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Titulo del TFG: Desarrollo de nuevos sistemas basados en silice mesoporosa con propiedades
antimicrobianas

Resumen: Aunque la nanomedicina es un campo que se encuentra en estadio temprano de
desarrollo, se espera que su impacto sea revolucionario en el campo de la medicina. Uno de los
prometedores campos de la nanomedicina puede ser el desarrollo de nanovehiculos par a el
transporte y la liberacidn de farmacos que, al mismo tiempo, actuan protegiendo el cargo.

Una de las aplicaciones que se beneficiaria notoriamente del uso de la nanomedicina podria ser
el tratamiento de quemaduras. Estas heridas han sido tradicionalmente tratadas con
compuestos de plata como disoluciones de nitrato de plata o cremas de sulfadiazina de plata.
Sin embargo, los tratamientos se han de reponer con cierta frecuencia para prevenir infecciones
y estas reposiciones suelen conllevar muchas molestias para los pacientes. En este escenario es
necesario el desarrollo de nuevos métodos para la administracién de estos farmacos los cuales
deben de ser capaces de mantener una concentracion adecuada de plata en la herida.

El objetivo de este trabajo era la creacién de materiales mesoporosos de silice funcionalizados
con aminas (AMS-6) para potenciar su actividad antimicrobiana e incrementar su capacidad de
encapsular farmacos como son la plata y la sulfadiazina de plata generando dos nuevos sistemas
antimicrobianos.

Finalmente, los materiales fueron evaluados como agentes antimicrobianos contra la bacteria
patogénica Staphylococcus aureus. Se observé que a concentraciones de 1,0 mg/mLy de 4,5
mg/mL se encontraban las concentraciones minimas inhibitorias de la plata y la sulfadiazina
cargada en AMS-6 respectivamente.
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Abstract: Although nanomedicine is a field which is at an early development stage, it is expected
nanomedicine to have a revolutionary impact on medicine. One of the exciting directions of
nanomedicine can be the development of nanocarriers for the external release of drugs, at the
same time that the cargo is protected by the carrier.

A medical area which may benefit from nanomedicine could be burn wounds treatment. These
kinds of wounds have been traditionally treated with silver compounds like solutions of silver
nitrate or creams of silver sulfadiazine. However, the treatments has to be frequently replaced
to avoid infections. In addition, these substitutions are usually traumatic for the patient. In this
scenario, new treatment methods for carrying these drugs are needed which must be able to
keep a proper concentration of silver on the wound.

The objective of this work was the creation of amine functionalized silica mesoporous materials
(AMS-6) to increase both its antimicrobial activity and its ability to charge drugs as silver and
silver sulfadiazine creating two new antimicrobial systems.

Finally, the materials were evaluated as antimicrobial agents against the pathogenic bacteria
Staphylococcus aureus. It was observed that a concentration of 1 mg/mL was the minimum
inhibitory concentration for nanoparticles loaded with silver meanwhile the minimum inhibitory
concentration for particles charged with silver sulfadiazine was of 4,5 mg/mL.

Keywords: natural antimicrobials, functionalization, encapsulation, amines, controlled release,
particulate materials, mesoporous silica materials.
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Listado de Abreviaturas

MRSA: Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
Ag: plata

Ag": plata ionizada, cation de plata (+1)

AgSD: sulfadiacina de plata

AgNOs: nitrato de plata

AMS: Silices mesoporosas con surfactante-plantilla anidnico o “anionic surfactant templated
mesoporous silicas”

Ci2-Ala: N-lauroyl-I-alanina

APTES: 3-aminopropiltrietoxisilano

TEOS: Tetraortosilicato

UV-Vis: Ultravioleta-Visible

pXRD: difraccién de rayos X en polvo.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

TEM: Microscopio Electrénico de Transmision
FESEM: Microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo
ZP: Potencial Zeta

BET: Brunauer-Emmett-Teller

BJH: Barret-Joyner-Halenda

DLS: Dispersién de luz dinamica

'H-RMN : RMN de protdn

MIC: Concentracidon Minima Inhibitoria

MHB: Miieller-Hinton Broth

AMS-6(Ag): plata encapsulada

AMS-6(AgSD): sulfadiazina de plata encapsulada.
MBC: concentracidn minima bactericida

MHA: Mueller-Hinton Agar

TEABr: Tetraetilamonio de Bromo

CFU: unidades formadoras de colonias



1.-INTRODUCCION.

1.1.- Quemaduras
Segun la Organizacion Mundial de la Salud u OMS, las quemaduras son lesiones de la piel u otros
tejidos que son causadas principalmente por radiacion, radioactividad, electricidad, fricciéon o
contacto con productos quimicos. Actualmente, se estima que alrededor de 180.000 personas
mueren al afio a causa de este tipo de lesiones. La mayoria de defunciones por quemaduras
ocurren en paises en vias de desarrollo, y sobre todo en regiones de Asia y Africa (Burns, s. f.).

No obstante, el prondstico mas probable tras sufrir una quemadura es sobrevivir,
independientemente de que la quemadura sea muy severa o del rango de edad del paciente.
Sin embargo, sigue habiendo defunciones a causa de las quemaduras (Williams et al., 2009).
Entre estas defunciones, la causa lider de la mortalidad siguen siendo las infecciones
bacterianas, siendo las responsables de alrededor del 50% de las muertes (Norbury et al., 2016).

El 50% de estas infecciones son producidas por Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(MRSA), una bacteria Gram-positivas. Ya de por si, los Staphylococcus producen enzimas como
las proteasas o colagenasas que les permiten romper la integridad de los tejidos e invadirlos,
causando infecciones. Como ejemplo de infecciones por bacterias Gram-negativas; se
encuentran las Pseudomonas, que son el género mas asociado a sufrir una posible sepsis.
También es posible encontrar en este tipo de heridas Enterobacterias como Escherichia coli que,
aunque son mas sensibles a los antibiéticos, en los Ultimos afios se ha visto un aumento de la
presencia de cepas resistentes (Norbury et al., 2016).

Estos datos sefialan la necesidad de mejorar los tratamientos actuales para poder hacer frente
a las infecciones bacterianas en pacientes que hayan sufrido quemaduras graves. Este tipo de
infecciones son debidas, principalmente, a que los pacientes han perdido o tienen danada la
primera capa de proteccion frente a patdgenos, la epidermis, por lo que se suelen aplicar
tratamientos para reforzar esa primera capa como cremas o membranas que cubran la herida.

1.2.- Tratamientos actuales basados en plata

1.2.1- Gold estandar de la practica clinica
El término “gold standard” es empleado en medicina normalmente para referirse al test
diagndstico (imagen, test de sangre, biopsias...) que es considerado como el mejor ensayo para
diagnosticar una determinada condicién. Sin embargo, de forma mas amplia, también puede
hacer referencia al mejor tratamiento (Bell, s. f.). En este trabajo el término “gold estandar” hard
referencia exclusivamente al mejor tratamiento actual.

Como se ha seialado, debido a la lesién de la epidermis, muchos de los tratamientos actuales
frente a quemaduras se basan en cremas o disoluciones de aplicacion tépica que poseen
productos antimicrobianos para atacar una posible poblacién bacteriana que se encuentre ya
en la herida. Ademas, se suele cubrir la lesién del paciente para prevenir la colonizacion de
bacterias del medio externo (Topical agents and dressings for local burn wound care - UpToDate,
s. f.). Hay que tener en cuenta que el tejido lesionado va a presentar tejido vascular muy dafiado,
por lo que los antibidticos sistémicos (orales o intravenosos) no seran efectivos y por ello se opta
por el empleo de tratamientos superficiales o tépicos (Selcuk et al., 2012).

Histéricamente, uno de los tratamientos mas comunes para este tipo de heridas ha consistido
en la aplicacion de disoluciones de plata (Ag) (Nherera et al., 2017). Pero no fue hasta 1960
cuando se popularizaron en el tratamiento de quemaduras. En concreto se usaba una disolucion
al 0,5 % de nitrato de plata (AgNOs). Esta disolucién se mostroé efectiva frente a muchas cepas
bacterianas, como Staphylococcus y Pseudomomnas (Bessey, 2007).



La Ag, ademads de ser un compuesto antimicrobiano de amplio espectro, es efectiva contra los
microorganismos con multirresistencias como los MRSA. Por tanto, la Ag se encuentra
englobada en el mundo de la profilaxis antimicrobiana, pero para poder tener un efecto
antimicrobiano la Ag elemental requiere estar ionizada (Ag*). Esta necesidad de carga limita su
utilizacion ya que la Ag* esta accesible para unirse a diversas proteinas o a cloruros de la herida
que la inactivaran, esto lleva a que sea necesario reponer hasta 12 veces al dia el tratamiento,
con el consecuente trauma que se le ocasiona al paciente. El reto de estos tratamientos es
conseguir mantener una concentracién de Ag" que sea lo suficientemente alta para tener una
actividad residual durante el tiempo necesario para prevenir resistencias. Se considera que la
concentracion de Ag* en cualquier preparacion ha de ser mayor de 30 0 40 mg/L para ser efectiva
(Murphy & Evans, 2012).

Para lidiar con estas limitaciones se han ido desarrollando diferentes compuestos que liberan
Ag" de una manera mas sostenida o con diferente carga, para poder conseguir una
concentracién adecuada de Ag" activa prolongada en el tiempo. Uno de los primeros
compuestos que salidé al mercado fue la sulfadiazina de plata (AgSD) (Atiyeh et al., 2007).

I “

La AgSD es el agente profilactico mas usado en el tratamiento de quemaduras, el “gold
estandar”. Esta formado por un antibidtico (sulfadiazina) unido a Ag*. Se suele usar en cremas
de una concentracion entorno al 1%. La AgSD se sintetiza a través de AgNOs y sulfadiazina de
sodio. Su rango de accién es muy amplio y puede ser utilizada tanto contra bacterias Gram-
positivas (S. aureus) como Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, E. coli), asi como también
presenta actividad antifungica contra hongos como Candida albicans (Bessey, 2007).

La AgSD ejerce su papel deteniendo el crecimiento microbiano, impidiendo que la infeccion pase
a los tejidos circundantes o a la sangre (sepsis) (Silver Sulfadiazine, s.f.). Sin embargo, el
mecanismo de accidn de la AgSD no estd muy reportado. La AgSD estd compuesta por una
sulfadiazina y por tanto se esperaria ver una inhibicién de la sintesis de acido félico, que es
necesario para la replicacion del DNA, como en el resto de farmacos sulfo. No obstante, esta
inhibicién no es apreciable. Por lo tanto, la actividad antimicrobiana se debe, en principio, a los
iones de Ag* exclusivamente. Una de las hipdtesis es que el farmaco produce su accidn
bactericida al aumentar la permeabilidad de membrana, unirse al DNA (lo que dificulta su
replicacion), también puede modificar los lipidos de membrana y/o formar radicales libres;
aunque todos estos mecanismos son considerados hipotéticos (Oaks & Cindass, 2022).

1.2.2.- Nuevos tratamientos
Ademas de las disoluciones de AgNOs o las cremas de AgSD, hay muchas mas alternativas de
tratamientos con Ag, como, por ejemplo: vendajes de hidrocoloides de plata que liberan Ag*
cuando el exudado es absorbido (Contreet-H®), vendajes de hidrofibras (Aquacel-Ag®), vendajes
con Ag unida a carbdn activo (Actisorb Silver 220%) o, vendajes con plata nanocristalina que
consigue una liberacién prolongada de Ag* en el herida (Acticoat®) (Aziz et al., 2012).

Entre los nuevos vendajes con Ag, Acticoat® ha destacado por encima del resto, al tener un
efecto antimicrobiano mayor y menores efectos adversos. Los vendajes con Ag nanocristalina
como Acticoat® fueron desarrollados para sobrepasar algunas de las desventajas de los
tratamientos tradicionales con Ag, al conseguir una liberacién prolongada de Ag*. De esta forma
se consigue que la Ag* reaccione de forma mds lenta con los cloruros y por tanto permanezca
mas tiempo activa en la herida y se requiera menos cambios de vendajes. Esto contrasta frente
a los tratamientos tradicionales con Ag* y AgSD que requieren reponer el tratamiento hasta 12
o 2 veces al dia, respectivamente, ya que pierden su actividad rdpidamente (Khundkar et al.,
2010). Otra ventaja de este tipo de vendajes es que permite una mejor monitorizacion de la
herida y se desprenden cuando la herida ha sanado. También permiten un mejor drenaje del
exudado y evitan que se forme una superficie fangosa en la herida (Munteanu et al., 2016).



Pero, ademas de la desventaja del tiempo limitado de actividad, estos tratamientos con plata
también se han asociado con algunos efectos secundarios:

En el caso de las disoluciones de AgNO; al 0,5%; se puede perder una gran cantidad de
electrolitos en el drea tratada, lo que puede provocar hiponantremia, un trastorno
hidroeléctrico caracterizado por bajos niveles séricos de sodio (Spasovski etal., 2017), o
hipokalemia, otro trastorno hidroeléctrico pero esta vez caracterizado por bajos niveles séricos
de potasio (Kardalas et al., 2018). Estos trastornos ocurren especialmente en nifios con
guemaduras graves y se deben a la hipotonicidad de la solucidn. Otro efecto negativo que;
aunque infrecuente, puede ocurrir, es una metahemoglobinemia. Una metahemoglobinemia es
un trastorno sanguineo donde se produce una cantidad anormal de metahemoglobina, un tipo
de hemoglobina que libera menos oxigeno. Esta ocurre cuando el AgNOs es reducido a nitrito
por las bacterias y es seguidamente absorbido sistémicamente (Bessey, 2007).

