes para lograr sintetizar particulas en la
escala nanomeétrica.[29][59][60]. Mediante esta técnica se han obtenido

nanoparticulas esféricas por debajo de los 200 nm s.[61]

CHa
OH D=

NH2 g’ NH
HO7~L7~o—=2—0, HOo7—L7—o
--‘3--‘%%7 HDW-D-%DF
H

NH;
OH

Figura 4 Estructura del quitosano. Adaptado [52]

Estas nanoparticulas esféricas obtenidas exhiben en su superficie grupos aminos

libres[62], los cuales pueden funcionar como sitios de deposicion de semillas de oro
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y posteriormente formar la nanocoraza. Ademas, que permiten modificar su
estructura quimicamente. De esta forma mediante reacciones quimicas como la de
amidacion, pueden unirse moléculas que tengan grupos funcionales mas afines al
oro, como los grupos tioles (-SH)[25][26]. Asi aumenta la posibilidad de que las
semillas de oro se depositen en la superficie del metal mediante enlace
covalente[55] [56], ademas de las interacciones electrostaticas del grupo amino
libre[65]. De esta manera la combinacion de las propiedades Opticas del oro y las
excelentes propiedades del quitosano, dan como resultado un nanosistema

prometedor en las aplicaciones biomédicas.

Actividad Antibacteriana de Quitosano

Existen numerosos estudios sobre las distintas aplicaciones de las nanoparticulas
de quitosano. La actividad antibacteriana y bacteriostatica son de las aplicaciones
sobresalientes. Si bien agn el mecanismo aun no esta definido, existen propuestas
que pueden describir los sucesos[26][66]. Factores como el peso molecular del
quitosano, el pH del medio, el grado de deacetilacion y temperatura son importantes
para que el efecto antibacteriano se produzca[67]. El tipo de bacteria (Gram positivo
o Gram negativo) también es un factor importante sobre el efecto y mecanismo
antibacteriano, debido a la distinta composicion de las bacterias[26]. Las bacterias
Gram positivo presentan en su exterior una pared celular compuesta mayormente
de una capa rigida de peptidoglicano seguido de una membrana plasmatica. A
diferencia de las Gram negativo cuya superficie es una doble membrana plasmatica
y entre ellas una capa delgada de peptidoglicano. En la Figura 5 se muestra la pared
celular de las bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas.[68][69]

14



Bacteria Gram Positiva Bacteria Gram Negativa

<—|_ Membrana externa =— |
Peptidoglicano

<+— Membrana interna —> &

Figura 5 Representacion esquematica de diferencias en la composicion de la pared
celular entre bacterias Gram positivas y Gram negativas. Basado de [69]

En la literatura se describen distintos mecanismos de accion del quitosano sobre las
bacterias. El principal mecanismo descrito por autores es la interaccion
electrostética entre los grupos aminos protonados del quitosano y la carga negativa
de la membrana de las bacterias lo cual provoca desequilibrio en la permeabilidad
de la membrana resultando en la fuga de nutrientes y por lo tanto la muerte celular.
Otro mecanismo de accion propuesto es la internalizacion de las Np Qs por medio
de vacuolas. Alcanzando la interacciébn con el DNA bacteriano y por lo tanto
interfiriendo en la sintesis de proteinas.[70]

Nanoparticulas Nucleo-Coraza: Terapia Fototérmica Contra Agentes

Bacterianos

En los ultimos afos las bacterias han desarrollado resistencia a multiples farmacos,
generando graves problemas en el sector salud y la industria alimentaria. La

necesidad de nuevos sistemas de tratamientos es de gran importancia[71]. Estos
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tratamientos novedosos deben proveer resultados favorables y a su vez evitar que
las bacterias desarrollen resistencia. De esta manera las nanoparticulas nucleo-
coraza prometen ser un sistema antibacteriano efectivo. La eliminacién de las
bacterias por medio de la capacidad del oro de convertir la luz en calor (efecto
fototérmico) evitaria asi el desarrollo de resistencia por parte de los agentes
patogenos. El calor generado por las NpNC atacaria directamente a las proteinas
presentes en la superficie de las bacterias provocando su desnaturalizacién y por
ende la muerte de las bacterias.[72][73]

Existen pocas investigaciones donde se hayan aplicado las NpNC en terapias
fototérmicas contra bacterias. La mayoria de las investigaciones de terapias
fototérmicas aplicando estas nanoestructuras se enfocan en la destruccion de
células cancerigenas[2]. A pesar de eso, los resultados de la terapia fototérmica
contra bacterias son prometedores. Por ejemplo, Khantamat, et al.[74] en 2015
reportaron un importante estudio, en €l se describe como problema las
enfermedades intrahospitalarias provocadas en catéteres. Realizaron la terapia
fototérmica utilizando como modelo una superficie un catéter, la cual modificaron
funcionalizado con nanoparticulas nucleo-coraza silice@Au y simulando una
infeccion con Enterococcus fecalis. Después de la irradiacion procedieron a la
cuenta de unidades formadoras de colonias (UFC) observandose una disminucién

considerable de las UFC en las muestras tratadas con la terapia fototérmica.

