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Resumen

La creciente amenaza de la resistencia a los antibioticos y la preocupacion sobre la seguridad y
toxicidad de los antisépticos topicos, ha despertado un renovado interés en el antiguo uso de la
plata para contrarrestar las infecciones bacterianas en las heridas agudas y cronicas. Como
respuesta, en los ultimos afios se ha desarrollado una gran variedad de apositos para heridas
que contienen nanoparticulas de plata (NPsAg 6 nanoplata), destacAndose los basados en
hidrogeles poliméricos que proporcionan un suministro continuo de plata, menor frecuencia de
reemplazo, control del exudado excesivo y un ambiente himedo en la herida que facilita el

proceso de cicatrizacion.

Actualmente existen diversos estudios contradictorios en cuanto a la eficacia antibacteriana y
citotoxicidad de los apésitos “hidrogel-nanoplata” y por ello muchos investigadores contintian
en la basqueda de nuevos tipos de hidrogeles que mejoren su funcion como matriz de soporte
de las NPsAg y optimicen el equilibrio entre poder antibacteriano y citotoxicidad. La presente
investigacién contribuye en dicha busqueda, al evalur el uso de los copolimeros poli[VVP-co-
AMPSNa] [1:1] y poli[AAm-co-AMPSNa] [1:1] como matriz de soporte de las NPsAg,
incorporadas por inmersién de los respectivos xerogeles en suspensiones acuosas de NPsAg

estabilizadas con citrato.

Los hidrogeles se obtuvieron por copolimerizacion radicalaria en medio acuoso de los
monomeros correspondientes, utilizando 3 y 6 mol% de N,N-metilen-bis-acrilamida (MBA)
como entrecruzador. La distribucion de los mondmeros en ambos sistemas copoliméricos (sin
MBA) presenté una tendencia “moderadamente alternante”, ya que el producto de sus
relaciones de reactividad fue cercano a cero. Se demostré mediante *H-RMN en estado sélido
la formacion de enlaces de hidrégeno entre los grupos carboxilo del citrato que cubren la
superficie de las NPsAg y los grupos amida laterales de los copolimeros. Los compositos
hidrogel-nanoplata con menor porcentaje de entrecruzador retuvieron mayor cantidad de plata
total. ElI composito procedente del hidrogel poli[VP-co-AMPSNa] [1:1] con menor grado de
entrecruzamiento, presento la mayor capacidad antibacteriana y menor citotoxicidad entre los
compositos evaluados, que lo convierten en una excelente alternativa como potencial aposito

en polvo para el tratamiento de heridas profundas y exudativas.



Abstract

The increasing threat of resistance to antibiotics and the concern about the safety and the
toxicity of topic antiseptics has resulted in a renewed interest in the ancient use of silver to
treat bacterial infections in acute and chronic wounds. In response, in recent years wound
dressings containing silver nanoparticles (nanosilver or AgNPs) have been developed,
particularly those based on polymeric hydrogels providing a continuous supply of silver, less
frequent replacement, controlling excess exudate and a wound moist environment that

improves the healing process.

There are currently several contradictory studies that deal with the antibacterial efficacy and
cytotoxicity of the hydrogel-NPsAg dressings and for this reason, many researchers have
continued with the search of new types of hydrogels which improve its role as the supporting
matrix of AgNPs and optimize the balance between antibacterial efficacy and cytotoxicity. In
this investigation the use of poly[VP-co-AMPSNa] [1:1] and poly[AAm-co-AMPSNa] [1:1]
hydrogels as a supporting matrix of AgNPs incorporated by immersing the respective xerogels
into the aqueous suspensions of citrate-stabilized AgNPs was evaluated.