Para la AgSD, aunque es una sulfanamida, es raro encontrar los efectos adversos tipicamente
asociados a estos farmacos como las cristalurias, presencia de cristales en la orina (Cristaluria |
Clinicalinfo, s. f.), o las metahemoglobinemias. Sin embargo, menos del 5% de los pacientes
sufren de una erupcién cutdnea (rash). Un efecto mas severo seria la aparicién de una anemia
hemolitica aguda que se asocia a pacientes con falta del enzima glucosa-6-fosfatasa. No
obstante; el signo mas frecuente asociado es una leucopenia, una bajada de los niveles en sangre
de leucocitos (Low White Blood Cell Count, s. f.), aunque pasajera, que ocurre a los pocos dias
de empezar la terapia con una incidencia de 5-15%. Aunque los pacientes suelen reponerse sin
necesidad de tratamiento (Bessey, 2007). Respecto a los nuevos vendajes con plata, como
Acticoat® también presentan algunas desventajas como la aparicion de argiria, condicion
dermatoldgica que se adquiere por la exposicidon o ingesta de plata y se presenta como una
coloracion grisacea o azulada de las mucosas. (Jerger & Parekh, 2022). Ademas, se ha llegado a
reportar incidentes de toxicidad hepatica, renal y cerebral; aunque en casos aislados (Khundkar
et al., 2010). Otra desventaja de Acticoat® es su elevado precio (Munteanu et al., 2016) en
comparacion con otros tratamientos con plata como el de la AgSD, cuyo coste de produccidn es
muy bajo (Oaks & Cindass, 2022). También requieren que la persona encargada de aplicar el
vendaje esté capacitado para ello y saber cdmo mantener activo el vendaje, asi como en qué
areas se ha de aplicar (Munteanu et al., 2016).

Otra desventaja en general de los tratamientos con Ag, es que esta ha presentado toxicidad
frente a queratinocitos y fibroblastos, lo que podria llevar a una mala curacion de la lesiéon. No
obstante, en situaciones mas complejas (como podria ser una herida por quemadura) no se ha
apreciado esta toxicidad. Esto puede deberse a la mayor presencia de proteinas, entre otros
compuestos, en el ambiente que ayudan a desactivar los cationes de plata. No obstante,
diversos estudios sefialan que es un factor a tener en cuenta a la hora de escoger que
tratamiento aplicar, por ejemplo; en caso de utilizar un cultivo de queratinocitos como
autoinjerto.

Respecto a la actividad antimicrobiana, los diferentes compuestos de plata que son empleados
como tratamiento, presentan diferentes actividades. De los tratamientos tradicionales (AgNO3
y la AgSD) son las disoluciones de plata las que presentan mayor actividad (Murphy & Evans,
2012). Respecto a los nuevos tratamientos (como el caso de Acticoat®) por lo general se ha visto
que son mas efectivos que los tradicionales a base de AgNOs y AgSD. No obstante, en general,
la bibliografia existente sobre la eficacia de estos tratamientos son estudios preliminares y los
resultados son ambiguos entre las diferentes fuentes (Rashaan et al., 2014).

En conclusidn, los vendajes que liberan Ag* de un modo sostenido y prolongado en el tiempo
tienen una mayor efectividad en el tratamiento y permiten reposiciones menos frecuentes, lo
qgue mejora el bienestar del paciente. Sin embargo, esto es algo en lo que falla el gold estandar
actual. Por esto mismo, surge la necesidad de crear nuevos tratamientos en los que se pueda



obtener una liberacién sostenida y progresiva de Ag*. Para ello, en este trabajo fin de grado, se
empleara un soporte solido que actuara como contenedor de los compuestos bioactivos AgSD
o Ag", debido a que se consideran el tratamiento estandar en clinica en caso de quemaduras. Se
aplicara la técnica de encapsulacién para estos farmacos en materiales mesoporosos de silice
que sean capaces de retener de manera efectiva los farmacos en base plata y poder implementar
Su uso como agentes antimicrobianos en vendajes, haciendo asi uso de la nanomedicina.

1.3.- Nanomedicina y sélidos mesoporosos
Aunque la nanomedicina se encuentre todavia en un estadio temprano, se espera que en un
futuro cercano esta tenga un impacto revolucionario en el campo de la medicina (Ventola, 2012).
Una de las ramas mas prometedoras de la nanomedicina puede ser el desarrollo de
nanoparticulas para la liberacién externa de farmacos, de forma tal que al mismo tiempo que
son transportados seran protegidos por el propio vehiculo (G. Chen et al., 2016).

Estas nanoparticulas se clasificaron segun el tamafio de sus poros, como se ve en la tabla 1.1.

Tabla 1.1. Clasificacion de estructuras porosas segun su tamafio de poro. IUPAC (Rouquerol et al., 1994)

Material Tamaiio del poro (nm)
Microporosos <2
Mesoporosos 2-50
Macroporosos >50

Una de las primeras desventajas que se encontrd en estos nuevos sistemas liberadores de
farmacos era que liberaban demasiado rapido los agentes terapéuticos, de forma tal que su
concentracién aumentaba y disminuia muy rdpido en la sangre. Esto llevd a que se desarrollaran
vehiculos que consiguieran mantener una concentracidn adecuada por un mayor tiempo. Para
ello se comenzaron a utilizar nanoparticulas y microparticulas porosas en las que se puede
modular el tamaiio y volumen de los poros y, por tanto, obtener diferentes perfiles de liberacion.

Este tipo de particulas recibieron el nombre de sélidos mesoporosos. Estos sélidos poseen otra
ventaja; una gran area superficial interna y externa, lo que les permite albergar una gran
cantidad de carga. Ademas, la liberacidon de dicha carga se puede prolongar, en funcién del
tamafio de poro, hasta varios dias (Stremme et al., 2009). Otra de las caracteristicas de los
solidos mesoporosos es que se pueden obtener particulas con diferentes estructuras
(tetragonal, cubica o laminar) (Atluri et al., 2008).

Estas propiedades pueden ser muy interesantes por las limitaciones de los tratamientos de
plata. Por ejemplo, se podrian emplear para proteger a la plata de interaccionar con cloruros y
proteinas de las heridas, por lo que cabria esperar que se consiguiera mantener la plata activa
por un tiempo mas prolongado. Asi mismo, debido a la posibilidad de conseguir una liberacién
sostenida se reduciria la frecuencia de reposicién del tratamiento, pues se podria mantener una
concentracidon adecuada por mas tiempo. Esto también podria ayudar a conseguir que se
cumplieran las dosis de la terapia prescrita, al suministrar la dosis requerida en unas pocas
aplicaciones de las nanoparticulas. Otra ventaja que podrian presentar las nanoparticulas, es
gue como se conseguiria disminuir los picos de concentracién sérica de la plata, por lo que es
probable que la toxicidad del nuevo tratamiento se menor respecto a los tratamientos
tradicionales (Fadeel & Garcia-Bennett, 2010).

Por tanto, un campo donde la nanomedicina puede tener un gran impacto podria ser en el
tratamiento de quemaduras con nanoparticulas que encapsulen plata; pues, en teoria,
subsanaria las limitaciones de los tratamientos actuales.



1.4.- Toxicidad de las nanoparticulas de silice
No obstante, para la aplicacion que se les quiere otorgar a estas nanoparticulas, primero es
necesario comprobar si existe en la bibliografia estudios que justifiquen su inocuidad vy, por
tanto, su posible empleabilidad en tratamientos humanos.

Las nanoparticulas pueden ser definidas como dxidos de metal o composiciones metalicas que
poseen una escala en el rango nanométrico. Las nanoparticulas de uso mas comun son las de
diéxido de silicio (SiO3), de plata (Ag), didxido de titanio (TiO3), 6xido de Zinc (ZnO) y dxido de
hierro (Fe,03). De entre todos estos tipos de particulas son las de diéxido de silicio las que estan
surgiendo como una nueva clase prometedora para la nanomedicina, ya que poseen
caracteristicas que las hacen adecuadas para ser usadas en tratamientos y diagndsticos. Por
ejemplo, una buena estabilidad y una excelente biocompatibilidad (Yun et al., 2015).

Los efectos téxicos de la exposicidn a la silice han sido ampliamente descritos. Un ejemplo serian
las exposiciones laborales a la silice que, al ser absorbido por las vias respiratorias, puede
producir silicosis; una enfermedad fibrotica pulmonar. Ademas, este tipo de exposicidn, también
se relaciona con otras enfermedades pulmonares tales como cancer de pulmén o la tuberculosis.
Respecto a la exposicion a las nanoparticulas de silice, esta se ha relacionado con toxicidad sobre
las células inmunes y diversos tejidos. Algunos ejemplos de esta toxicidad podrian ser: cambios
en el comportamiento y capacidades de células como los monocitos, macréfagos, mastocitos o
células dentriticas, asi como también son apreciables dafos en higado, pulmén, o alteraciones
en la proliferacién de células Ty B en el pancreas (L. Chen et al., 2018).

Sin embargo, cabe destacar la existencia de estudios que arrojan resultados favorables respecto
al uso de nanoparticulas de silice en clinica. Por ejemplo, se ha visto que presentan una toxicidad
minima tanto en animales como en cultivos de células Hela (Fadeel & Garcia-Bennett, 2010).

En otro estudio, en este caso “in vivo” sobre ratones, a estos se les suministré oralmente 1g de
nanoparticulas por Kg de animal diariamente durante 13 semanas. Concluido el experimento,
no se aprecié ningun signo de toxicidad sistémica en ninguno ratén estudiado. Tampoco se
aprecié ningun efecto adverso en otro experimento que realizaron, esta vez de toxicidad aguda,
en el que suministraron oralmente 2g de particulas por Kg de raton diariamente por 14 dias (Yun
et al.,, 2015).

Sin embargo, cabe destacar que, en otro estudio, donde se administraron diversas
concentraciones de sélidos mesoporosos de silice (25, 50, 100 y 200 mg/Kg) en forma de
inyeccién intraperitoneal a ratones, si se apreciaron afecciones en corazéon y pulmones. Estas
afecciones se relacionaron con el aumento de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Este
efecto de las particulas de silice sobre el aumento de especies reactivas si se encuentra descrito
en varios trabajos (Hozayen et al., 2019).

A pesar de todo lo comentado sobre la toxicidad de las particulas de silice, hay que tener en
cuenta que la via de administracidon se encuentra muy relacionada con la potencial toxicidad.
Debido a que en este trabajo se plantea su posible aplicacién tdpica, es necesario valorar la
toxicidad de las particulas a través de esta ruta. En la bibliografia revisada se describe un proceso
experimental en el que se aplicé diariamente un tratamiento dérmico de particulas de silice
sobre la espalda de ratas por 90 dias y no se encontré ningun drgano dafiado ni ningun tipo de
signo de toxicidad. Las dosis empleadas fueron de 2000 mg/Kg de animal (Ryu et al., 2014).

En conclusién, aun cuando hay varios trabajos que sefalan la posible toxicidad de las
nanoparticulas de silice, la visidn general es que estas particulas podrian ser adecuadas para su
aplicacidn clinica (Fadeel & Garcia-Bennett, 2010), debido a las grandes ventajas que presentan
en la administracién de farmacos. Ademads, hay que tener en cuenta que la toxicidad de estas
particulas depende de ciertas variables, como el tamafio de las particulas, el tiempo de



exposicion, la funcionalizacién y el modo de administracién (Hozayen et al., 2019; Ryu et al.,
2014). Por tanto, por el potencial de estas nanoparticulas de mejorar los resultados en clinica y
por ser considerada la ruta de administracidon dérmica relativamente segura, se opto por utilizar
estas nanoparticulas para la mejora de los tratamientos de plata y la consiguiente realizacion de
este trabajo.

1.5.- Sintesis de sélidos mesoporosos

La sintesis de los sélidos mesoporosos requiere el empleo de moléculas de tensioactivos en una
disolucién acuosa donde formaran agregados conocidos como micelas. La forma, asi como el
tamafio, de estas micelas depende fundamentalmente de la naturaleza y composicién quimica
del tensioactivo, de su concentracion y de la temperatura de la reaccidén, aunque otros factores
como el pH de la disolucién y la concentracién total salina también influyen en la agregacion
micelar. Ademads, esas micelas se pueden agrupar formando estructuras supramicelares, la
naturaleza de las mismas dependera de la temperatura y la concentracion de tensioactivo. En
general; a temperaturas moderadas, conforme aumenta la concentracién de tensioactivo, las
micelas cilindricas se agrupan primeramente en una fase hexagonal, que evolucionara a una
cubica (isotrdpica) y posteriormente a una estructura laminar (Bernardos Bau, 2011).

Durante la sintesis de los materiales mesoporosos de silice, los oligdmeros de silicato que se
encuentran presentes en la disolucién acuosa condesaran alrededor de las micelas que acttan
como una plantilla. Finalmente, debido al ensamblaje de las especies de silice y las micelas, se
obtiene un producto sdélido que contiene una elevada cantidad de tensioactivo ocluido en su
interior. Para la eliminacién de este tensioactivo atrapado se pueden emplear disolventes o
utilizar una calcinacién en aire a temperatura elevada (Bernardos Bau, 2011). La versatilidad de
esta ruta de sintesis se puede observar en las numerosas estructuras que pueden formarse
facilmente, incluyendo materiales con mucha superficie, con 2 o 3 dimensiones y con un amplio
rango de tamafos de poro. Ademas, se obtiene una intrincada y estructurada red de poros
siendo la razén de la gran superficie de estos materiales (Fadeel & Garcia-Bennett, 2010).