Esto proporciona nuevas opciones en la aplicacion de la terapia fototérmica.
Ademas, permite buscar nuevas combinaciones de biomateriales para implementar
sistemas de NpNC. La conformacién de nanoparticulas de quitosano recubiertas de
oro, prometen solucionar el problema de salud de infecciones provocadas por

agentes bacterianos, debido a las propiedades que ambos biomateriales presentan.
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METODOS

Modificacion de Quitosano

La presencia de grupos funcionales reactivos (-NHz, -OH principalmente) presentes
en la estructura del quitosano permite realizar cambios en las propiedades
fisicoquimicas del biopolimero. Asi, la modificacion del quitosano se realizd por
medio de una reaccibn de amidacion uniendo quimicamente &cido 3-
mercaptopropanoico (3-MPA), el cual proporcionara el grupo funcional tiol (-SH).
Este grupo funcional favorecera la interaccion de las nanoparticulas de quitosano
con las semillas de oro mejorando la formaciéon de la nanocoraza. El procedimiento
se realiz6 siguiendo la técnica descrita por Ko et al[75], con adecuaciones. La
reaccion se lleva a cabo en dos partes, primero una activacion del 3-MPA en una
mezcla de  N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida  (EDAC) 'y  N-
hidroxisuccinimida (NHS) disueltos en dimetilformamida (DMF). En la segunda parte
se disuelve quitosano en HC| 0.01 M, una vez disuelto se ajusta el pH a 4.0 con
NaOH 1 M. Posteriormente se afiade el 3-MPA activado y se deja reaccionar por 12
horas. Transcurrido ese tiempo se procede a una dialisis exhaustiva para eliminar
el exceso de reactivo que no formo parte de la modificacion. La muestra obtenida
se liofilizé y se le realiz6 espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier en
modo de reflectancia atenuada (FT-IR/ATR) para evaluar la modificacion.

Preparacién de Nanoparticulas de Quitosano

Las nanoparticulas de quitosano nativo y modificado se obtuvieron por el método
de gelificacion ionotropica, descrita por Calvo, et al.[76] con ligeras modificaciones
(Doctor en Nanotecnologia Mario Eduardo Almada Ortiz, Universidad de Sonora).
El método consiste en la preparacion de una suspension de quitosano 0.5 mg/mL
(nativo y modificado) en acido acético 50 mM manteniendo en agitacion magnética
por 24 horas. Después, 10 ml de la suspension de quitosano se coloco a bafio maria
a 60 °C por 10 minutos en agitacion magnética constante. Justo después de los 10
min en bafio maria, se pasé a un bafio de agua helada (alrededor de 2-4°C) e
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inmediatamente se agregd una alicuota de la solucién de TPP (2 mg/mL), preparada
previamente en agua desionizada y se dejo por 15 minutos en agitacion magnética.
Para encontrar las mejores condiciones de preparaciéon de nanoparticulas de
quitosano, las proporciones de TPP y quitosano (p/p) se variaron sisteméaticamente
(1.2; 1.1; 1.0; 0.8; 0.6), asi como el pH de la solucion de quitosano (entre 4.5-5.0),

con el propdsito de obtener una nanoparticula con un tamario inferior a los 200 nm.

Se afiade r

Tripolifosfato .= ®
de Sodio & i \
/—* JE h = wm

2 Bano Helado 4°C
Bano Maria 60°C (a:,ox)
Solucién de
Nanoparticulas de
Quitosano

Figura 6 Esquema de sintesis de nanoparticulas de quitosano, método de

gelificacion ionotropica.
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Sintesis del Nanosistema Nucleo-Coraza de Quitosano-Oro (NCQs-Au)

Mediado por Semillas

Las nanoparticulas de quitosano previamente preparadas fueron utilizadas como
andamio de soporte para la obtencién de la nanocoraza de oro. La sintesis de la
nanocoraza se realizé por el método de crecimiento mediado por semillas. La
solucién coloidal de semillas de oro, se sintetizaron por el procedimiento descrito
por Topete, et al.[77], con ligeras modificaciones, utilizando como agente
estabilizante citrato de sodio y como agente reductor NaBH4. Posteriormente se
realizaron diferentes experimentos para encontrar las mejores relaciones semillas
oro-nanoparticulas de quitosano para la obtencion de la nanoparticula nucleo-
coraza. Brevemente, una alicuota de la dilucion de las semillas se adiciona a la
solucion de nanoparticulas de quitosano, previamente diluidas (dilucién 1:10),
manteniendo una agitacion suave y constante por diferentes tiempos (0.5 hrs 'y 16
hrs). Una vez trascurrido el tiempo, se afiaden alicuotas de la solucion de HAuCl4

1.47 mM y &cido ascorbico 10 mM para el crecimiento de la coraza.

5 B o Diluciién de
- - i y=—— Nanoparticulas
de Quitosano
+
’ A T, Semillas de Oro

Cambio de
color inmediato '

——
= = [ )

HAUCI; + Citrato de Nanoparticulas
Sodio (agitacion) de oro (5 nm
aprox.*)

Np NC Qs-Au

Figura 7 Esquema de sintesis nanocoraza de oro sobre Np de Qs.
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Caracterizacion
Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La técnica de dispersion de luz dinamica se basa en la medicion de las fluctuaciones
de la intensidad de la luz dispersa contra tiempo, la cual se colecta a un angulo
particular. La dispersion sucede cuando el haz de luz incide en una suspension de
particulas de tamanos entre 1 nm y 1 um. Las fluctuaciones de la intensidad de la
luz dispersa, esta relacionado con la velocidad de difusion de las particulas en
suspensioén, cuando estas colisionan con las moléculas del disolvente (movimientos
Browniano). La velocidad de difusion o coeficiente de difusidon (D) esta directamente
relacionada con el tamafio de las particulas; si son pequefias, al interactuar la luz
con ellas las variaciones de la intensidad se daran en periodos de tiempo corto, en
comparacién con las de mayor tamafio, donde las variaciones de tiempos seran un

poco mas prolongadas.

Una vez que se determina el D, el radio hidrodinamico de la nanoparticula se calcula

mediante la ecuacion (1) de Einstein-Stokes:

p = *BT (1)

6TNTY

La distribucion de tamafio de las nanoparticulas de quitosano, se obtuvieron
empleando un equipo Zetasizers-NanoZS de Malvern instruments, equipado con
una laser rojo de A= 633 nm (He-Ne, 4mW). Las muestras después de ser
dispersadas en agua desionizada fueron colocadas en la celda de medicién,
realizandose medidas por triplicado a temperatura constante de 25 °C, los ciclos de

medicion fueron determinados por el equipo.