The hydrogels were obtained by radical copolymerization in aqueous media of the respective
monomers, using 3 mol% and 6 mol% of N,N-methylene-bis-acrylamide (MBA) as a
crosslinking reagent. The distribution of the monomers in both copolymers (without MBA)
showed a tendency to “moderately alternate” because the product of their reactivity ratios was
near to zero. The formation of hydrogen bonds between the carboxylic acid groups that cover
the surface of the AgNPs and the amide groups pendant to the main chain of the copolymers,
was confirmed by solid-state *H-NMR. The hydrogel-nanosilver composites with a lower
percentage of MBA retained more silver. The hydrogel-NPsAg composite with highest
antibacterial effect and lowest cytotoxicity was that prepared from the poly[VP-co-AMPSNa]
[1:1] less crosslinked (3 mol% MBA), therefore, it could be much more appropriate than

others ones as potential candidate for the treatment of deep and exudative wounds.
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Capitulo 1: Introduccion

Capitulo 1: Introduccién

1.1 Marco tedrico

1.1.1 Nanoparticulas de plata y sus actividades bioldgicas

Los metales con tamafio a escala nanomeétrica tienen caracteristicas Unicas, que estan ausentes
en sus contrapartes de tamafio macroscopico, y que los convierten en materiales con
aplicaciones potenciales en las areas de fotonica, electronica, quimica, catalisis, biosensores y
medicamentos [1]. Los nanomateriales de plata, en particular, tienen dimensiones inferiores a
100 nm y se les conoce desde hace més de 100 afios por su excelente actividad antibacteriana,
como es el caso de la “plata coloidal”, cuyo nombre hace referencia a las primeras
suspensiones de nanoparticulas de plata (NPsAg). Desde antes de la invencién de la penicilina
en 1928, la plata coloidal se ha utilizado para el tratamiento de infecciones bacterianas [2].
Morones y colaboradores demostraron que la actividad antibacteriana de las NPsAg depende
de su distribucion de tamafos y que solamente las NPsAg menores de 10 nm pueden ingresar
en las bacterias y causar su muerte (ver Figuras 1.1 y 1.2) [3]. Otros investigadores afirman
que dicha actividad solo se encuentra presente en las NPsAg parcialmente oxidadas, debido
probablemente a la liberacion de los iones Ag™ quimisorbidos sobre su superficie. Asi, una de
las grandes ventajas de las nanoparticulas de plata es que se comportan como nano-

transportadores de iones Ag* que se dosifican de manera estable en el tiempo [4].

_Bacterias

: Atraviesan
membrana externa
bacteriana

Metros 109108 106

Nanémetros 1-10 1000

Figura 1.1. Escala comparativa de tamafos entre NPSAg y bacterias tales como E. coli. Las
NPs gue tienen un tamario entre 100 y 1000 veces menor que una bacteria, pueden atravesar la

membrana celular bacteriana.
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Figura 1.2. La disminucion del radio de la NP, incrementa su “relacion superficie/volumen”.
Esto implica que entre dos grupos de NPs con similares masas totales, el grupo con NPs de

menor radio (tamafio) tiene mayor contacto con las bacterias.

Las diferencias de actividad antibacteriana entre las NPsAg de distintos tamafios, también
pueden explicarse a partir de los niveles de iones Ag™ quimisorbidos. Mientras mas pequefas
son las nanoparticulas, mayor es su relacion superficie-masa, y por lo tanto poseen mayor
concentracion relativa de Ag® quimisorbidos [5]. Ademas del tamafio de las nanoparticulas,
otros aspectos que influyen en la velocidad y el grado de liberacion de iones Ag* en medio
acuoso, son: la presencia o ausencia de un agente estabilizante, la naturaleza quimica del
agente estabilizante (estabilizacion por cargas o por impedimento estérico), la temperatura, el
pH, la fuerza ionica y la exposicion al oxigeno molecular, a la luz (especialmente luz
ultravioleta) y a otras sales (sulfuros, sulfatos, cloruros). En el caso de NPsAg estabilizadas
con citrato y/o polivinilpirrolidona (PVP) a 37 °C, la liberacion de iones Ag* se procede

lentamente, en una escala de tiempo de varios dias [6].