1.5.1.- Caracteristicas de la AMS-6
Para este proyecto se ha seleccionado unas nanoparticulas de silice denominadas AMS-6, las
cuales poseen una estructura cubica con grupo espacial la3d(Atluri et al., 2008).

La familia de materiales mesoporoso AMS (por sus siglas en inglés: anionic surfactant templated
mesoporous silicas) es relativamente reciente, pero ha atraido mucho la atencion por su amplio
numero de estructuras bien definidas. Las nanoparticulas AMS se caracterizan por el empleo de
surfactantes anidnicos en su sintesis. En el caso de la AMS-6, el surfactante empleado es el N-
lauroyl-l-alanina (Ci2-Ala) (Atluri et al., 2008) que es una amida de acidos grasos.

En esta familia de materiales el mecanismo de sintesis esta controlado por la interaccion
electrostatica entre el grupo carboxilico del surfactante que se encuentra cargado
negativamente (por ejemplo, el surfactante Ci,-Ala) y un grupo amino de un organoalcoxisiliano,
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), empleado como agente co-estructurante en el proceso de
sintesis. Ademas, la condensacion ocurre preferentemente en el alcoxisilano unido a su vez a un
precursor inorgdnico de silice, el Tetraetilortosilicato (TEOS), lo que lleva a la formacion de la
malla de silice (Garcia-Bennett et al., 2004), como podemos observar en la figura 1.1.
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Figura 1.1. Representacion esquemadtica de las especies involucradas en la sintesis de los materiales
AMS-n mediante TEOS y APTES (Garcia-Bennett et al., 2004). APS, hace referencia al APTES mientras A’
hace referencia a un grupo funcional con carga negativa.

1.5.2.- Sintesis AMS-6
Para la sintesis de estas nanoparticulas se empled: C1-Ala, APTES y TEOS.

La Ci2-Ala puede ser usada como soporte para la favorecer la gelificacién de mezclas de solventes
hidrocarbonados lo que permite la formacidn de sistemas liberadores de farmacos (N-Lauroyl-
L-alanine =99.0 TLC 52558-74-4, s. f.). Entra dentro de la categoria de surfactantes anidnicos y
fue el elegido como pordgeno para la sintesis de las nanoparticulas, AMS-6.

APTES actiia como agente co-estructurante de la fuente de silice e interacciona fuertemente con
la cabeza anidnica del surfactante, al mismo tiempo que se une covalentemente a la pared
inorganica de silice (Atluri et al., 2008).

El TEOS es el tetraetil ortosilicato que en la sintesis de nanoparticulas su aportacion consiste en
ser el precursor inorgdnico de la polimerizacién, ademas de aportar la fuente de silice para
formar la matriz de las nanoparticulas (Bernardos Bau, 2011).

Para la sintesis de las particulas primero se prepara una suspensién del surfactante en un medio
alcalino. Esto permite que el grupo carboxilico de la C;,-Ala se desprotone y adquiera una carga
negativa (formacién del carboxilato) al mismo tiempo que forma una micela anidnica, debido a
su caracteristica de molécula anfipatica, como podemos observar en la figura 1.2.
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Figura 1.2. Proceso de formacién de una micela anidnica al perder la Cy;-Ala un protén de su grupo
carboxilo al aumentar el pH (Atluri et al., 2008).



Una vez formada la micela anidnica se afiadird el agente co-estructurante (APTES) que, como
se puede ver en la figura 1.3, interaccionan sobre las micelas de forma electrostatica al poseer
un grupo cargado positivamente frente al carboxilo desprotonado.
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Figura 1.3. Interaccion entre el grupo carboxilo de la Ci,-Ala y la amina del APTES (Atluri et al., 2008).

Por ultimo, condensaran los precursores de silice (TEOS) sobre el APTES formando el entramado
de silice que originard la nanoparticula, como se puede apreciar en la figura 1.4.

Cy-Ala APTES Entramado de Silice
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Figura 1.4. Estructura AMS-6 previa extraccion del surfactante, formada por la condensacion entre el
APTES interaccionando con la micela y las particulas de TEOS (Atluri et al., 2008).

En este método de sintesis, la co-condensacion permite que, tras el proceso de sintesis y
extraccion del pordgeno, las aminas del agente coestructurante (APTES) queden en el interior
de los poros. Asi se obtiene una superficie interna del poro funcionalizada con restos de aminos
terminales (Atluri et al., 2008). Esta particularidad es la que confiere a la AMS-6 la capacidad de
interaccionar con los compuesto plata (Roldan etal., 2012), ademas de sus propiedades
antimicrobianas intrinsecas (Ortega et al., 2008).

1.6.- Carga de las particulas
La premisa de un proceso de carga de un fdrmaco es que una porcién se absorba en la particula
de silice. Actualmente, existen diversas metodologias para conseguir cargar las nanoparticulas
(Trzeciak et al., 2021).

Uno ejemplo de un proceso de cargado son los métodos que emplean solvente. Este tipo de
metodologia abarca desde una simple mezcla de los componentes por agitacién, hasta procesos
como fundir el propio farmaco para después mezclarlo con las particulas e introducirlo por
difusién. Las ventajas de estas técnicas son que se puede predecir facilmente la concentracion
final de la formulacién y que no quedan residuos del solvente en la muestra (Trzeciak et al.,
2021).

Otra forma de introducir los farmacos en las nanoparticulas consiste en utilizar disolventes. En
este caso los farmacos entraran por capilaridad hacia los poros de las particulas desde una
suspension. Sin embargo, una de las desventajas de este proceso es el posible residuo que puede
persistir en las particulas. Esta forma de carga tiene diferentes variantes, una de ellas y la que



se empleard en este trabajo, es el método de adsorcion por inmersién. Este método consiste en
sumergir las nanoparticulas en una suspension acuosa con el farmaco en cuestién. Estos
procesos puede llegar a durar hasta 48 horas y, una vez finalizado, se recogen las nanoparticulas
mediante un filtrado o centrifugacion (Trzeciak et al., 2021)

2.- OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado consiste en desarrollo, sintesis, estudio y
aplicacién de nuevos sistemas antimicrobianos basados en la funcionalizacién de compuestos
en base plata mediante sélidos mesoporosos de silice, para mejorar su accion en quemaduras.

Para ello el objetivo principal se desgloso en los siguientes objetivos secundarios:

e Sintesis de nanoparticulas que contienen aminas en sus poros de cuatro formas
distintas.

e Funcionalizacion de las particulas a través de la encapsular en ellas dos tratamientos
tradicionales de quemadauras, plata y sulfadiazina de plata.

e Caracterizacion fisico-quimica de las nanoparticulas, cargadas y sin cargar y determinar
cual de las formas de sintesis es mas adecuada.

e Estudio y validacién in vitro de la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas
cargadas y los tratamientos libres

3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Reactivos y Equipamiento empleado

3.1.1.- Reactivos
H20 miliQ, TEOS, APTES, MHA, MHB, Ringer concentracién 1/4, L-alanina, hidroxido sédico,
acetona, etanol, acido clorhidrico, cloroformo, TEABr, hidréxido sédico deuterado, agua
deuterada, AgNOs, AgSD, resazurina al 0,15%, cloruro de lauroilo 98%, hexano, acido sulfurico.

3.1.2.- Equipamiento
pXRD, difractometro empleado fue Bruker D8 Advance diffractometer

TEM, marca JOEL modelo JEM-1400 Flash

Porosimetria de N,, Micromeritics TriStar Il Plus.

ZP, ZetaSizer ZS (Malvern)

Espectroscopia de UV, Jasco V-630, N2 de serie: A141561148
RMN, Bruker ADVANCE Il

Calcinacién; Horno eléctrico, marca: gallur, volumen: 220, KWH: 4,5; temperatura maxima:
1300 °C, Capacidad: 12,5 L.

Termoshaker: Grant-bio, PCMT, Versién: V.6GW

Autoclave de tefldn, vaso de precipitados, agitador magnético, placa agitadora, sensor de
temperatura, matraz esférico de 50 mL, serpentin refrigerante, tubo flacén de 15 mL,
eppendorfs de 2 mL, placas de 96 pocillos, filtro de 0,2 um.



3.1.3.- Cepas y Cultivos bacterianos
Para los estudios antimicrobianos de los compuestos cargadis y sin cargar se empleé como
cultivo bacteriano la cepa de S. aureus ATCC 25923

3.2.- Técnicas generales

En este apartado se profundizara sobre los diferentes equipos empleados en este proyecto y
que resultaron esenciales para la resolucién del mismo. Para la valoracién de la concentracion
de bacterias, se empled la espectroscopia de absorcion de luz Ultravioleta-Visible (UV-Vis).
Mientras que para la caracterizacion de las particulas se emplearon, difraccion de rayos X en
polvo (pXRD), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), microscopia electrénica
de transmisidn (TEM) y microscopia electrdnica de barrido de emisién de campo (FESEM). Para
obtener los valores electrocinéticos de las nanoparticulas se utilizé el potencial Z (ZP) y en el
estudio de los parametros de los poros se realizd un estudio de las isotermas de absorcidn-
desorcién de nitrégeno.

3.2.1.- Espectroscopia de absorcién ultravioleta-visible
Los equipos de espectrofotometria de UV-Vis se basan en la absorcion de la radiacién UV-Vis
(radiacién comprendida entre 200 y 800 nm) por una molécula (Espectrofotometro Ultravioleta-
visible (UV-vis), s. f.). De esta forma, el estudio de los fendmenos que produce la interacciéon
entre la radiacion electromagnética con la materia permite identificar y/o cuantificar el
elemento o moléculas que forman las muestras objeto de andlisis.

Para la cuantificacion de la absorbancia de los cultivos de S. aureus, se cogia una alicuota de 200
uL del cultivo a valorar que se disponian en una cubeta del equipo. Una vez introducido el cultivo
en la cubeta, esta se colocaba dentro del espectrofotometro UV-Vis y se media la absorbancia
en el espectro comprendido entre 500 y 700 nm. Una vez obtenida la lectura, se tomaba el valor
de la absorbancia a 600 nm, ya que se corresponde a la absorbancia debida a las bacterias
(Matlock et al. - Analyzing Differences in Bacterial Optical Density.pdf.).

3.2.2.- Difraccién de rayos X en polvo

La pXRD es una técnica no destructiva que permite la identificacién de las distintas fases
cristalinas y la caracterizacidon estructural y microestructural de sdlidos. Debido a que las
longitudes de onda de los Rayos X son del mismo orden que las distancias interatémicas de los
cristales, estos actian como una red de difraccion y por tanto difractan los Rayos X en
determinadas direcciones con intensidades caracteristicas en funcién de su estructura cristalina.
La microestructura del material marca el drea en la que la estructura cristalina permanece
inalterada. Son los defectos cristalinos y el tamafio de los granos lo que afecta al perfil de
difraccion, permitiendo su estudio (Difraccion de RX, s. f.).

Por tanto, la técnica de pXRD sirve tanto para determinar estructuras cristalinas como para
identificar sélidos cristalinos. Para el estudio de rayos X se requiere una fuente de radiacion.
Esta es el anticatodo de un tubo de rayos X. Los anticdtodos mas usuales son: Cobre, Hierro,
Cromo... En el caso de este proyecto el anticatodo del equipo empleado para el estudio de las
nanoparticulas era de Cobre (Difractograma de Rayos X-UPV, s. f.). La radiacidn procedente del
anticatodo con una longitud de onda determinada incidirda sobre la muestra en el espacio
interplanar. Cada uno de los planos se encuentran definidos por los indices de Miller (h, k, |) que
estan separados entre si por una distancia determinada de forma que el haz sale reflejado con
un angulo ©, respecto al plano cristalino. El detector se ird moviendo, variando el angulo que
forma con la muestra, registrando asi el haz reflejado. El resultado de la intensidad obtenida
segun el angulo proporcionara informacién sobre la estructura cristalina de la muestra
(Difractometria de Rayos X (Polvo), s. f.).
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En este trabajo el andlisis empleado fue el de angulos bajos. Este tipo de analisis permite obtener
valores del tamano y distribuciéon de particula, distancia entre particulas, ordenacién de las
mismas, establecer fracciones volumétricas y grado de cristalinidad en materiales, el calculo de
la porosidad y dimensiones de nanoparticulas (Equipos, s. f.).

La pXRD fue usada para confirmar que la estructura atdmica de los materiales sintetizados era
correcta, ya que como se ha comentado la AMS-6 tiene una estructura cubica con un
difractograma muy caracteristico facil de interpretar. Por tanto, a partir de la asignacion de los
indices de Miller a los espectros obtenidos y empleando la ley de Bragg (ecuacion 3.1) y la
ecuacién de la celda unidad cubica (ecuacidn 3.2) se pueden calcular los parametros de las
nanoparticulas, de la celda unidad (ao) y distancia interplanar (d), para valorar si ha habido algun
cambio estructural.

2dsin® = nA

Ecuacion 3.1. Ley de Bragg (Bragg’s Law For Diffraction, s. f.). La letra n, hace referencia a un nimero
entero, A hace referencia a la longitud de onda.