Potencial Zeta ({)

Las mediciones del potencial zeta, pueden analizarse por diferentes técnicas, una
de las mas utilizadas es por medio de la microelectroforesis de laser Doppler. La

cual consiste en medir la velocidad electroforética de una nanoparticula cargada
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cuando se aplica un campo eléctrico externo. Esta velocidad esta relacionada con

el ¢ por medio de la ecuacion (2) de Henry[78].
2
Us = 22f(Ka) @

BEED)

El valor de potencial zeta puede relacionarse con la estabilidad de las
nanoparticulas en solucién, asi que un valor elevado de potencial zeta se considera
estable, debido la repulsion electrostatica que evita la aglomeracion de las
nanoparticulas.[79] Las nanoparticulas que presentan un potencial zeta en valor
absoluto de |10] mV se consideran aproximadamente neutras, mientras que las
nanoparticulas con potenciales zeta mayores de |30| mV se consideran fuertemente
catibnicas y anionicas, respectivamente y se considera que son estables.[80]

Las muestras fueron analizadas en el equipo Zetasizer-NanoZS de Malvern
instruments. La suspensiéon de nanoparticulas se colocd en una celda para PC. Los
valores son reportados como una media + la desviacion estandar de tres mediciones

independientes.

Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La microscopia de fuerza atobmica permite obtener imagenes topogréaficas de
nanoparticulas. Consta de una sonda o microplaca en donde se encuentra una
punta a la cual se le hace incidir un laser. La punta sube o baja debido a la
interaccidn con la superficie de la muestra, la micropalanca refleja la desviacion del
laser a un fotodetector y es interpretada por el software generando una imagen.
(Figura 8).[81]
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Figura 8 Representacion de la interaccion de la punta del AFM. [82].

Se utilizdé un microscopio modelo JSPM-4210, JEOL, Japan. Una alicuota (entre 50-
100 pl) de la suspensién de las nanoparticulas se deposité sobre una mica, dejando
reposar por 1 min, el exceso se adsorbié con la ayuda de un papel y se dejé secar
por 1 h. Las imagenes fueron obtenidas en modo no-contacto empleando un
cantiléver HQ:NSC15/Al BS. Las imagenes fueron procesadas en el software WSxM
5.0.

Microscopia Electronica de Barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es una técnica
utilizada para obtener imagenes y caracterizar materiales en escala nanométrica
por su alto grado de resolucion. La imagen se obtiene a partir de electrones
secundarios que se desprenden de la muestra cuando un haz de electrones incide
en la superficie. Los electrones secundarios son recolectados por un detector los
cuales son interpretados por un software como una imagen. Ademas, se puede

obtener informacion sobre los elementos presentes en la muestra, cuando el haz de
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electrones incide en ella, puede desprender un electrén del elemento, provocando
una transicion de un segundo electron de niveles energéticos elevados ocupe el
hueco, esto produce una rayo X de energia especifica para cada elemento que se
encuentre presente en la muestra, la cual es una técnica que nos ayuda a conocer
los elementos presentes en la superficie del material, asi como su morfologia
(Figura 9).[83], [84]

Filamento
o ¥
Lentes ’ Lentes
electromagnéticas - o= electromagnéticas
Bobinas Bobinas
de barrido = - de barrido
) Or O e or d
5

A la bomba de vacio

Figura 9 Representacion de microscopia electrénica de barrido.

Se utilizé un microscopio electrénico de barrido con emision de campo de ultra-alta
resolucién modelo JEOL JSM-7800F. Una alicuota de las NpNC se depositaron
sobre una placa de vidrio, se dejaron reposar por 5 min. Posteriormente se adsorbid

el excedente y se dejé secar por alrededor de 1 h.
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Espectroscopia UV-Visible

La técnica de espectroscopia UV-visible es utilizada para la caracterizacion de
nanoparticulas metdlicas. Debido al fendmeno de RPSL. El espectro de absorcion
del RPSL cae dentro del rango de longitudes del UV-Visible y varia de acuerdo con
la forma, geometria, composicion y tamafio de la nanoparticula metélica [47], [85].
Para ello se utilizd un espectrofotometro Lammda 365 PerkinElmer en modo de
absorbancia, la suspension de NpNC se colocO en una celda de cuarzo para la
medicion de la absorbancia en el rango de los 400-1000 nm.

Eficiencia de Conversion Fototérmica (n)

Para determinar la eficiencia de conversion fototérmica, la suspension de
nanocorazas de oro se coloco en una celda de cuarzo donde se irradiaron con un
laser de onda continua (A=808 nm, 1 W), registrandose los cambios de temperatura
hasta alcanzar un maximo de esta. Al obtener una temperatura méaxima, el laser se
apago para registrar el descenso de esta, realizando tres ciclos continuos de laser
encendido y apagado, para determinar la estabilidad de las nanocorazas de oro
durante el ensayo fototérmico. Es importante mencionar que la celda debe estar
sellada con el sensor dentro para evitar que el agua de la solucién se evapore. A
partir de la curva de calentamiento-enfriamiento se determinara la eficiencia de

conversion fototérmica (n) siguiendo el modelo descrito por Roper et. al., [86].

Primero, los valores de la constante de velocidad de enfriamiento (z,) y el coeficiente
de transferencia de calor (h) son determinados por la ecuacion (3):

_ XmC;

Ts hA

(3)

Donde m; y C; se refieren a la masa y capacidad calorifica del sistema (agua, cuarzo,
nanoparticulas, etc.), A es el area externa de la celda, h es el coeficiente de

transferencia de calor.

7,Se determina a partir de la curva de enfriamiento la cual se ajusta a un

comportamiento exponencial, ecuacion (4)[87]:
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Al graficar el tiempo transcurrido contra el cambio de temperatura obtenemos un
comportamiento lineal del enfriamiento, donde la pendiente de la linea recta
corresponde al valor de 74,para después sustituir el valor en la ecuacion (3) y

obtener el valor de h.