Adicionalmente, se ha logrado desarrollar nanoparticulas de plata de diferentes formas (ver
Figura 1.3), tales como: esferas, cubos, barras, alambres, en forma de baston y placas
triangulares truncadas. Estas ultimas, muestran una fuerte actividad antibacteriana debido a su
gran superficie con respecto al volumen y a sus estructuras de superficie cristalogréfica; entre
las distintas formas, la esférica es la mas producida ya que tiene la minima superficie para un

volumen dado y otorga a las nanoparticulas mayor estabilidad termodinamica [7, 8].
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Figura 1.3. Micrografias electronicas de barrido de NPsAg con diferentes morfologias: (A)
cubos, (B) barras y bastones [9], (C, D) esferas [10], (E) alambres [11] y (F) placas
triangulares y triangulares truncadas [12].

Por otro lado, la concentracion efectiva de las NPsAg contra bacterias es mucho menor en
comparacion con la plata idnica (niveles del orden nanomolar versus milimolar,
respectivamente) [13] a pesar de que ambas especies quimicas poseen mecanismos de accién
muy similares sobre las bacterias. Tales mecanismos implican la interaccion de dichas
especies quimicas con las proteinas de membrana y con la bicapa fosfolipidica de las
bacterias, colapsando la fuerza proton-motriz e impidiendo el intercambio metabédlico de
sustancias. También interactian con los grupos sulfhidrilos de algunas enzimas involucradas
en la fosforilacion oxidativa (NADH deshidrogenasas), evitando la transferencia eficiente de
electrones al oxigeno molecular, lo que conduce a la interrupcion de la sintesis de ATP y a la
produccion descontrolada de especies reactivas de oxigeno (anion radical superdxido,
peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo) las cuales producen dafios al ADN. Las NPsAg e
iones Ag" también pueden unirse a los grupos fosfato del ADN, interrumpiendo asi su
replicacion y provocando la muerte de la bacteria (ver Figura 1.4) [3, 14, 15].
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Figura 1.4. Esquematizacion de algunos mecanismos de accidn antibacterianos de las NPsAQ.

En la mayoria de los estudios realizados hasta la fecha, se concluye que la toxicidad de las
NPsAg es mucho menor que la de una masa equivalente de alguna sal de plata. EI hecho de
que las celulas humanas sean menos sensibles al efecto toxico de las NPsAg (y de los iones
plata) en comparacién con las células bacterianas, probablemente se deba a su mayor
complejidad estructural y funcional. La anterior afirmacion puede ser ilustrada considerando
las diferencias estructurales de la cadena transportadora de electrones (CTE) entre células
bacterianas y humanas. La CTE bacteriana esta localizada en la envoltura celular (capa
exterior de la célula) mientras que la CTE de células humanas se encuentran en el interior de
la célula, especificamente en las mitocondrias y por lo tanto, la plata ionica (0 NPsAg) accede
mas facilmente a la CTE bacteriana con el fin de inactivarla. Para lograr una inactivacion
comparable de las proteinas de la CTE mitocondrial, se requieren mayores concentraciones de
plata, ya que la membrana celular actia como una barrera de difusion que debe ser superada
en primer lugar, antes de alcanzar las mitocondrias. Ademas, en contraste con la Unica CTE de
cada célula bacteriana, cada célula humana generalmente posee varias mitocondrias, lo cual le
permite seguir produciendo energia bioldgica incluso cuando algunas de ellas han sido

inactivadas por los iones Ag™ 0 NPsAg [16].