1 1

——=(Mh*+k* + )=

disgar Qo

Ecuacion 3.2. Distancias interplanares para celdas de estructura cubica. (Cristalografia. Redes directa y
reciproca, s. f.)

3.2.3.- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

El RMN permite resolver la estructura de compuestos organicos y organometdlicos. También
posibilita determinar la estequiometria del esqueleto carbonado y proporciona una informacion
valiosa de nucleos magnéticamente activos. La RMN es una espectroscopia de absorcién que se
basa en la propiedad que poseen determinados nucleos de absorber energia cuando son
sometidos a la accién de radiofrecuencias. Esta radiacion provoca un transito entre niveles de
energia resultantes de la interaccion de un campo magnético externo con las distintas
orientaciones del espin nuclear de forma que, cuando vuelvan a su posicion inicial, emitiran una
sefial (Resonancia Magnética Nuclear (RMN) | Universidad de Burgos, s. f.). La disposicién de los
niveles de energia es una propiedad tanto de los nucleos de moléculas como de su entorno
electrénico y sus interacciones. Por tanto, la intensidad, forma y posicién de las seiales en el
espectro proporciona una valiosa informacién sobre la estructura del compuesto que la origina.
Por ello, estd técnica es de las mas eficientes y Utiles para saber la estructura de una sustancia
en disolucidn (Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear, s. f.). En el caso de este trabajo
se empleara el RMN de protones (*H-RMN) y por tanto las diferentes sefiales que se estudiaran
se corresponderan a los diferentes hidrégenos que posea la molécula.

Para el andlisis de los espectros de RMN se utilizaran 3 caracteristicas: los desdoblamientos, la
intensidad (area) y los desplazamientos quimicos. Respecto a los desdoblamientos hacen
referencian a el numero de picos que forman una Unica sefial, un Unico tipo de hidrégeno. El
numero de picos de una sefial varia en funcidn de los hidrégenos adyacentes al hidrégeno que
origina la sefial, por lo que viene definido por la ecuacién 3.3. Como con el nUmero de picos se
nos da una informacién importante sobre los alrededores de un determinado hidrégeno;
podemos utilizar los desdoblamientos para identificar el origen de una determinada sefial.
Respecto a la intensidad de una sefial, esta viene determinada proporcionalmente al nimero de
protones que la producen. De esta forma, se puede saber cuantos hidréogenos forman una
determinada seial. Por ultimo, el entorno del nicleo magnético es muy importante para la seiial
gue emitira, ya que segun este habra un mayor o menor apantallamiento del campo magnético.
Como el entorno de cada nucleo es distinto estos tendran diferentes frecuencias de absorcidon y
de emision, lo que se refleja en el desplazamiento quimico (unidades en ppm). Un nucleo
apantallado es un nucleo rodeado por electrones, de esta forma si hay elementos mas
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electronegativos que “desplacen” la carga, el &tomo estard mds desapantallado. De esta forma,
a mayor desapantallamiento de un nucleo a mayor frecuencia emitira, mayor ppm. Por lo que,
el desplazamiento quimico de nucleo, da informacién sobre lo que lo rodea y permite
identificarlo en una molécula (Espectroscopia.pdf, s.f.). Por tanto, juntando estas tres
caracteristicas es posible identificar o predecir la estructura de una molécula.

n® de picos de la sefial = n° de H} adyacentes + 1

Ecuacion 3.3. Ecuacidn para conocer el numero de hidrégenos adyacentes respecto a una sefial
determinada de un protén (Hll).

Mediante la RMN se caracterizd la Ci,-Ala para comprobar que su estructura se correspondia
con la esperada. Mediante esta técnica también se valoraron las nanoparticulas sintetizadas,
especificamente para poder hacer un recuento de la cantidad de aminas presentes.

3.2.4.- Microscopia electrénica de transicion

El TEM es un instrumento que se aprovecha de los fenédmenos fisico-atdmicos producidos
cuando un haz de electrones con aceleracién suficiente colisiona con una muestra bien
preparada. Cuando esto ocurre, en funcidn de su grosor y del tipo de dtomos que la forman,
parte de los electrones son dispersados selectivamente; es decir, algunos electrones atraviesan
la muestra directamente mientras que otros son desviados. Todos ellos son conducidos y
modulados por unas lentes para formar una imagen sobre una cdmara CCD que puede tener
miles de aumentos con una definicion inalcanzable por otros medios. Esta informacion obtenida
se muestra en forma de imagen con diferentes tonalidades de gris segun el grado de dispersién
de los electrones incidentes. Esta imagen ofrece informacion sobre la estructura de la muestra,
tanto si ésta amorfa o cristalina (Microscopia electronica de transmision : Servicio de
Microscopia Electrénica : UPV, s. f.).

En este trabajo el TEM fue empleado para el andlisis de la estructura mesoporosa, comprobando
que la sintesis habia resultado exitosa al ver el tamafio de poro y la organizacion de las particulas.
También se comprobd si habia alguna diferencia entre las diferentes particulas sintetizadas
previa y posteriormente a ser cargadas.

3.2.5.- Microscopia electrénica de barrido de emision de campo

El FESEM es un instrumento capaz de ofrecer una amplia variedad de informacion procedente
de la superficie de la muestra, pero con mas resolucion y con un rango de energia mucho mayor.
El funcionamiento consiste en un barrido sobre la superficie de la muestra con un haz de
electrones, mientras que en un monitor se visualiza la informacién que nos interesa en funcion
de los detectores disponibles. Como fuente de electrones se utiliza un cafién de emisidon de
campo que proporciona haces de electrones de alta y baja energia muy focalizados, lo que
mejora notablemente la resolucion espacial y permite trabajar a muy bajos potenciales. Esto
ayuda a minimizar el efecto de carga en especimenes no conductores y a evitar dafos en
muestras sensibles al haz electrénico. Otra caracteristica del FESEM es la utilizacion de
detectores dentro de la lente, que se encuentran optimizados para trabajar a alta resolucién y
muy bajo potencial de aceleracion, lo que es fundamental para obtener el mdximo rendimiento
del equipo (Microscopia electrénica de barrido de emision de campo : Servicio de Microscopia
Electronica : UPV, s. f.).

Como en el caso del TEM, el FESEM fue utilizado para la caracterizacidon de las particulas
sintetizadas, estudiando su morfologia y tamafos.

3.2.6.- Potencial zeta
El ZP hace referencia al potencial electrocinético de los sistemas coloidales. Desde un punto de
vista tedrico el ZP es la diferencia de potencial eléctrico entre el medio (fase mavil) y las
particulas en este (fase estacionaria). El valor del ZP se relaciona con la estabilidad de las
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emulsiones, altos potenciales zeta (positivos o negativos) se asocian con mayor estabilidad
eléctrica.

Sin embargo, en este trabajo se empled para determinar si las diferentes rutas de extraccién del
surfactante fueron adecuadas y ver si las particulas AMS-6 estaban cargadas.

3.2.7.- Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno
La adsorcion fisica de gases y vapores en sélidos es una de las técnicas mas empleadas en el
estudio de la porosidad de los sélidos. Para ello los parametros que se han de determinar son el
area superficial, asi como el volumen y el didmetro de los poros.

Para la determinacién de estos parametros se puede usar la adsorcién de un gas, que actua
como un adsorbato, a temperatura constante sobre el sdlido de estudio, adsorbente. De esta
forma se obtiene la isoterma de adsorcion del sélido de interés. Para obtener dicha isoterma,
en este trabajo se empled el N, a 77K como adsorbato, ya que es el de uso mds comun y es util
para materiales mesoporosos. Esta isoterma puede obtenerse de varias maneras,
gravimétricamente (se mide la ganancia de peso experimentada por la muestra por la adsorcién
a cada presion relativa de gas) y volumétricamente (la cantidad absorbida se calcula mediante
la aplicacién de las leyes de los gases a la presién y volumen del adsorbato antes y después de
la adsorcién) (ANALISIS DE LA TEXTURA POROSA DE SOLIDOS. Servicios Técnicos de Investigacion,
s. f.).

Para la obtencidn del area superficial del poro (m?g?), que hace referencia al desarrollo
superficial del sélido por unidad de masa, se requiere emplear modelos matematicos como el
de Brunauer-Emmett-Teller (BET), que serd empleado en este trabajo. En el caso del didmetro
de los poros también serd necesario el empleo de modelos matematicos y, en este caso, se
decidié usar el modelo Barret-Joyner-Halenda (BJH), que es el mas empleado en sdlidos
mesoporosos. Sin embargo, para obtener el volumen (cm3g?) total de poros no es necesario
ningun modelo matematico ya que es una medida directa que representa el volumen que
ocupan los poros en una unidad masica de poro (Adsorcion fisica de gases, s. f.).

4.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1.- Sintesis del solido mesoporoso AMS-6.

4.1.1.-Sintesis Surfactante
Para la sintesis del surfactante (Ci;-Ala), primeramente, se realizaron dos suspensiones. La
primera suspension (1), estaba compuesta por: 43,75 g de cloruro de lauroilo, 8 g de hidroxido
sédico en 20 mL de agua.

La segunda suspension (2), consistia de: 21,38 g de L-alanina y 19,2g de hidréxido sédico que se
mezclaron en 140 mL de agua y 120 mL de acetona. Una vez preparadas, se vertio la suspension
(1) sobre la (2). Esta nueva suspension (3), se mantuvo en agitacion (400 rpm) durante 20
minutos a 30 °C. Tras esto la suspension (3) se dejé atemperar durante una hora manteniendo
la agitacidon constante, y se obtuvo una suspensién con pH superior a 12. Seguidamente, se
acidificé la solucidn con acido sulfurico hasta obtener un pHigual 1. Completada la hora, el sélido
precipitd y se filtré a vacio. El sélido se lavd 3 veces con hexano mientras se mantenia el filtrado
a vaciod y posteriormente se dejé secar a 37 °C. Una vez seco se recogié el surfactante.

4.1.2.- Sintesis del Material Poroso (AMS-6)
Para la sintesis del material se suspendid 0,2 g de C1;-Ala; previamente sintetizada, en 40 mL de
agua dentro de un autoclave de teflén. Para conseguir una correcta disolucién se ha de
mantener el autoclave a 80 °C en estatico durante 24 horas.
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Tras las 24 horas se afiadié en el autoclave a 80°C y en agitacion (400 rpm) 0,2 g de APTES. Se
dejé el autoclave en agitacién y tras esperar 3 minutos se afiadié gota a gota mediante una
pipeta Pasteur 1,53 g de TEQS; el precursor de silice. Tras afiadir el TEOS se dejo el autoclave en
la estufa a 80 °C durante 20 minutos en agitacion. Durante el proceso se variaron el tiempo de
agitacion al afiadir los TEOS y/o la intensidad de la misma durante los 20 minutos posteriores.
Por tanto, se generaron 4 AMS-6 diferentes, segun sus condiciones de sintesis, como se puede
apreciar en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Diferentes procesos de sintesis seguidos durante el desarrollo de este trabajo

AMS-6 Sintesis 1 Se siguid el protocolo descrito

AMS-6 Sintesis 2 Tras anadir el APTES se agité por un minuto a 400 rpm y se

anadié el TEOS. Tras esto se puso brevemente en agitacidony
se dejo los 20 minutos siguientes en estatico.

AMS-6 Sintesis 3 Al aiadir el APTES se dejé en agitacion a 200 rpm por 3
minutos, tras esto y tras afiadir el TEOS se dejé en agitacion a
200 rpm durante los 20 minutos siguientes.

AMS-6 Sintesis 4 Después de afiadir el APTES se dejo el autoclave en agitacion
a 200 rpm por 3 minutos. Tras esto se afladieron los TEOS y se
y se dejoé el autoclave en estatico por los siguientes 20
minutos.

Tras 20 minutos en la estufa, los autoclaves se sacaron para dejarlos en un periodo de
envejecimiento durante 4 dias. El sélido obtenido tras este periodo se sometié a un lavado
mediante centrifugacion. El lavado consistio en una precipitacidn por centrifugacion (9500 rpm,
20 minutos) donde se retiraba el sobrenadante y tras esto el precipitado se resuspendia en agua
y se repetia el proceso. Este proceso continuo hasta que el sobrenadante llegd a un pH igual a
7. Tras lo cual el sélido se deja secar a 80 °C durante tres dias.

4.1.3.- Extraccion del surfactante
Tras la sintesis surfactante se queda dentro de los poros del material mesoporoso, lo que impide
gue se pueda cargar con la particula de interés. Por esto mismo se procedid a su eliminacién.
Esta eliminacidn se realizd6 mediante disolventes acidos o por calcinacion.

En la extraccion del surfactante con disolventes organicos en medio acido, se anadieron 150 mg
de sdlido en un matraz esférico de 50 mL junto con 13,5 mL (0,23 mol) de etanol y 1,5 mL
(4,896:102 mol) de HCL 37%. Tras esto se dejé el matraz en agitacion (400 rpm) durante 24 horas
a 90 °C. Después de esto el sélido se centrifugd 20 minutos a 9500 rpm. Se dejé de lavar cuando
el pH de las aguas de lavado fue neutro. Por ultimo, se secé a 80 °C.

La extraccidon del surfactante por calcinacién se realiz6 empleando navecillas de combustion
sobre los que se depositd en cada uno 200 mg de muestra y se introdujeron en el horno de
calcinacién, mufla. Se dejaron durante 5 horas a 550 °C.