Una vez que se conocen los valores de 7, y h se obtiene la eficiencia de conversion

fototérmica del nanosistema mediante la ecuacion (5) descrita por Roper, et al.[88].

_ hA(Tmax_Tmin)— Qo
= 1(1-10-4%) ®)

Donde Q, es el calor suministrado por el sistema (agua y cuarzo), I es la potencia
del laser y A; es la absorbancia de la muestra a la longitud de onda del laser (808

nm).

Evaluacion de Actividad Antibacteriana mediante Terapia Fototérmica

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realiz6 mediante conteo viable en
placa. Para ello la preparacion de las muestras bacterioldégicas se utilizo el
procedimiento de macrodilucion en tubo aprobada por el CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute)[89] donde se trabaja con una concentracion
conocida de 500,000 UFC/mL (unidades formadoras de colonias por mililitro). Las
cepas bacterianas que se utilizaron fueron cepas de control ATCC, Escherichia coli

25922 y Staphylococcus aureus 25923.

En la suspension de NpNC (concentracion total de oro 10.97 pug/mL) se afadieron
las bacterias, después se irradiaron de manera constante por la parte superior del
tubo, por un tiempo de 15 min, con un laser de A=808 nm a una potencia de 1 W.
Después de la irradiacion se tomo una alicuota para extenderla sobre la placa de
agar e incubar a 37°C por 16-18hrs. Transcurrido el tiempo de incubacion se

procede al conteo de UFC viables después de la irradiacién. Se hicieron
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comparaciones con controles sin irradiar e irradiadas (bacterias suspendidas en

agua desionizada).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
Modificacion de Quitosano

La modificacion quimica del quitosano con 3-MPA se realizo con el fin de favorecer
la interaccion entre el quitosano y el oro. El azufre y el oro tienen un elevado grado
de atraccion, formando un enlace covalente entre ellos, union mas energética que
las interacciones electrostaticas entre el grupo amino y los iones de oro [90]. Al
modificar la cadena del quitosano y, formar la nanoparticula, se aumenta la afinidad
en los sitios de interaccion del oro para que se deposite sobre la superficie

permitiendo la formacion de la coraza.

La modificacion se realiz6 en dos partes. En la primera parte se activo el 3-MPA
cuando reacciona con EDAC formando una especie intermediaria inestable llamada
acilisourea. La estabilizaciéon de esta especie quimica es la adicion de NHS,
formandose una nueva especie intermediaria llamada Sulfo-NHS. La particularidad
de la Sulfo-NHS es la afinidad de reaccionar, primordialmente, con las aminas
primarias, de esta manera favorece la formacion del enlace amida con el grupo

carbonilo, proveniente del 3-MPA y la amina del quitosano (Figura 10)[91].
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Figura 10 Esquema de reaccion de amidacion, en la modificacién de quitosano
nativo [91].

Espectroscopia FT-IR(ATR)

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier en modo de reflectancia
total atenuada se utilizé para corroborar la modificacion quimica del quitosano. En
la Figura 11 se muestra el espectro del quitosano nativo y quitosano modificado. La
presencia las bandas de absorcién de las aminas y amidas del quitosano se
localizan en los numeros de onda 1600-1550 cm™? y 1550-1500 cm[92]
respectivamente, manteniéndose en ambas muestras analizadas. El quitosano
nativo con un grado de desacetilacion del 80-90% muestra una mayor intensidad de
absorcion de las aminas, en comparacion con la del quitosano modificado, donde la
intensidad de la banda de absorbancia de las aminas se reduce y se incrementa la

intensidad de la banda de las amidas, indicando la unién quimica del 3-MPA.
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Ademas, la presencia de un ligero hombro en la regién de los 2600-2500 cm™! puede
atribuirse al grupo tiol (-SH) del 3-MPA[92].

La region entre los 4000-3000 cm* son atribuidas a las vibraciones de estiramiento
de enlaces -OH y -NH2. Por lo que esta region del espectro también provee
informacion. Debido a la sustitucion grupos aminos por enlaces amidas la

concentracion disminuye, reflejandose en el espectro del quitosano modificado.
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©
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@ -OH \ /
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o
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Figura 11 Espectro FT-IR/ATR de quitosano nativo y modificado.
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Sintesis de Nanoparticulas de Quitosano Nativo y Modificado

El proceso de obtencion de nanoparticulas de quitosano se realizé a diferentes pH
y variando la cantidad del agente entrecruzante, TPP, esto con el fin de encontrar
las mejores condiciones de la formacion de las nanoparticulas de quitosano (NpQs).
La protonacion de grupos aminos de la cadena del quitosano se da en ambientes
acidos, y la formacién de NpQs se favorece a pH entre 4.5y 5.5 por debajo del pKa
del quitosano (pH 6.5) [60], asegurando las interacciones electrostaticas entre los

grupos aminos protonados del quitosano y los grupos fosfatos del TPP.

Al variar el pH en la sintesis es necesario cambiar las proporciones de
TPP/quitosano para formar las nanoparticulas. Los pH en los cuales se trabajaron
fueron de 4.5, 4.8 y 4.9, asi como las relaciones (p/p) TPP/Qs 1.2; 1.1; 1.0; 0.8 y

0.6., manteniendo fija la cantidad de quitosano.

En la Tabla 1, se muestran los resultados obtenidos en las sintesis de Np Qs,
determinando que las condiciones de pH 4.8 y una relacion TPP/Qs 0.8 son las
mejores para obtener nanoparticulas de un tamafio menor a los 200 nm y con una
morfologia esférica para ambos tipos de quitosano, nativo y modificado con grupos

tiol. Esta informacién se discutira en el siguiente apartado.
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Tabla 1 Efecto de pH y cantidad de TPP en el tamafio de NP Qs

Quitosano

Nativo

(5mg)
Nativo

(5mg)
Nativo

(5mg)
Modificado

(5mg)
Modificado
(5mg)
Modificado
(5mg)
Modificado

(5mg)
Modificado

(5mg)

* Los valores presentados son mediciones promedio con * desviacién estandar.