El reconocido efecto bactericida de las NPsAg cubre un amplio espectro de bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas, incluyendo cepas resistentes a antibioticos. Entre las bacterias
Gram-negativas se incluyen los géneros: Acinetobacter, Escherichia coli, Pseudomonas,

Salmonella y Vibrio. Las especies Acinetobacter estdn asociadas con las infecciones
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nosocomiales, es decir, infecciones que surgen de los tratamientos hospitalarios. Entre las
bacterias Gram-positivas se incluyen los géneros: Bacillus, Clostridium, Enterococcus,
Listeria, Staphylococcus y Streptococcus [17, 18, 7]. Y por ultimo, en el grupo de bacterias
resistentes a los antibidticos, se incluyen a las cepas: Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina y resistentes a la vancomicina y Enterococcus faecium [19, 20]. El uso simultaneo
de NPsAg (5-32 nm de diametro) y algunos antibioticos (penicilina G, amoxicilina,
eritromicina, clindamicina) contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli, potencializa el
efecto de los antibidticos [21].

Ademas del efecto bactericida descrito anteriormente, se ha reportado la capacidad fungicida
de las NPsAg de aproximadamente 13.4 nm de didmetro en concentraciones entre 6.6 y 33 nM
frente a levadura [22]. La actividad antifungica del fluconazol contra C. albicans, P.
glomerata y Trichoderma sp., también se incrementa en presencia de NPsAg [23]. Por otro
lado, Sun y colaboradores demostraron gue NPsAg con una concentracién 50 pM ejercen un
potente efecto inhibitorio de la replicacion del virus HIV-1 [24], que probablemente se origina
por la interaccion entre las NPs y la glicoproteina gp120, lo cual bloguea la capacidad del

virus para unirse a células receptoras [3].

Una de las propiedades mas importantes de las NPsAg, desde el punto de vista de su potencial
aplicacion, es su actividad cicatrizante. Algunos investigadores han demostrado que la
actividad cicatrizante de las NPsAg insertadas en los vendajes, es mayor que la del compuesto
sulfadiazina de plata, ampliamente usado para este objetivo. El estudio muestra que las
NPsAg, ademas de sus propiedades antimicrobianas son capaces de controlar procesos

inflamatorios mediante la inhibicion de citoquinas pro-inflamatorias [25].

1.1.2  Dispersion de nanoparticulas de plata y sus aplicaciones biomédicas

La tendencia de las NPsAg a aglomerarse rapidamente en soluciones acuosas y la dificultad
para unirse a diversas superficies sigue siendo uno de los principales desafios en el desarrollo
de nuevas aplicaciones [26, 27]. Para mejorar la estabilizacion o dispersion de las NPsAg en

medios liquidos, se utilizan diversos agentes protectores y/o estabilizantes que interactan con
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las nanoparticulas mediante procesos de adsorcion y aseguran una distribucion homogeénea por

largos periodos de tiempo.

Entre los agentes estabilizantes (liquidos) méas usados se destacan los ligandos orgénicos de
cadena alquilica larga con grupos funcionales como tioles [28, 29, 30], carboxilatos [31, 32],
fosfinas oxidadas [33] o aminas [34, 35]. También son utilizados polimeros cuya estructura
molecular contiene los mismos grupos funcionales mencionados previamente. Ademas, éstos
polimeros pueden tener una arquitectura molecular: lineal, ramificada, entrecruzada o
dendrimérica [36, 37, 38]. Dependiendo de la aplicacion que se desee otorgar a las NPsAg, se

elige un tipo particular de agente estabilizante u otro.

Se ha sugerido incorporar NPsAg en algunos polimeros entrecruzados con forma de
membrana, ya que la matriz polimérica, ademas de cumplir su funcidbn como agente
estabilizante, retardaria la oxidacion de las NPsAg y el movimiento de los iones Ag",
permitiendo su uso como aposito para quemaduras con liberacion controlada de plata [39, 40].
Este tipo de aposito seria una buena alternativa para sustituir los tradicionales apdsitos de tela
impregnada con soluciones de nitrato de plata, los cuales liberan iones Ag™ mucho mas rapido,
lo que implica mayor absorcion de plata y toxicidad para los pacientes [41, 42].