Debido a que este proceso puede desestabilizar la estructura, se realizaron estudios sobre las
caracteristicas del solido a posteriori. Ademas, la calcinacidon elimina las aminas, en
contraposicion de la extraccion en medio acido. Esto fue validado en analisis posteriores.

4.2 .- Caracterizacion AMS-6

4.2.1.- Caracterizacién de AMS-6 mediante difraccion de rayos X en
polvo.
Se realiza una preparacién de la muestra a estudiar, se han de coger sobre unos 200 mg de la
particula y molturar. Tras esto, se ha de disponer la muestra sobre una bandeja de medicién del
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equipo, aplanandola sin dejar rugosidades y cubriendo el espacio designado, e introducirla en el
mismo. Entonces, se selecciond el programa de angulos bajos con una duracién de 11 min por
ensayo. El procedimiento seguido para cada muestra fue el mismo.

4.2.2.- Caracterizacion de AMS-6 por Potencial Z
Se prepararon para todas las muestras suspensiones de 1,5 mL y concentracién igual a 1 mg/mL
en eppendorfs de 2 mL. Se cogié un 1 mL de muestra mediante una jeringa y se dispuso en una
cubeta especifica del equipo. Posteriormente se procedio a realizar su medicién.

4.2.3.- Caracterizacion de materiales mediante RMN.
Seguln el material analizado la preparacion de la muestra varié. En el caso del surfactante; Ci,-
Ala, se introdujeron 10 mg dentro de un tubo de RMN que se disolvieron en 0,6 mL de
cloroformo deuterado. Posteriormente, se agito el tubo para disolver el material.

Para las particulas sintetizadas, se cogieron 10 mg de la muestra, 5 mg de la molécula patrén
tetraetilamonio de bromo (TEABr). Seguidamente se usé como disolvente 10 gotas de sosa
deuteraday 10 gotas de agua deuterada. Se llevaron a un agitador donde se mantuvo la muestra
hasta que se consiguio su disolucidn, tras lo cual rdpidamente se realizo el estudio.

Tras la preparacion de las muestras fueron llevadas debidamente etiquetadas al equipo de RMN.

4.2.4.- Caracterizacion de AMS-6 mediante adsorcién-desorcién de
nitrégeno.
Se introdujeron unos 100 mg de muestra en un vial de 5 mL que se llevaron al técnico del
porosimetro.

4.2.5.- Caracterizacion AMS-6 mediante TEM y FESEM.
Una vez sintetizadas las nanoparticulas se procedio a estudiar la morfologia y porosidad de las
mismas. Este andlisis morfoldgico se llevé a cabo mediante microscopia de transmisién de
electrones (TEM), y microscopio electrénico de barrido de emisidon de campo (FESEM).

La preparacién de las muestras de TEM se realizé de la forma indicada a continuacién. Para cada
una de ellas se pesard 1 mg que sera suspendido en 1 mL de agua. Después se afladid de 2 a 3
gotas con una pipeta pasteur en una rejilla de Ni recubierta por un film de carbono y se dejo
reposar hasta evaporacion. Una vez seca la muestra se llevé al equipo de microscopia para ser
analizada, donde un técnico la introdujo al equipo.

En el caso del FESEM, en un portamuestras se anade una cinta de carbono adhesivo. Tras esto
se retira la cinta protectora revelando una superficie rugosa donde se pondra la muestra. Se
requiere, tras anadir la muestra, eliminar aquella que no esté pegada a la cinta mediante un
soplador. Tras esto un técnico introdujo la muestra al equipo.

4.3.- Carga AMS-6
Una vez sintetizada la AMS-6 y extraido del pordgeno de sus poros, se procedid a realizar el
cargado de las particulas por inmersion. La carga se realizd en las particulas extraidas en medio
acido ya que los sdélidos conservan sus aminas. Se prepararon sendas suspensiones saturadas de
AgSD y de AgNOs. Tras afiadir el sélido, se dejaran ambas suspensiones en agitacion (400 rpm)
a temperatura ambiente por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugaron las
suspensiones para eliminar el disolvente, retirando el sobrenadante y dejando secar a vacio.

La AgSD es un compuesto muy insoluble en agua y etanol por lo que para su carga se decidid
emplear amonio donde si es soluble (NCATS Inxight Drugs — SILVER SULFADIAZINE, s. f.). En este
trabajo se empled una disolucién de amonio al 25% y agua a una proporcién 7:1 en volumen. De
esta mezcla se extrajeron 4mL donde se disolvid la AgSD. En estos 4 mL se afiadieron 100 mg de
AMS-6 y 0,4 milimolar de AgSD por gramo de sélido, que se corresponde con 14,58 mg de AgSD.
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En el caso del AgNOs la solubilidad en agua es muy alta (PubChem, s. f.) por lo que se disolvié
directamente en 4mL de agua miliQ. Esto se hizo para evitar problemas de precipitaciones de
cloruro de plata por la interaccién de la plata con las sales del agua (Precipitation of Silver
Chloride, s. f.). En estos 4 mL se aifadieron 100 mg de AMS-6 y 0,4 milimol de AgNOs por gramo
de solido, que se corresponde con 6,79 mg de AgNOs.

Ambos procedimientos quedan recogidos en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Condiciones de los procesos de cargas realizados

Componente | Disolvente | Volumen | AMS-6 Carga Masa | Tiempo | Temperatura | Agitacién
(mL) (mg) | (milimol | carga (h) (°C) (rpm)
/gsol) | (mg)

Sulfadiazina disolucion 4 100 0,4 14,58 24 T2 ambiente 400

de Plata de aguay (25)
amonio (1:7)

Nitrato de agua miliQ 4 100 0,4 6,79 24 T2 ambiente 400

Plata filtrada (25)

4.4 .- Calibrado de densidad dptica respecto a concentraciéon bacteriana

Para conocer a la concentracidn a la que se encuentra el cultivo de S. aureus cuando se utilicé
en un proceso experimental se cred una curva patrén. Esta curva patrén relaciona la
concentraciéon de un cultivo con la absorbancia del mismo en un espectrofotdmetro UV-Vis. Por
lo que midiendo la absorbancia en un espectrofotémetro y sustituyendola en la ecuacién 5.3 se
puede obtener la concentracién aproximada de un cultivo. Lo que permitird hacer las
disoluciones adecuadas para realizar los diferentes ensayos con la misma concentracién inicial
de bacterias aumentado la reproducibilidad de los mismos.

Para la obtencion de la curva patrdn se dejo crecer durante un dia a 37 °C un cultivo de S. aureus
en medio Miiller-Hinton Broth (MHB), para que llegue a saturacion que corresponderia con una
concentracion de 10° cel/mL aproximadamente. El cultivo se realizé en un tubo falcén de 15 mL
con 9 mL de medio de cultivo al que se afiadié 1 mL de un cultivo previo.

Tras 24 horas, se realizaron diluciones seriadas desde el cultivo inicial hasta llegar de
concentraciones de 10* cel/mL. Estas diluciones se hicieron de forma 1:10 en tubos de dilucién
que contenian 9 mL de MHB, como ejemplifica la figura 4.1.

Luego, de cada dilucién obtenida (10% 10°, 10°... cel/mL) se realizaron sus correspondientes
diluciones para llegar a valores de 10° cel/mL, donde se podré hacer el recuento de unidades
formadoras de colonias (CFU) vy, al aplicar el factor de dilucién, obtener la concentracion real de
bacterias de cada dilucién. Estas nuevas diluciones se realizaron esta vez en tubos eppendorf de
2mL con 900pL de medio MHB y se volvieron a realizar diluciones seriadas 1:10 para llegar a la
concentracién deseada. Este procedimiento se recoge en la tabla 4.3.
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Figura 4.1. Ejemplificaciéon de las diluciones realizadas.

Tabla 4.3. Procedimiento seguido para obtener las diferentes concentraciones requeridas para
el ensayo. En negrita queda resaltada la concentracién a la que se llevé cada dilucion para
realizar el recuento (10° UFC/mL).

| pil1:10 | Dil1:10 | Dil1:10 | Dil1:10 | Dil1:10

Dil\Conc 10° 108 107 10° 10° 10
estimada
(CFU/mL)

10" 108 107 10° 10° 10° 10°

102 107 10° 10° 10 10°

103 10° 10° 10 10°

10* 10° 10 10°

10° 10° 10°

10° 10°

10° 10°

Una vez se hicieron las diluciones en tubos eppendorfs, las concentraciones de 10° cel/mL se
sembraron en placas Petri con Muller-Hinton Agar (MHA) mediante el método de Miles y Misra
(Miles et al., 1938). Este método consiste en sembrar de cada muestra tres gotas de 20 plL
optimizando asi el espacio de una placa de cultivo. Tras ser sembradas las placas se dejaron 24
horas a 37 °C en una estufa.

Al mismo tiempo, se tomé una alicuota de cada concentracién sin diluir (10%, 10°, 10°... cel/mL)
y se midid la absorbancia para cada una a 600 nm, poniendo 200uL en una cubeta del equipo de
espectrofotometria. Esta absorbancia se relaciond con la concentracion de bacterias o unidades
formadoras de colonias (CFU/mL) obtenida tras el recuento de la correspondiente placa para
cada concentracién. Previamente a esto, se tuvo que medir la absorbancia del medio de cultivo
sin microorganismos para poder obtener la linea base (baseline) o blanco. La medida de
absorbancia se realizé en un rango de 500 a 700 nm de longitud de onda y se hizo la lectura
absorbancia a 600nm.

Pasadas 24 horas se procedid a realizar el recuento, el nimero obtenido de CFU a su vez se
multiplicé por el factor de diluciéon para obtener los valores de concentracion reales. En este
caso, al haber hechos las diluciones en 1mL y haber sembrado 20pL, el factor de dilucidn sera
de 50 (50*20ulL = 1000uL = 1mL). Estas concentraciones se pasaron a forma logaritmica
obteniéndose una recta patron con ecuacion 5.3.
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4.5.- Ensayo de actividad de la sulfadiazina de plata y la plata cargada
Se valor¢ la actividad de los sélidos AMS-6 cargados con AgSD, AMS-6(AgSD), y con Ag*, AMS-
6(Ag). En el estudio se utilizaron cultivos de S. aureus frente a diferentes concentraciones de
solidos cargados. Ademas, también se valorard la actividad de la AMS-6 sin cargar, ya que en su
superficie presenta aminas que poseen cierta actividad bactericida.

Primero, se prepard un cultivo bacteriano en medio MHB en un tubo falcédn de 15 mL. Se dejé
en crecimiento overnight, para que llegard a una concentracion aproximada de 10° cel/mL.

Se pesaron las particulas para posteriormente preparar las diluciones del ensayo: AMS-6, AMS-
6(Ag) y AMS-6(AgSD). Para cada particula se prepararon las mismas concentraciones. Mediante
diluciones seriadas se llegaron a concentraciones de 5mg/mL hasta 0,00975 mg/mL.

Posteriormente, se extrajo una alicuota del cultivo bacteriano que se habia dejado overnight.
De esta alicuota se tomaron unos 200uL que se introdujeron en una cubeta del equipo de
espectroscopia del laboratorio, con el que se obtuvo la absorbancia del cultivo. Con esta
absorbancia se obtuvo la concentracion del cultivo mediante la ecuacién 5.3.

Una vez conocida la concentracion del cultivo se procederd a hacer las pertinentes diluciones
para acabar con una concentracion cercana a 10° cel/mL. En el caso del ejemplo, se realizaron 4
diluciones, 3 diluciones seriadas 1:10 en falcén de 15 mL con 9 mL de medio Ringer. La ultima
dilucién se realizé al pasar el cultivo al ensayo, ya que se afiadieron 100uL de cultivo 900 uL de
medio Ringer con particulas, en eppendorfs de 2mL. Se dejaron los eppendorfs 24 horas en un
termoshaker a una temperatura de 37 °C.

Al dia siguiente, de cada concentracién se realizaron tres diluciones y se sembraron las
concentraciones en torno a 10°, 10% y 102 cel/mL, con el método de Miles y Misra. Se sembré en
placas Petri con medio MHA tras ser divididas en tres areas, cada una para una concentracion.
Una vez sembradas las placas se incubaron en una estufa a 37 °C durante 24 horas. Pasadas las
24 horas se procedio al recuento de las colonias.

4.5.1-Ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria
Para continuar con la valoracién de la capacidad antimicrobiana de los compuestos de plata,
cargados y sin cargar, se realizé un ensayo de su Concentracidn Minima Inhibitoria (MIC).

Para determinar la MIC se dejé crecer a 37 °C un cultivo de S. aureus en MHB durante 24 horas
con el objetivo de que llegard a una concentracién igual a 10° cel/mL. Esto se comprobd
midiendo la absorbancia del cultivo en el espectrofotdmetro del laboratorio, como ya se ha
descrito, y, aplicando la lectura obtenida en la ecuacién 5.3, se obtuvo asi la concentracién real
del cultivo. Este valor se empled para poder realizar las diluciones convenientes para conseguir
realizar los diversos ensayos siempre a la misma concentracién, 10° cel/mL. El método empleado
en este ensayo fue el método de microdilucién de cultivo (EUROPEAN COMMITTEE FOR
ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING (EUCAST) of the EUROPEAN SOCIETY OF CLINICAL
MICROBIOLOGY and INFECTIOUS DISEASES (ESCMID), 2003), en placas de 96 pocillos, como la
que se puede ver representada en la figura 4.2.
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Figura 4.2. llustracion de una placa de 96 pocillos. («¢Qué Es Una Placa de 96 Pocillos?», s. f.)