TPP

5mg
4.5mg
4mg
6mg
5mg
4mg
4mg

3mg

Relacién
TPP/Qs

(p/p)
1.0
0.9
0.8
1.2
1.0
0.8
0.8

0.6

pH

4.88
4.88
4.88
4.53
4.53
4.53
4.88

4.88

Tamafo*(nm)

273%2
208+7
138+1
368+21
20948
20315
154+1

2226

Morfologia de nanoparticulas de Quitosano Nativo y Modificado

Las nanoparticulas de quitosano modificado (Np QsMod), sintetizadas en pH de 4.5,
presentan una morfologia amorfa con tamafios por arriba de los 500 nm (Figura 12).
El pH es un factor importante en la formacion de las nanoparticulas de quitosano,

por lo que a pH acidos la mayor parte de los grupos aminos del quitosano se

encuentran protonados,

intercadenas del quitosano. Es importante mencionar que la repulsién intracadena
en las moléculas de quitosano conduce a una conformacién extendida del
biopolimero lo cual dificulta la formacion de una nanoparticula bien estructurada,

por lo que al observar en AFM su morfologia es irregular, de tal manera que parecen

agregados, como forma de frambuesa.
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Figura 12. Micrografia de AFM de Np QsMod obtenidas a un pH 4.53, relacién
TPP/Qs 0.8. y grafica del tamafio proporcionado por el programa WSxM 5.0 utilizado

para la visualizacion y analisis de micrografias por AFM.

Por otra parte, las Np QsMod obtenidas a un pH de 4.8, presentan una morfologia
esférica, tal como muestran las micrografias de AFM (Figura 13). Ademas, el
tamafio promedio de esta Np esta por debajo de los 200 nm, dimensiones que son

adecuadas para la obtencién de la nanocoraza de oro.
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Figura 13. Micrografia de AFM, de Np QsMod a pH 4.88 relacion TPP/Qs 0.8 (izq).
Gréfica de tamafo proporcionado por el programa WSxM 5.0 utilizado para la
visualizacion y analisis de micrografias de AFM (der).

Las condiciones de sintesis de nanoparticulas de quitosano nativo fueron similares
a las NpQsMod, pH 4.88 y una relacién TPP/Qs de 0.8 para obtener un tamafio

promedio por debajo de los 200 nm, asi como una morfologia esférica (Figura 14)

33



Zinm]

| L | L
0 20 10 60 80 100 120 Mo

X[nm]

Figura 14. Micrografia de AFM, de Np QsNativo a pH 4.88 relacién TPP/Qs 0.8 (izq).
Grafica de tamafo proporcionado por el programa WSxM 5.0 utilizado para la

visualizacion y analisis de micrografias de AFM (der).

La obtencion de nanoparticulas con morfologia esferica es favorable en las
aplicaciones biologicas, ademas de mantenerlas por debajo de los 200 nm. Estas
caracteristicas permiten que las nanoparticulas circulen en el organismo evitando
ser captadas por el higado y el bazo[93], elevando la posibilidad de llegar al sitio
deseado para su utilizacidbn. De esta misma manera el tamafio influye en la
interaccion con la pared celular de las bacterias, ya que al ser menor el tamafio
mayor superficie de la bacteria podra interactuar y asi efectuar algun mecanismo de
accion para la eliminacion de la bacteria, el tamafio del polimero también es
importante tener en cuenta, ya que se ha registrado que el quitosano de menor peso

molecular tiene mayor eficiencia en la eliminacién de bacterias [94][95].
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Potencial { de las Nanoparticulas de Quitosano

El valor de potencial ¢ estd relacionada con la carga superficial de las
nanoparticulas, asi como su estabilidad en el medio en el que se encuentran, por lo
que se fue necesario dicha evaluacion. Los valores obtenidos para las
nanoparticulas de quitosano (nativo y modificado) sintetizadas a pH 4.88, se
muestran en la Tabla 2. Los valores obtenidos indican una carga superficial
catidnica, provenientes de los grupos aminos protonados que se encuentran en la
cadena del quitosano, comparandose con los resultados obtenidos en

investigaciones previas donde también se obtienen valores de P positivos [96][97].

Tabla 2 Resultados de P¢

Quitosano PZ (MmV)
Nativo +18+0.3
Modificado +17+0.2

Los valores presentados son la media + desviacion estandar

Sintesis de Nanocorazas de Oro

La sintesis de las nanocorazas mediado por semillas es uno de los procedimientos
que se utiliza para obtener las Nanoparticulas Nucleo-Coraza (NpNC). El proceso
consta de varios pasos y factores importantes que deben ser considerados como el
tiempo en el paso de depdsito de semillas, grupos funcionales presentes en la

superficie del nucleo y el tipo de agente reductor[48].

En este trabajo la coraza de oro se obtuvo por el método mediado por semillas de
oro (= 5 nm), las cuales se sintetizaron siguiendo el procedimiento descrito por

Topete, et al, con ligeras modificaciones [51].

En un primer experimento, se preparé una dilucion de nanoparticulas de quitosano
nativo y modificado (1:10), y se afiadio una alicuota de semillas de oro (Au 2.75 X
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10-° mMoles), manteniéndose en agitaciéon constante, por 0.5 h'y 16 h, después se
adiciono una alicuota de HAuCls y de acido ascorbico, llevandose a cabo la
reduccion in situ del Au*® a Au® sobre las nanoparticulas de quitosano. La formacion
de la coraza se monitorizé por espectroscopia de absorcion Ultravioleta-Visible (UV-
Vis). En el espectro obtenido se puede observar la presencia del fenbmeno de
resonancia del plasmoén de superficie. Con base a los resultados de espectroscopia
UV-Vis, se obtiene que con un tiempo prolongado en el depésito de semillas se
favorece la formacion de la coraza (Figura 15). Ashayer, et al.[98], investigaron el
efecto que tiene el tiempo de depdsito de semillas, obteniendo que un tiempo mayor
a 90 min la cantidad de semillas depositadas sobre la superficie eran mayor, pero
sin cubrir totalmente la superficie, siendo necesario un posterior paso de

crecimiento.
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Figura 15. Espectro UV-Vis Np NCQs-Au, con distintos tiempos de depdésito en el

primer paso de sintesis (Np Qs mas semillas de oro).