Hasta la fecha se han desarrollado apositos del tipo “polimero-plata” constituidos por:
quitosano con sulfadiazina de plata, nanocompositos y complejos dendrimero-plata, fibras
compositos de acetato de celulosa y NPsAg, nylon con NPsAg, e hidrogeles cargados con
NPsAg [43].

Otros materiales compuestos “polimero-NPsAg” son utilizados actualmente como
revestimiento de superficies en dispositivos médicos, tales como catéteres urinarios, canulas y
guantes quirdrgicos, para evitar infecciones bacterianas [44] y en la fabricacion de sistemas de

purificacion de agua y otros productos para el cuidado sanitario.

1.1.3  Hidrogeles como matriz de soporte de nanoparticulas de plata

Los hidrogeles consisten en redes poliméricas tridimensionales hidrofilicas, capaces de

incorporar gran cantidad de agua sin disolverse en ella. La capacidad de incorporacion de agua
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y la insolubilidad de los hidrogeles en medios acuosos tienen origenes distintos. La primera
propiedad se debe principalmente a la presencia en su estructura molecular de grupos
funcionales hidréfilos como, por ejemplo: -OH, -COOH, -CONH,, -CONH-, -SOzH, etcétera,
y la segunda propiedad se debe al entrecruzamiento de las cadenas poliméricas mediante
fuerzas cohesivas débiles (fuerzas de van der Waals y enlaces de hidrogeno) y enlaces
covalentes o ionicos [45, 46]. Las propiedades de hinchamiento y contraccion que presentan
los hidrogeles son altamente dependientes de factores tales como, la temperatura, el pH, la
presion y los campos eléctricos, y se aprovechan actualmente en una serie de aplicaciones, que
incluyen, la liberacion controlada de farmacos, biosensores, simuladores de musculos
(protesis), el flujo de microfluidos e interruptores electronicos [47, 48]. Los hidrogeles para
aplicaciones biomédicas deben ser biodegradables y sus productos de degradacién deben ser lo
menos toxicos posible. Esto se traduce en que los compuestos que se formen, puedan

eliminarse por las diferentes rutas metabdlicas o excretarse via renal [49].

A pesar de la biodegradabilidad de los hidrogeles basados en polimeros naturales, tales como
la quitina, alginatos y carragenatos [50], sus propiedades mecéanicas no son muy buenas, pero
frecuentemente son mejoradas mezclandolos con otros polimeros de origen sintético y
biodegradables, como: poli[alcohol vinilico] (PVA), poli[N-vinilpirrolidona] (PVP),
poli[etilenglicol] (PEG), poli[acrilamida] (PAAm), entre otros [51]. PVP es uno de los
polimeros mas usados en la medicina debido a que es soluble en agua y a que posee muy baja
toxicidad [43].

En general, cuando los hidrogeles se encuentran en contacto con fluidos bioldgicos, las
proteinas y células NO tienden a adherirse a su superficie, lo que permite considerarlos como
materiales con elevado grado de biocompatibilidad. Ademas, al ser blandos y gomosos, no

irritan los tejidos circundantes [49].

Una tendencia creciente en el tratamiento de quemaduras y heridas infectadas con bacterias, es
el uso de apdsitos de hidrogel que liberan nanoparticulas de plata (apositos hidrogel-NPsAg,
ver Figura 1.5), las cuales ejercen una excelente actividad antibacteriana sobre un amplio
espectro de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Ademas, el hidrogel absorbe los

exudados de la herida, mantiene un ambiente hiumedo y permite una liberacion sostenida de
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las NPsAg, evitando su frecuente sustitucion y la irritacion de la herida, como ocurre con otros

apositos basados en materiales textiles [52, 46].
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Figura 1.5. Ejemplos de hidrogeles usados como vehiculo para liberacion controlada de plata

en el tratamiento de heridas.