Este método consiste en rellenar los pocillos exteriores de 200 pL (columnas 1y 12, filas Ay H)
con el medio para evitar la evaporacién en los pocillos interiores, donde ocurre el experimento.
Asi estos pocillos cumplen una funcidn protectora y de controles de posibles contaminaciones.
Tras esto, se afiaden las disoluciones de los fdrmacos a la concentracidn deseada en los 3 pocillos
superiores (B, Cy D) de la columna 11, que seran siempre los de mayor concentracidén, mientras
que los tres pocillos inferiores (E, F, G) no recibieron farmaco y actuaron como controles +. Asi
también se comprueba que el disolvente empleado (en este trabajo MHB) no es toxico para las
bacterias, lo que afectaria a la obtencién de la MIC. Por tanto, el ensayo se realizo por triplicado,
con sus respectivos controles. Después de esto se afiadid en el resto de pocillos 100 pL (de las
columnas 2 al 10) de medio MHB. Luego se procedio a realizar una serie de diluciones seriadas
para conseguir una ristra de concentraciones donde buscar la MIC de cada compuesto.

Después de obtener la concentracion del cultivo bacteriano, se prepararon las suspensiones de
los diversos tratamientos a valorar: Ag, AgSD, AMS-6(Ag) y AMS-6(AgSD). Tras esto se
depositaron en los pocillos de la fila nimero 11 la cantidad correspondiente de cada suspension
para tener en 200 pL la concentracidén deseada. Después de este paso, se procedié a hacer las
diluciones seriadas 1:2 hasta la columna 2 v, al acabar las diluciones, se anadieron 100 pL de
bacterias para realizar el ensayo a una concentracion bacteriana de 10° cel/mL, que sirvieron de
indculo. Las bacterias se afiadieron de la columna 2 a la 11 y sin afiadir en las filas Ay H.

De esta forma en los pocillos de mayor concentracién (11) se utilizaron concentraciones de 0,5
mg/mL para la Ag y la AgSD, mientras que en el caso de los tratamientos encapsulados la
concentracidn fue mayor 2,5y 5 mg/mL para la AMS-6(Ag) y la AMS-6(AgSD), respectivamente.

Una vez preparados los ensayos en las placas de 96 pocillos se dejaron overnight a 37 °C.

4.5.2- Ensayo de viabilidad

Para valorar la MIC se procedié a realizar el ensayo de la resazurina. La resazurina es un indicador
redox que puede entrar en las células y por tanto servir para indicar la viabilidad celular. La
resazurina al disolverse adquiere un tono azul pero una vez que se afiade a un cultivo, si este es
viable y estd activo metabdlicamente, puede reducir la resazurina en resorufina que es un
compuesto de color rosaceo. Esta reduccién ocurre a través de la respiracion aerdbica de las
células activas dandose un intercambio de electrones entre el NADH (reductor) y la resazurina
(oxidante). El periodo de incubacion necesario para que se dé la reaccion varia segun diversos
parametros como, el tipo de célula, la densidad celular, el tipo de medio de cultivo; entre otros.
Este tiempo puede estar comprendido entre 1-4 horas (Riss et al., 2004).

Primero se prepard una disolucidn de resazurina al 0,15% del peso en el volumen deseado de
agua destilada. La disolucion fue filtrada a través de un filtro de 0,2 um en un recipiente vacid y
esterilizado. Después, una vez el ensayo habia crecido, se afiadieron 30 plL de resazurina por
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pocillo. Una vez afiadida la resazurina se dejaron las placas por 1 hora en una estufa a 37 °C. El
cambio de color se comprobé visualmente.

4.5.3.- Ensayo de Concentracién Minima Bactericida

Para la determinacion de la concentracion minima bactericida (MBC), una vez conocida la MIC
de un ensayo, se tomaron 20 pL del pocillo posterior (bacterias activas) y del pocillo de la MIC
mas los dos siguientes (bacterias no activas) o los necesarios hasta no obtener crecimiento. Estos
se cultivaron en una placa de MHA. Se cogié una muestra por pocillo de una determinada
concentracidn, es decir 3 muestras por concentracién. Las placas se dividieron en 4 sectores
para sembrar en cada uno una determinada concentracion. Se metieron en la estufa a 37 °Cy
se procedid a su valoracion pasadas 24 horas.

5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Caracterizacion fisico-quimica
La caracterizacion fisicoquimica se llevo a cabo durante los diferentes pasos de la sintesis de las
nanoparticulas, AMS-6, asi como estando cargadas o sin cargar.

En la sintesis del AMS-6 intervienen el surfactante (Cy>-Ala), APTES y una unidad polimerizadora
precursora de silice (TEOS). Tras su sintesis se procedié a la extraccidn del surfactante y tras esta
se ha de obtener un material mesoposo con una distribucion de poro y diametro uniforme, el
cual puede variar entre 2-50 nm.

Para esta caracterizacion se siguieron los procedimientos estandar de la quimica de materiales.
Por tanto, se ha empleado: la técnica de difraccion de rayos X en polvo, microscopia electrénica
de barrido de emisién de campo y microscopia electrénica de transmisién. También se ha
empleado la resonancia magnética nuclear de protdon. Ademas, se realizé un estudio de
potencial zeta para la medida de la carga en la superficie de las particulas.

5.1.1.- Caracterizacidon Ci-Ala
En primer lugar, se sintetizo el surfactante anionico, N-lauroil-L-alanina (C1»-Ala), con el que se
procedio a sintetizar el material poroso (AMS-6). Este compuesto tiene una naturaleza anfipatica
al tener una cabeza polar (hidrofila) y una cola apolar (hidrofébica). La cabeza polar corresponde
al aminoacido de la alanina, mientras la cola es una cadena hidrocarbonada de 12 carbonos, esto
se ve representado en la figura 5.1.

W/W\/\/\/C

CH

Figura 5.1. N-lauroil-L-alanina (Ci12-Ala). (N-Lauroyl-L-Alanine, s. f.).
Para la sintesis de la Cy;-Ala se utilizé L-alanina, figura 5.2, y cloruro de lauroilo, figura 5.3.

HC
NH,

OH
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Figura 5.2. L alanina. (L-alanina, 99 %, pura, Fisher Chemical | Fisher Scientific, s. f.).

H3C\/\/\/\/\/\[(CI

(0]

Figura 5.3. Cloruro de lauroilo. (Cloruro de lauroilo, 98 %, Thermo Scientific | Fisher Scientific, s. f.)

La L-alanina, como se ve en la figura 5.2, posee dos grupos funcionales de gran interés, un amino
y un acido carboxilico. El amino posee un par de electrones libres que le confieren un caracter
nucledfilo (tiende a ceder electrones). En cambio; el cloruro de lauroilo, como se aprecia en la
figura 5.3, contiene un grupo carbonilo unido a un atomo de cloro. Este cloro presenta una
elevada electronegatividad, confiriendo al carbonilo un caracter electréfilo (atrae electrones).

De esta forma, la sintesis del surfactante Ci,-Ala, consiste en una sustitucién nucleofilica de la L-
alanina en la molécula de cloruro de lauroilo. Asi; la amina, de la L-alanina, y el carbono, del
carbonilo del cloruro de lauroilo, se unen covalentemente desplazando al cloruro del cloruro de
lauroilo, formando la Ci;-Ala a través de la creacion de un nuevo enlace amida. El pH del medio
de reaccion debe ser alcalino, en torno a 9, para evitar que se protonen las especies nucledfilas
y se detenga la reaccion, por ello se hace la reaccidén en presencia de hidréoxido sodico.

Para la caracterizaciéon de la Ci-Ala se empled la espectroscopia de RMN de protén (*H-RMN)
ya que con ella se puede determinar la estructura de un compuesto organico, segun la posicidn
(desdoblamiento), intensidad (area) y forma de las sefales (picos) obtenidas en el espectro. Se
utilizaradn estos parametros para determinar si la estructura obtenida corresponde a la Ci2-Alay
por tanto si la sintesis ha sido exitosa. El disolvente empleado fue cloroformo deuterado pero
su sefal no es apreciable ya que aparece en torno a 7 ppm y se corté el espectro en 4,75 para
favorecer su visualizacion.

Como se puede apreciar en la figura 5.4, hay una serie de picos que van desde 4,75 ppm hasta
0,75 ppm. Desde sefiales mayores a menores, podemos observar una sefial sobre 4,5 ppm
consta de cinco picos, multiplete, y esta constituida por un hidrégeno. Ademas, se encuentra a
frecuencias elevadas por lo que viene de un hidrégeno muy desapantallado. Si nos fijamos en el
dibujo de la molécula, podemos observar que el hidrégeno del carbono 3 tiene elementos
capaces de desplazar las cargas adyacentes, como el grupo carboxilo, ademds presenta un solo
hidrégeno, por lo que se ajusta a la sefial observada.

Siguiendo el anterior procedimiento se puede resolver el espectro. Por tanto, la seial de 4,5
hace referencia al hidrégeno del carbono 3; la sefial a 2,25 se relaciona con los dos hidrégenos
del carbono 8 ya que sale mas desplazada que un metileno normal. La sefial a 1,75 haria
referencia a los dos hidrégenos del carbono 9, ya que también se encuentra un poco
desapantallados. Finalmente, la sefial a 1,25 es la que cabria esperar de un metileno normal y al
integrar a 16 hidrégenos se puede asociar a los 8 metilenos del resto de la cola hidrofébica del
compuesto (carbonos 10 a 17), y la seiial a 0,8 se puede asociar con el metilo al ser la sefial mas
apantallada y al integrar a 3 hidrégenos (carbono 18). Debido a los resultados obtenidos, la
sintesis del surfactante se considera que fue exitosa.

21



¢}

23000

| |
BN NN NN /\“/“”\/ Non

CH3 21000
20000

Carbonos 10 a 17 oo

18000

[¢]

F17000
16000

— J Vs /

15000
14000
13000
12000
11000
10000
9000
Carbono 18 8000
7000
6000
5000
Carbono 8 H4000
3000
Carbono 9 L2000

A
BR e

F-1000

|

i

190
1. 76«:[
288 ]

Carbono 3
3
4.5 4.0 3.5 3.0

25
f1 (ppm)

Figura 5.4. Espectro de *H-RMN resuelto de la Ci»-Ala en cloroformo deuterado.

5.1.2.- Caracterizacion sélido AMS-6
Los sdlidos analizados presentaban alguna de estas condiciones:

AMS-6 as made; consiste en el sélido que, tras ser sintetizado, no ha sufrido ningln tratamiento
posterior, por lo que el surfactante (C;»-Ala) todavia no ha sido extraido del interior de los poros.

AMS-6 extraido, la extraccion se realiza en medio acido. El sélido una vez que se ha extraido el
porégeno Ciz-Ala conserva las aminas en los poros del AMS-6. Posteriormente fueron cargados.

AMS-6 calcinado, se ha eliminado el porégeno del interior de los poros mediante calcinacion a
550 °C durante 5 horas. Esta eliminacién del pordgeno conlleva también la perdida de toda
materia organica de la muestra, luego se elimina la funcionalizacién de los poros, las aminas.

5.1.2.1.- Potencial zeta

El ZP puede servir para medir la carga superficial de un compuesto en una disolucién coloidal.
Esta capacidad fue empleada en este trabajo para valorar la carga superficial de las diferentes
nanoparticulas. Se valoraron las dos condiciones de extraccion: extraido y calcinada. Asi como
también se valoraron las nanoparticulas cargadas con AgNO3; o AgSD. Los resultados obtenidos
se recogen en la tabla 5.1. Como se puede observar las AMS-6 calcinadas poseen un ZP negativo,
como es el caso de la AMS-6.1 con -43 + 6 mV. Esto se debe a que como las aminas son
eliminadas la superficie de las nanoparticula se quedan expuestos los silanatos. En cambio, en
las AMS-6 extraidas, al conservarse las aminas, tienen carga positiva. Por ejemplo, AMS-6.1 con
47 + 11 mV. A las nanoparticulas cargadas se les extrajo el surfactante por medio de disolventes
acidos antes de cargarlas con Ag* o AgSD, lo que explica su carga positiva. Sin embargo, en ambos
casos, esta es menor que la de las AMS-6 extraidas debido a la interaccion de los compuestos
con las aminas del poro. Por ejemplo, en el caso de la AMS-6(Ag) el ZP 31 + 4 mV mientras en la
AMS-6(AgSD) es de 35,2 + 8 mV
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Tabla 5.1. Potencial Zeta de los sélidos AMS-6 cuyo surfactante ha sido extraido mediante calcinacion o
con un disolvente acido y de los AMS-6 cargados.

Particula Extraccion Potencial Z (mV)
AMS-6.1 calcinacién -43+6
AMS-6.2 calcinacién -30+5
AMS-6.3 calcinacién -14+5
AMS-6.4 calcinacién -15+5
AMS-6.1 Disolvente acido 47 £11
AMS-6.2 Disolvente acido 45+ 6
AMS-6.3 Disolvente acido 57+6
AMS-6.4 Disolvente acido 587
AMS-6(Ag) Disolvente acido 31+4
AMS-6(AgSD) Disolvente acido 35+8

5.1.2.2.- Difraccion de rayos X en polvo
Se valoraron los sélidos en sus tres condiciones: as made, extraida y calcinado.