Para observar la morfologia de las Np NCQs-Au se realizd6 AFM y SEM. Con ambas
técnicas microscoépicas se logran observar la cubierta de oro sobre las Np Qs. Estas
presentan una morfologia rugosa, en ambos nucleos, tanto de quitosano nativo
como modificado (Figura 16). También se observan nanoparticulas de oro libre,
indicando un exceso de semillas oro y de la cantidad de sal de oro. Por este motivo,
se ajustd la cantidad de semillas adicionada a la sintesis de las NpNC, utilizando

una diluciéon de 1:4.
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100nm UNISON  2/11/2021 B 100nm UNISON  2/11/2021
x100,000 5.0kV LED SEM WD 7.7mm 14:43:18 x50,000 5.0kV LED SEM WD 7.9mm 15:03:14

Figura 16 Micrografias de SEM a) nanoparticulas nucleo-coraza QsNa-Au, b)
nanoparticulas nucleo-coraza QsMod-Au. Micrografias AFM, c¢) nanoparticulas
ndcleo-coraza QsNa-Au, d) nanoparticulas nacleo-coraza QsMod-Au.

En los siguientes experimentos se afiadié 2.94 x10* mMoles de iones Au®* en
intervalos de 90 min para su reduccion in situ y completar la formacion de la coraza,
ya que el tiempo de reaccién de reduccion también es un factor importante en la
formacion de la nanocoraza. Los intervalos de adicion de iones de oro y AA se
realizaron para que la reduccion de Au®* a Au® sucediera sobre la superficie de las
nanoparticulas. De acuerdo Luty-Blocho, et al.[99] la reduccién sucede en dos

partes, primero de Au®* — Aul*, después mediante un proceso autocatalitico, Au'*
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se reduce a Au®. Lo cual favorece la formacion de la nanocoraza de oro debido a
las semillas de oro depositadas en la superficie de las nanoparticulas de quitosano
[99].

Para asegurar la reproducibilidad del método la sintesis de corazas sobre la matriz
de quitosano nativo y modificado los experimentos se realizaron por tripicado. La
formacion de la coraza de oro se monitorizé por espectroscopia de absorcion UV-
Vis a través de la presencia del PRSL. En ambos casos el méximo de absorcion del
PRSL se encuentra alrededor de los 600 nm, (Figuras 17 y 18). En los espectros se
puede observar cambios significativos en la forma de las bandas de absorcion. El
PRSL de las NpNC formadas sobre el quitosano nativo se presenta como una banda
definida que puede atribuirse a una formacion de coraza esférica (Figura 17),
mientras que las bandas de absorcion que presentan las NpNC sobre quitosano
modificado, es mas ancha, sugiriendo la formacién de una coraza de oro

anisotropica (Figura 18).
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Figura 17 Comparacion de espectros de absorcion de tres repeticiones de sintesis
de Np NCQsNa-Au.

40



] | ]
—— NPNCQsT-Au(1)
0.4 —— NPNCQsT-Au(2)
| NPNCQsT-Au(3)
g 0.3 - |
o
o |
c :
8
5 0.2 1
2] |
_Q H
< X
0.1
0.0

400 600 800 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 18 Comparacion de espectros de absorcion de tres repeticiones de sintesis
de Np NCQsMod-Au. Donde se observa que conservan la maxima absorcién

alrededor de los 600 nm.

Purificacion de Nanoparticulas Nucleo-Coraza

Las nanoparticulas nucleo-coraza de oro se recuperaron por centrifugacion, de
donde el sobrenadante se desecha y el precipitado se resuspende con agua
desionizada. La integridad de las NpNC se corroboré por SEM. En las micrografias
de SEM (Figura 19) se puede observar la destruccion de las NpNC, esto se puede
atribuir a las diferentes densidades entre el polimero y el metal, el cual, al aplicarse
un efecto centrifugo, el material mas denso tiende a desplazarse hacia el fondo de
manera rapida. El nanosistema al estar formado por sitios de crecimiento del metal

sobre el polimero, este efecto provoca la ruptura de los puntos donde el oro crecio

41



en la superficie de la nanoparticula de quitosano. Fue necesario buscar otras

alternativas de métodos de purificacion.

— 100nm UNISON  3/18/2021 - 100nm UNISON 3/18/2021
5.0kV LED SEM WD 10.0mm 13:02:51 5.0kV LED SEM WD 10.0mm 13:32:26

Figura 19. Micrografias de SEM de Np NCQs-Au después de purificar por

centrifugacion, (a) QsNa, (b) Qsmod. Donde se observan fragmentos de las Np.

Dado que la suspension de NpNC se encuentra en ambiente acuoso, el proceso de
didlisis es conveniente, con este proceso se puede asegurar la eliminacion del
exceso de reactivos libres y productos secundarios de la reaccion. La utilizacién del
proceso de dialisis a nanosistemas conformados por oro, debe de realizarse con
cuidados en el tiempo de duracion, en procesos prolongados genera
desestabilizacion del oro lo cual provoca agregacién de las nanoparticulas[100].
Para el nanosistema sintetizado en este trabajo se realiz6 una dialisis de 4 hrs,
utilizando agua desionizada. Durante este tiempo la integridad del nanosistema se
mantuvo, esto se corroboré mediante espectroscopia de absorciébn UV-Vis y
microscopia de fuerza atomica, antes y después del proceso de dialisis. Obteniendo
resultados favorables, ya que las bandas maximas de absorcién se mantienen en

las longitudes de onda alrededor de los 600 nm antes y después del proceso,
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(Figuras 17,18 y 21 respectivamente), y en la morfologia de las nanoparticulas se

observa una superficie regular y sin nanoparticulas libres alrededor (Figura 20).