Con los datos obtenidos de un difractograma es posible estudiar las caracteristicas estructurales
de un material. En el caso de este estudio se emplean nanoparticulas de estructura cubica, por
lo que se espera que al hacer el estudio de los materiales mediante pXRD a dangulos bajos se
puedan observar los planos mas representativos de la estructura cubica. Estos planos se pueden
identificar como planos de Bragg correspondiendo a (21 1) y a (2 2 0). Para ello se estudiaron
las particulas segln su sintesis, en sus tres estados, obteniéndose los difractogramas que se
observan en la figura 5.5.
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Figura 5.5. Difractogramas de las diferentes AMS-6 con diferentes rutas de sintesis. AMS-6 con ruta de
sintesis 1 (A); ruta de sintesis 2 (B); ruta de sintesis 3 (C), ruta de sintesis 4 (D).

Como se puede observar en la figura 5.5 en algunos difractogramas no aparece el plano (2 2 0)
(figura 5.5.D) o su intensidad es menor a la esperada y no se distingue bien este plano (figura
5.5.B y C), por lo que se supone que su estructura serd amorfa. Por tanto, se eligio a la AMS-6
representada en la figura 5.5.A (correspondiente a la sintesis 1) como la adecuada para
continuar con la caracterizacién, realizar los analisis microbiolégicos y continuar con este
trabajo, al mantener su estructura estable.

Ademads, mediante el andlisis de los difractogramas de pDRX, se puede determinar si una
nanoparticula ha sufrido alguna alteracion en su estructura. Por tanto, se valorara si hubo algun
tipo de modificacidn de la estructura tras extraer el surfactante. Para ello se analizara la figura
5.6, que muestra el difractograma de las particulas sintetizadas mediante la sintesis 1.

24



207

231 \ |

108 "' | B

65+ |

<A =D ZMAZ -

A. U, \
WUYisss U

% |

66

33

15 25 35 45 55 65 75
20 (Degrees)

Figura 5.6. Comparacion de los difractogramas de la AMS-6 sintetizadas mediante la sintesis 1. Se
comparan los modelos as calcinada (A), extraida (B) y as made (C).

Como se puede observar en la figura 5.6, las nanoparticulas extraidas muestran los picos
caracteristicos, indicando que mantienen la estructura cubica. Esto muestra una alta estabilidad
estructural. No obstante, si se observa cierto desplazamiento de las reflexiones sobre el eje X.
Esto simboliza la contraccién de la celda unidad a causa de la extraccidon del surfactante.

Como ya se ha comentado, una vez asignados los indices de Miller y con el empleo de la Ley de
Bragg (ecuacidn 3.1) y la ecuacidn de la celda unidad cubica (ecuacidon 3.2), se pueden obtener
los valores de la distancia interplanar (d) y la celda unidad (ap). Los resultados que se obtuvieron
son los que se muestran en la tabla 5.2.

Tabla 5.2. Resultados obtenidos al calcular los parametros de la distancia interplanar y la celda unidad.

Familia de Caracteristicas As made Extraida acido Calcinada
planos
211 ao (A) 112,500 113,700 111,000
d (A) 45,927 46,418 45,315
220 ao (A) 112,500 113,700 111,000
d (A) 39,775 40,199 39,244

Mediante la tabla 5.2 se puede comprobar que con respecto a la as made se produce una
expansion de la celda unidad (aumento del pardmetro ap) al extraer el surfactante. Esto
repercute en la distancia interplanar (pardmetro d) que aumenta respecto al as made. En
cambio, en el caso de la calcinaciéon se produce un proceso inverso produciéndose una
contraccion, una disminucion tanto en los parametros ap y d.
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5.1.2.3- FESEM y TEM
Con respecto a la caracterizacion mediante la técnica de FESEM, en la figura 5.7, se muestran
una seleccion de fotos representativas.

Figura 5.7. Imagenes de FESEM de AMS-6 extraida (A) AMS-6 calcinada (B) AMS-6(Ag) (C) y AMS-6(AgSD)
(D).

En la figura 5.7A se muestra las AMS-6 extraida y en la 5.7B las AMS-6 calcinada, observando
que aparentemente no hay modificaciéon en la forma, tamafio o composicion general de la
muestra tras el proceso de calcinacién. Por otro lado, en la figura 5.7C, cargada con nitrato de
plata, y en la figura 5.7D, cargada con sulfadiazina de plata, se puede observar que el proceso
de carga no da lugar a una modificacién importante de la superficie por lo que la estructura del
material no se ve afectada en el proceso.

Los sélidos AMS-6 sintetizados se evaluaron mediante la técnica de TEM para observar las
variaciones que podrian presentar los sélidos sintetizados en cuanto a forma y porosidad. Tal y
como se observa en la figura 5.8, las cuatro sintesis presentan diferente morfologia.

Figura 5.8. imagenes de TEM de las diferentes AMS-6 sintetizadas, as made. AMS-6 sintesis 1 (A), AMS-6
sintesis 2 (B), AMS-6 sintesis 3 (C) y AMS-6 sintesis 4 (D).
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Con respecto a la sintesis 1, cuya imagen de TEM corresponde a la figura 5.8.A, su morfologia es
mucho mas esférica que las demds y se aprecian mejor los canales del material si la comparamos
con las figuras 5.8.B, C y D que representan las imagenes obtenidas de las sintesis 2, 3y 4
respectivamente. Esto se relaciona muy bien con los resultados obtenidos pXRD, confirmando
que la sintesis 1 es la mas exitosa y justifica el uso de los materiales obtenidos a través de ella
en el resto del trabajo.

Por ultimo, se presentan las imagenes TEM de las AMS-6 calcinada, figura 5.9.Ay figura 5.9.B en
la que podemos apreciar la estructura porosa del sélido a mayor magnificacion. Por otro lado,
se presentan las imagenes de TEM de las AMS-6(Ag) y AMS-6(AgSD), figuras 5.9.C y 5.9.D
respectivamente en las que se puede deducir que no hay variacién de la estructura
tridimensional tras los procesos de carga. No obstante, en las imagenes tomadas de los sélidos
cargados se dejan de apreciar los canales presentes en las AMS-6 extraidas de la figura 5.9.A,
esto es debido a la pérdida de contraste producida por la presencia plata y de materia orgdanica
en sélidos cargados.

Figura 5.9. Imagenes de TEM de las AMS-6 calcinadas (A y B) y las cargadas, AMS-6(Ag) (C) y AMS-
6(AgSD) (D).

5.1.2.4-Resonancia magnética nuclear

Mediante la espectroscopia de *H-RMN se puede identificar las especies o grupos que forman el
solido creado, AMS-6. Ademas, el afiadir una cantidad conocida de una molécula patréon permite
cuantificar la cantidad de grupos funcionales u otras moléculas de la muestra, al comparar las
sefiales entre ambos compuestos. Esta especie patrén ha de consistir en una especie quimica
que no reaccione con la muestra y cuya masa sea conocida. En el caso de este trabajo la molécula
patron fue el bromuro de tetraetilamonio (TEABr), que se utilizé para poder cuantificar la
cantidad de aminas presentes en los poros de las particulas sintetizadas. Ya que estas poseen la
capacidad de interaccionar con la plata y poseen actividades antimicrobianas, caracteristicas
muy interesantes para este trabajo.

Tras ser extraido el surfactante con disolventes acidos de la AMS-6 de sintesis. Se disolvié el
solido en una mezcla de sosa y agua deuterda y se introdujo al equipo obteniendo el siguiente
espectro de'H-RMN, figura 5.10. Las sefiales del solvente no son apreciables debido a un corte
en el espectro para su mejor visualizacion.
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Figura 5.10. Espectro *H-RMN AMS-6 extraido. Como disolvente se empled una mezcla de sosa y agua,
ambas deuteradas.

A partir de la figura 5.10 calcularemos la concentracién de aminas en la muestra. Para ello se ha
de utilizar la sefial de los metilenos de la molécula TEABr (2,4 ppm) y la de la amina del APTES (-
0,5 ppm) con sus correspondientes areas. Con estos datos es posible determinar la relacion
molar entre el grupo funcional del sélido y el TEABr afadido, a través de la ecuacién 5.1.

Area pico TEABr m(TEABT)
n(TEABr)  n%de H responsables de la sefial _— M(TEABrT)
n(APTES) Area pico de APTES m(APTES)

n®de H responsables de la sefial ~ M(APTES)
Ecuacion 5.1. Relacién de TEABry aminas APTES

Se pretende despejar los moles de APTES de la ecuacién 5.1 para determinar la cantidad de
amina. Del resto de incégnitas obtenemos su valor del espectro de la figura 5.10. Asi el drea
integrada con valor 8 del pico de TEABTr se relaciona con 8 hidrégenos correspondientes a los de
los 4 metilenos del compuesto, como se puede ver en la figura 5.11.A. En el caso del pico del
APTES su area integrada es igual 1,05 y su sefial corresponde a los 2 hidrégenos de su amina
primaria, como se ve en la figura 5.11.B. Ademas, se sabe la masa afiadida de la molécula patron,
6,17 mg, afladidos a 10,2 mg de muestra AMS-6. Con todo esto se puede proceder a resolver la
ecuacién 5.1.
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Figura 5.11. Compuestos analizados en el *H-RMN. TEABr (A) (Tetraethylammonium bromide
ReagentPlus!], 99 71-91-0, s. f.), TEOS (B) (3-Aminopropyltriethoxysilane | 919-30-2, s. f.)

La ecuacidn con los valores sustituidos, conociendo el peso molecular del TEABr, quedaria:
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6171073 g
2106 _ 8
n (APTES) ~ 10

5

Despejando la ecuacion, se obtiene que los moles de APTES son igual a:
n(APTES) = 1,541 - 107> moles de amina en 10,20 mg de muestra

Por tanto, el AMS-6 sintetizado posee 1,511 - 10® moles de amina o APTES por mg de
nanoparticula; 0 0,335 mg de APTES por mg de nanoparticula. Con estos datos puede sacarse el
grado de funcionalizacién de las nanoparticulas mediante la ecuacién 5.2.

m(APTES) _ n(APTES)
m(AMS —6)  m(AMS — 6)

grado de funcionalizacion = - M(APTES)

Ecuacion 5.2. Ecuacidn para obtener el grado de funcionalizacion de la AMS-6

Resolviendo la ecuacién anterior, se obtendria que; 1,511 - 10 1000-221,372 = 0,334. Por lo
que se ha obtenido un grado de funcionalizacion de 0,334 o; lo que es lo mismo, el 33,4% de la
masa de la AMS-6 es APTES funcionalizado.

5.1.2.5- Adsorcion-desorcion de nitrdgeno

Mediante la porosimetria se pueden obtener los pardmetros mas significativos de la morfologia
de los poros del material, como la superficie especifica, volumen y tamafio de poro. Por esto
mismo se valoraron los poros de las nanoparticulas cuyo surfactante habia sido extraido
mediante acido o calcinacion. Para ello se realizé un estudio de adsorcién-desorcion de N,; con
el que se obtuvieron los siguientes resultados recogidos en la tabla 5.3, asi como las respectivas
isotermas de adsorcidon-desorcién de N,, las cuales se presentan en la figura 5.12 y los volimenes
de los poros, representados en la figura 5.13.

Tabla 5.3. Parametros de poro obtenido con el estudio de las isotermas adsorcidon-desorcion de Ny;
superficie especifica, volumen de poro total y diametro de poro. Los resultado se obtuvieron aplicando
los modelos de BET (Brunauer et al., 1938) y BJH (Barrett et al., 1951).

Superficie especifica

Volumen poro total

Diametro de poro (nm)

(m’g?) (cm3g™)
AMS-6 calcinado 499,212 0,756 3,952
AMS-6 extraida 406,752 0,611 3,344

sorbida (mUe STP)

Volumen ad

tiva (/P

o)

Figura 5.12. Isotermas de adsorcién-desorcion de N,. Isoterma de AMS-6 extraida (A) y AMS-6 calcinada

(B).
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Volumen de pora (cm¥g-nm)
Volumne de poro {em¥g-nm)

Diametro de poro (nm) Diametro de poro (nm)

Figura 5.13. Representacion del volumen de los poros segun el diametro de los mismos. Grafica de AMS-
6 extraida (A) y AMS-6 calcinada (B)

Como se puede observar en la tabla 5.3, la figura 5.12 y la figura 5.13, la AMS-6 calcinada posee
un mayor tamano de poro. Esto se debe a que la AMS-6 que se ha sometido a un proceso de
extraccioén del surfactante mediante un disolvente acido mantiene sus aminas, de forma que su
tamafio de poro es menor que la nanoparticula calcinada. La AMS-6 calcinada tiene un volumen
de poro de 0,756 cm3g! frente a 0,611 cm3g? de la AMS-6 extraida con &cido. El resto de los
parametros también son mayores en la AMS-6 calcinada.

Otra informacion que se puede extraer de la figura 5.12 es que como las curvas de adsorcion y
desorcion coinciden, se considera el proceso de adsorcion reversible. Ademas, se puede
observar que hay ausencia de histéresis y la forma de la isoterma sugiere la presencia de poros
uniformes. Finalmente, las dos isotermas (figura 5.12 A y B) muestran un salto entre 0,3 y 0,5
(P/P0) en la figura 5.12.A (AMS-6 extraida) y entre 0,4 y 0,5 (P/P0O) en la figura 5.12.B (AMS-6
calcinada) que las caracteriza como isotermas de tipo IV. Respecto a la figura 5.13 se vuelve a
ver que el tamano de poro en la calcinada es mayor.

5.2.- Resultados ensayos microbioldgicos

5.2.1.- Recta de calibrado
Con la recta de calibrado se podra obtener la concentracion a la que se encuentra un cultivo
bacteriano previamente a la realizacién de un ensayo. Para obtenerla se relaciond la absorbancia
de un cultivo bacteriano en MHB con su posterior recuento de bacterias. Obteniéndose asi los
datos recogidos en las tablas 5.4 y 5.5, que se emplearon para realizar la figura 5.14 de la que a
su vez se obtiene la ecuacién de la recta de calibrado, ecuacion 5.3.

Tabla 5.4. Recuentos y su concentracion real tras aplicar el correspondiente factor de dilucion.

Concentracion Dilucion Recuento Factor de Concentracion
estimada (Promedio) dilucion real (CFU/mL)
(cel/mL)
10* 101 51 10-50 25000
10° 1072 58 10%-50 235000
106 103 47 10%- 50 3000000
107 10* 60 10*- 50 23500000
108 10° 47 10°- 50 303750000
10° 10° 50 108 - 50 2566666667
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Tabla 5.5. la concentracion bacteriana de S. aureus y la absorbancia medida a 600 nm

Concentracion Concentracion real logaritmo absorbancia
estimada (cel/mL) (CFU/mL)
10* 25000 4,398 0,00983
10° 235000 5,371 0,01940
10° 3000000 6,477 0,02312
107 23500000 7,371 0,03291
108 303750000 8,482 0,14962
10° 2566666667 9,409 0,89054

1,000
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200

Absorbancia (uds arbitrarias)

0,100

0,000
0 1E+09 2E+09 3E+09

Concentracién de bacterias (cfu/mL)

Figura 5.14. Recta de calibrado. Concentracidn de bacteria S. aureus frente a la absorbancia
medida a 600 nm en medio MHB

Absorbancia

CFU = ——————
3,4097 * 10~10

Ecuacion 5.3. Ecuacion recta de calibrado. Obtenida de la gréafica 1 aplicando la ecuacién de una recta y
fue utilizada para obtener las concentraciones bacterianas previamente a los ensayos microbianos.

Por ejemplo, en uno de los ensayos se obtuvo una absorbancia igual a 0,908873 que se
correspondia a 2,666 - 10® cfu/mL que es igual a 10>**° cel/mL.

5.2.2.- Ensayos antimicrobianos
Para valorar la actividad antimicrobiana de los nuevos sélidos sintetizados y cargados se
emplearon tres tipos de ensayos; en plantdnico, ensayos de MIC y de MBC. Se emplearon
particulas de la sintesis 1 extraidas en medio acido.

Como agente patdgeno se escogid S. aureus ya que un gran porcentaje de las infecciones que se
producen en las quemaduras son a causa de S. aureus, en concreto la cepa MRSA. Ademas, esta
registrada la efectividad de los tratamientos de plata sobre esta cepa y otras cepas de S. aureus.

5.2.2.1.- Ensayo antimicrobiano en plantdnico
Como un objetivo de este trabajo, se procedié a valorar la efectividad de las nanoparticulas
cargadas. Para ello se prepararon las mismas concentraciones de los diferentes sdlidos, los
cuales fueron; AMS-6 sin cargar, AMS-6(Ag) y AMS-6(AgSD). Se emplearon concentraciones que
fueron desde 5 mg/mL hasta 0,00975 mg/mL de particulas a través diluciones seriadas. El ensayo
en plantdnico se realizé en MHB y se sembrd en placas Petri con MHA.

Los resultados obtenidos fueron diferentes segln la nanoparticula empleada, como se puede
apreciar en la tabla 5.6. Las nanoparticulas sin carga no presentaron actividad antimicrobiana a
ninguna concentracion estudiada y presentaban un log(CFU) promedio de en torno a 5,18 frente
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al 4,68 del control positivo. En el caso de las nanoparticulas cargadas, las AMS-6(Ag) presentaban
una mayor actividad antimicrobiana ya que a concentraciones de 0,078 mg/mL las particulas
mostraban una actividad bactericida completa, log(CFU)=0. Mientras las AMS-6(AgSD) la
actividad bactericida completa se alcanzaba a una concentracién de 0,3125 mg/mL. En la figura
5.15 se puede apreciar los valores obtenidos durante el ensayo, las concentraciones de
nanoparticulas varian de 0 a 0,3125 mg/mL ya que fue la concentracién minima donde se vio
actividad bactericida en ambas particulas cargadas.

Tabla 5.6. Resultados de Log(CFU) para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las diferentes
nanoparticulas.

Microorganismo Sélido o Control [Sélido] bactericida Log(CFU)
(mg/mL)
Control +1 0,000 4,42
Control + 2 0,000 4,94
S. aureus AMS-6 10,000 5,18
AMS-6(Ag) 0,078 0,00
AMS-6(AgSD) 0,313 0,00

Hy

log (CFU/mL)
—

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

Concentracion de particulas (mg/mL)

Figura 5.15. Valores de Log(CFU/mL) obtenidos durante el ensayo antimicrobiano con AMS-6 sin cargar
y AMS-6(Ag) o AMS-6(AgSD), n = 3 para cada uno. Las barras de error hacen referencia el error estandar.

5.2.2.2.- Ensayo concentracion minima inhibitoria
Seguidamente, se buscé determinar la MIC para cada compuesto. La MIC se define como la
concentracién minima de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un
microorganismo después de una incubacién overnight (Andrews, 2001). Todos los compuestos
empleados se disolvieron en MHB y todos los ensayos se realizaron con S. aureus. Los resultados
obtenidos permitieron comparar las diferentes actividades de los compuestos al estar en
capsulados o no.

Para establecer la actividad antimicrobiana de cada compuesto, se utilizaron los ensayos MIC
con resazurina. Los primeros compuestos en ser valorados fueron el AgNOs y la AgSD. Ambos
tratamientos resultaron ser efectivos, aunque el AgNO; presento un mejor desempefio como se
puede ver en la figura 5.16. En concreto, los valores de MIC para el AgNOs fueron de 9 * 3.
pug/mL. Mientras, en el caso de la AgSD, su MIC resulté ser de 19 + 8 ug/mL. Estos resultados son
coherentes con la bibliografia revisada (Cavassin et al., 2015).
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Figura 5.16. Resultados de los ensayos de MIC para ambos tratamientos no encapsulados, AgSD y Ag.
Valores de MIC obtenidos de todos los ensayos (n = 9). Las barras de error hacen referencia el error
estandar.

Respecto a la capacidad antimicrobiana de los compuestos encapsulados, AMS-6(Ag) y AMS-
6(AgSD), fue valorada también con respecto a su MIC. Se comprobd que se correlacionaba bien
la actividad de los compuestos encapsulados con los compuestos libres ya que la AMS-6(Ag) era
mas activa que la AMS-6(AgSD), como se puede apreciar en la figura 5.17. Los valores obtenidos
fueron una MIC de 4,5 £ 1,3 mg/mL, para la AMS-6(AgSD). Mientras, para la AMS-6(Ag), la MIC
obtenida fue de 1,0 + 0,3 mg/mL.

7
6

5

'S

Cocnetracién (mg/mL)

AMS6(AgSD) AMS6(Ag)

Figura 5.17. Resultados de los ensayos de MIC para ambos tratamientos encapsulados, AMS-6(AgSD) y
AMS-6(Ag). Valores de MIC obtenidos de todos los ensayos (n = 9). Las barras de error hacen referencia
al error estandar.

5.2.2.3.- Ensayo de concentracion minima bactericida
Una vez determinada la MIC, se procedid a continuar con el estudio de las propiedades
antimicrobianas de los diferentes compuestos, tanto libres como encapsulados. Para ellos se
realizaron ensayos de concentracion minima bactericida (MBC). La MBC es la minima
concentraciéon de antimicrobiano que impediria el crecimiento de un organismo tras su
subcultivo en un medio libre de dicho antimicrobiano. En caso de observar crecimiento en
pocillos que no mostraban actividad en los ensayos de MIC, esto significa que a esa
concentracién el antimicrobiano tiene un papel bacteriostatico y no bactericida. En cambio, en
el primer pocillo que tras sembrar no se vea crecimiento se considera que a esa concentracién
el antimicrobiano es bactericida y que en concreto esa concentraciéon es la MBC del compuesto.

Tanto el AgNOs; como la AgSD presentan un comportamiento bactericida, aunque a
concentraciones mayores que su MIC. En el caso de la Ag la MBC seria igual a 40 + 22ug/mL. En
el caso de la AgSD la MBC obtenida fue de 76 + 28 pg/mL, como se puede apreciar en la figura
5.18. Por tanto, la MBC del AgNOs; es menor que la de la AgSD, lo que significa que su capacidad
bactericida es mayor, esto puede verse reflejado en la figura 5.19.
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Figura 5.18. Resultados de los ensayos de MBC de los compuestos libre no encapsulado, AgSD y AgNOs.
Valores de MBC obtenidos de todos los ensayos (n = 9). Las barras de error hacen referencia al error
estandar.

Figura 5.19. Ejemplo de ensayo de concentracién minima bactericida. Se muestra el estudio de MBC de
los compuestos libres, AgNOs (A) y de la AgSD (B).

En caso de los encapsulados durante este ensayo no se pudo obtener su MBC y por tanto las
concentraciones donde se apreciaba inhibicion del crecimiento en los ensayos MIC son
realmente concentraciones en las que los compuestos actian de forma bacteriostatica. Esto se
puede ver en la figura 5.20 Segun los resultados obtenidos la MBC de la AMS-6(Ag) seria > 2,5
mg/mL. En el caso de la AMS-6(AgSD) su MBC seria > 5mg/mL.

Figura 5.20 Ejemplo de un estudio de la concentracién minima bactericida. En este caso se muestra el
estudio de las MBCs de las particulas cargadas, AMS-6(Ag) (A); y de la AMS-6(AgSD) (B).
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6.- CONCLUSIONES

Debido a la problemdtica actual que presentan los tratamientos para quemaduras graves y el
alto porcentaje de infecciones en las mismas surge la necesidad de obtener nuevos tratamientos
para este tipo de heridas. Durante este trabajo se planted la posibilidad de utilizar Ia
nanomedicina como propuesta alternativa a los tratamientos actuales. Se desarrollaron dos
dispositivos de liberacion sostenida de farmacos antimicrobianos con potencial aplicacién en el
tratamiento de lesiones por quemaduras. Estos dispositivos constan de un vehiculo, para la
encapsulacion y transporte de los farmacos seleccionados, que consistia en un sélido
mesoporoso tipo AMS-6 cargados con AgNO3 o AgSD para mejorar los tratamientos ya
existentes. Las conclusiones obtenidas fueron las siguientes:

e Se optimizd la sintesis del material mesoporoso tipo AMS-6 que fue caracterizado
mediante las técnicas de pXRD y TEM, seleccionando que los pardmetros adecuados
para su sintesis correspondieron a los de la sintesis 1. Sin embargo, no se obtuvo una
sintesis en la que el indice de polidispersién de la muestra fuese bajo.

e Para su uso como dispositivo de liberacion de farmacos antimicrobianos, estos sélidos
fueron cargados con AgNO3 o0 AgSD obteniéndose asi dos dispositivos, AMS-6(Ag) y AMS-
6(AgSD) respectivamente.

e Posteriormente, se evaluaron las caracteristicas antimicrobianas contra la bacteria S.
aureus de los compuestos sin cargar (AgNOs y AgSD). Los resultados obtenidos mediante
los ensayos antimicrobianos demostraron que la plata libre, debida al AgNO; es el
compuesto con mayor actividad antimicrobiana.

e Por otro lado, se evaluaron los nanodispositivos cargados, el AMS-6(Ag) y el AMS-
6(AgSD), y se observd que presentaba mayor actividad antimicrobiana el cargado con
AgNOs presentando unos valores de MIC de 1,0 £ 0,3 mg/mL frente al valor de MIC de
4,5 + 1,3 mg/mL que presenta el cargado con AMS-6(AgSD). Ademds, los
nanodispositivos AMS-6(Ag) y AMS-6(AgSD) tienen capacidad de eliminar una
concentracidn de en torno a 10° UFC/mL de la bacteria S. aureus a una concentracién
de 78 ug/mLy 313 ug/mL respectivamente.

e Para poder realizar la comparaciéon entre la actividad antimicrobiana de los
nanodispositivos cargados con los farmacos en base plata y los farmacos libres, es
necesario conocer la cantidad de farmaco que ha quedado encapsulado en el interior
del nanodispositivo. Sin embargo, esa determinacion de la cantidad de plata no pudo
llevarse a cabo a lo largo de este trabajo por lo que sera una de las préoximas tareas a
realizar para continuar con este trabajo de investigacion.

PERSPECTIVAS DE FUTURO: También cabria repetir los ensayos antimicrobianos en los que la
desviacidon estandar de los valores medios obtenidos sea elevada Ademds seria adecuado
realizar un ensayo de liberacién sostenida para ver el perfil de liberacidn y asi cuantificar los
farmacos encapsulados. Y, finalmente, se podria plantear hacer un ensayo en un modelo
adecuado ya que es in vivo donde la utilidad de los tratamientos convencionales se ve limitada.
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