120nm
T

Figura 20 Micrografias de AFM de Np NCQs-Au a) QsNa, b) QsMod. Se observa

una morfologia regular.

43



0.3

T
—— Np NCQsNa-Au
—— Np NCQsMod-Au

<

3 o2 _\/
.8

(&)

[

= ]

2

o

[%2)

O

0.0 .
400 600 800

Longitud de onda (nm)

1000

Figura 21 Espectro de absorcion de las Np NC purificadas por dialisis, donde se

observa un ligero desplazamiento a una mayor longitud de onda.

Después de la purificacion también se realizaron andlisis de tamafio y carga

superficial (P{), los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Caracterizacién de nanoparticulas nucleo-coraza purificadas

NpNC Tamafo (nm) PDI P (mV)
NpNc QsNa-Au 458+20 0.228 +28+1
NpNc QsMod-Au 434+15 0.381 +27+2

Los valores presentados son mediciones promedio con * la desviacion estandar.
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Los valores obtenidos para el P difieren de los registrados en la literatura, por
ejemplo Sood, et al.[42] sintetizaron una nanocoraza de oro por el método mediado
por semillas, utilizando como agente reductor acido ascoérbico, (método similar al
empleado en este trabajo), y reportan un valor de P{= -23.3 mV, discuten que el
acido ascorbico al reducir al oro, sus derivados oxidados funcionan como agentes
estabilizantes confiriendo a la nanoparticula carga negativa. En el caso del
nanosistema sintetizado en este trabajo se hipotetizan dos conformaciones los
cuales le dan la carga positiva (Figura 22). En primer lugar se puede hacer
referencia al exceso de quitosano, el cual no pudo ser eliminado en el proceso de
dialisis, el cudl interactia con los productos del AA de carga negativa que se
encuentran estabilizando al oro recubriendo a la nanoparticula por lo que los grupos
aminos del polimero le confieran la carga positiva al nanosistema, coadyuvando a
la estabilizacién del mismo, ya que los valores obtenidos son cercanos a los |30|

mV, los cuales se consideran un nanosistema estable[79].

Se considero también que el valor positivo del nanosistema sea por el método
utilizado. Ya que entre los puntos de crecimiento se tenga un espacio libre, donde
cadenas del polimero queden expuestas al exterior, enmascarando el valor de la
carga negativa proveniente de los productos de reaccién del AA. Para confirmar
cualquier hipétesis se necesitaria realizar otro estudio de caracterizacion, como la
microscopia electronica de transmision ya que proporcionaria informacién de la

morfologia del nanosistema de manera detallada.
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Figura 22 Representacion esquematica de hip6tesis de formacion de NpNC Qs-Au.

Eficiencia de la Conversion Fototérmica (n)

Las propiedades fototérmicas de las NpNC purificadas fueron evaluadas utilizando
un laser de A=808 nm a una potencia de 1 Watt El ensayo de fototermia const6 de
tres ciclos de calentamiento y enfriamiento. Las graficas obtenidas se muestran en
las Figuras 23 y 24. El comportamiento que se presenta durante los ciclos se
considera constantes en ambos casos, indicando estabilidad de las nanoparticulas
al proceso fototérmico. El maximo incremento de la temperatura resultd mayor para
las NpNC QsMod-Au (AT = 6.3 °C) en comparacion al registrado para las NpNC
QsNa-Au (AT = 3.9°C).
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Figura 23 Curvas de calentamiento-enfriamiento de ensayos fototérmicos de

Nanoparticulas Nucleo-Coraza NpNC QsMod-Au.
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Figura 24 Curvas de calentamiento-enfriamiento de ensayos fototérmicos de NpNC

QsNa-Au.

Los valores de 7, y h se calcularon a partir de la curva de AT vs t. Para esto la
ecuacion 4 se linealiz6 graficando el logaritmo natural del cambio de temperatura
contra el tiempo (Figura 25 y 26). Una vez obtenidos estos valores, la eficiencia de
conversion fototérmica, n, se calculd utilizando la ecuacién 5. Los valores obtenidos

se muestran en la Tabla 4.
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Figura 25 Ajuste lineal para la obtencién del coeficiente de conversion fototérmica
de las NpNC QsM-Au.
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Figura 26 Ajuste lineal para la obtencién del coeficiente de conversion fototérmica

de las NpNC QsNa-Au.

Tabla 4 Valores experimentales obtenidos de los ensayos fototérmicos

Muestra

Np NCQsNaAu

Np NCQsModAu

Constante de Coeficiente de Potencia
velocidad de transferencia de del laser
enfriamiento del  calor (h, JK*m2) (I, Watt)
sistema (tg, seq)
185 36 1
175 38 1

50

Eficiencia de
conversion

térmica (n, %)

36
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Valores similares de la eficiencia fototérmica se han reportado en la literatura. Como
los obtenidos por Cole, et al. [88], quienes evaluaron las eficiencias de conversion
fototérmica de nanovarillas y nanocorazas obteniendo valores de 30% y 55%
respectivamente, utilizando una potencia de irradiacion de 1 W. Hessel, et al[101]
evaluaron las nanocorazas comerciales Nananospectra Biosciences Inc (Au
nanoshell) obteniendo un valor de 13%, en este caso la potencia utilizada fue de 2
W. En los trabajos mencionados utilizan un laser de 808 nm en los ensayos
fototérmicos y el mismo andlisis matematico de la curva de enfriamiento. Estos
ensayos reportados nos ayudan validar los resultados obtenidos de las

nanoparticulas nucleo-coraza quitosano-oro, y para su posible aplicacion biolégica.

Evaluacion de Actividad Antibacteriana mediante Terapia Fototérmica

Para la evaluacion del efecto antibacteriano del nanosistema se utilizaron las
nanoparticulas nucleo-coraza quitosano modificado-oro debido a que presentaron
un mayor incremento de temperatura en las curvas fototérmicas, asi como
estabilidad después del proceso. La evaluacion por efecto fototérmico se determiné
mediante ensayos in vitro utilizando como modelos bacterianos cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Los resultados del efecto fototérmico en la viabilidad de Escherichia coli (ATCC
25922) se muestran en la Figura 27. Primero se puede observar que las NpNCs sin
irradiar tiene un efecto en la viabilidad de las bacterias. Las nanoparticulas solidas
de oro tienen pocos reportes de actividad antibacteriana, ya que se considera tienen
un bajo efecto antibacteriano. Sin embargo, la investigacion de Cui, et al.[102]
reportaron que el efecto de la viabilidad celular de estas nanoparticulas puede
deberse a que: i) las nanoparticulas de oro son capaces de inhibir mecanismos
celulares a nivel de la membrana que son vitales para la bacteria. Por ejemplo,
pueden unirse al sistema ATP sintasa e inhibir su actividad, provocando la
disminucion de los niveles de ATP; ii) las nanoparticulas adsorbidas en la membrana

bacteriana afectan sus propiedades mecanicas provocando poros o defectos que
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conduce a la muerte de la bacteria. Estos mecanismos pueden acercarse al efecto

gue se observé del nanosistema contra Escherichia coli cuando no irradio.

El efecto fototérmico proveniente del nanosistema aumento su actividad
antibacteriana, eliminando cerca de un 99% de la cepa de Escherichia coli (ATCC
25922), esto puede deberse a la interaccion de las NpNC QsM-Au en la bacteria, y
que, al ser irradiadas, el calor liberado al medio sea suficiente para provocar dafio

en casi el 100% de la bacterias presentes en la suspension del nanosistema.

En cambio, en los controles, irradiados y no irradiados, se puede observar que la
viabilidad de las bacterias se mantuvo, indicando que el medio acuoso en el cual
fueron suspendidas y el laser utilizado no tienen efecto antibacteriano, lo cual hace
valido la actividad antibacteriana del nanosistema contra Escherichia coli (ATCC
25922).
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Figura 27 Grafica obtenida de la actividad antibacteriana mediante cuenta viable en
placa. Las barras de error indican + desviacion estandar de dos experimentos
independientes por duplicado.

La actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923) se
muestran en la Figura 28. El efecto fototérmico sobre la viabilidad de esta cepa
bacteriana fue menor en comparacién con el observado para Escherichia coli (ATCC
25922). Este resultado se puede explicar en funcién de las diferencias estructurales
gque existen entre ambas cepas. El Staphylococcus aureus, es una bacteria Gram
positiva cuya composicion de su pared celular consta de una capa rigida de
peptidoglicano de aproximadamente 50 nm de ancho[69], la cual las hace mas
resistentes y adaptables a los cambios en el ambiente[103]. Mientras que la
composicion de la pared celular de las bacterias Gram negativas es susceptible a
rupturas mecanicas[68], por lo que al elevar la temperatura del medio ambiente
donde se encuentre la bacteria, es posible inducir la muerte de la bacterias
(temperaturas entre 48-70°C[43]) en poco tiempo. A pesar de las diferencias

conformacionales de las bacterias, la actividad antibacteriana que presento el
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nanosistema contra Escherichia coli, no puede descartarse que sea efectivo en la
eliminaciéon de bacterias Gram positivas, ya que investigaciones previas han
evaluado la aplicacion de la terapia fototérmica. La diferencia es que han recurrido
a la modificacion de la de superficie de oro, funcionalizando con anticuerpos
especificos[104] y moléculas fotosensibles, como ICG[105], para la aplicacion dual
de fotodinamica y fototermia. De esta forma la interaccion especifica permiten que
el aumento de temperatura sea de manera localizada [104] afectando de manera
directa la pared celular e induciendo la muerte de las bacterias.

Se propone que, en investigaciones posteriores, se aumente el tiempo de
interaccion y de irradiacion de las NpNC contra Staphylococcus aureus, asi como

funcionalizar la superficie.
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Figura 28 Grafica obtenida de la actividad antibacteriana mediante cuenta viable en
placa. Las barras de error indican + desviacion estandar de dos experimentos

independientes por duplicado.
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CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de quitosano modificado permiten obtener nanocorazas con una
eficiencia de conversion fototérmica adecuada para posibles aplicaciones
biolégicas. Ademas de tener una elevacién de temperatura mayor en comparacion
de las nanoparticulas de quitosano nativo.

La dialisis fue un proceso de purificacion que permiti6 mantener la integridad de la
NpNC Qs-Au, ademas de obtener Nanoparticulas estables y con una morfologia
definida.

La evaluacion de actividad fototérmica fue mas evidente en las bacterias Gram
negativas, debido a la composicion de la membrana celular, la cual es susceptible
a los cambios en el medio. Sin embargo, para las Gram positivas se propone
funcionalizar la superficie afiadiendo un anticuerpo especifico, para obtener un
tratamiento localizado.
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PROSPECTIVAS

Complementar estudios de seguimiento de formacion de la nanocoraza de oro sobre
las Np Qs, (Potencial ¢, SEM, TEM en cada parte del proceso).

Evaluacion de la actividad antibacteriana por fototermia de las Np NC QsNa-Au.

Encapsular farmaco y/o funcionalizar la superficie de la NpNC y evaluar el efecto de
la terapia dual.

Evaluacion de las propiedades antibacterianas por fototermia a otras cepas
bacterianas y en cepas de aislado clinico.
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