Las dos razones principales que motivan al desarrollo de materiales compuestos de hidrogel,
cargados con NPsAg como agentes antibacterianos, son: (1) la excelente estabilidad que
proporcionan las redes de hidrogel a las nanoparticulas de plata y su capacidad de
almacenamiento a temperatura ambiente, y (2) la alta biocompatibilidad de los hidrogeles en la

naturaleza [44].
1.1.4  Estrategias para la obtencion de compositos de hidrogel-NPsAg

Las estrategias més utilizadas para preparar compositos de hidrogel-NPsAg (o polimero-
NPsAg), son: (1) incorporacion de NPsAg en un xerogel sometiéndolo a un proceso de
hinchamiento-deshinchamiento con una dispersion acuosa de NPsAg; (2) incorporacion y
reduccion quimica de plata i6nica en un xerogel mediante dos etapas consecutivas de
hinchamiento-deshinchamiento, utilizando nitrato de plata acuoso en primer lugar y
posteriormente, un agente reductor en solucion (formacion de nanocompositos asistida por

hidrogeles) [53]; (3) polimerizacion de mondmeros vinilicos con reducciéon quimica
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simultanea de plata ionica [54]; (4) polimerizacion en emulsion libre de surfactante (SFEP,
siglas en inglés) para encapsular NPsAg en microparticulas esféricas de hidrogel; (5)
polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo (ATRP, siglas en inglés) de mondémeros
vinilicos mediada por NPsAg estabilizadas con ditioalcanoatos de 2-bromoisobutirilo; y por
ualtimo, (6) la mezcla de un polimero en disolucion y una dispersion coloidal de NPsAg,
seguido por la evaporacion del disolvente [55]. La ultima estrategia se conoce como “método
de la evaporacion”, y su principal desventaja es la frecuente distribucion heterogénea de las

particulas en el polimero.

Algunos compositos “polimero-nanoparticulas metalicas” que han sido desarrollados hasta la
fecha, son: poli[alcohol vinilico]-Ag, poli[acrilamida]-Ag, poli[acrilonitrilo]-Ag, poli[alcohol
vinilico]-Ag,Se, poli[imida]-Ag, poli[anilina]-Au y poli[&cido acrilico]-Cu [56, 57].

Cabe sefalar que en la preparacion de compositos hidrogel-NPsAg para aplicaciones
biomédicas, es necesario evitar el uso de disolventes organicos y reactivos toxicos [55] ya que
pueden ocasionar efectos deletéreos para la salud humana.

1.1.5 Meétodos de obtencién de nanoparticulas de plata

Debido a que algunos métodos para preparar compositos hidrogel-NPsAg implican la
obtencidn del hidrogel y de las NPsAg por separado, es pertinente comentar algunas formas de
obtener estas Ultimas. Los métodos de obtencion de NPsAg pueden ser clasificados en dos
grupos segun la fuente de plata utilizada. En el primer grupo se utiliza plata metalica “en
masa” la cual se subdivide hasta la escala nanométrica mediante procedimientos tales COmMo:
sintesis electroquimica, vaporizacion laser, arco eléctrico, descomposicién térmica,
pulverizacion ionica (ion sputtering) y pulverizacion magnetronica (magnetron sputtering). En
el segundo grupo se utilizan sales de plata en disolucion (medio acuoso u organico) cuyos
iones Ag" son transformados a NPsAg (cerovalente) mediante distintos mecanismos, tales
como la reduccion: quimica, sonoquimica, radiolitica, fotolitica y bioquimica (mediada por

material bioldgico).
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En sistemas acuosos el agente reductor puede ser adicionado o generado in situ, pero en los
sistemas organicos (no acuosos) el solvente y el agente reductor son uno mismo. Solventes o
liquidos que son facilmente oxidados como por ejemplo los alcoholes pueden asi funcionar
tanto como agentes reductores y como el agente dispersor. En la reduccion quimica, en
contraste con los otros métodos mencionados, el solvente no actia como agente reductor y por
tanto es necesaria la adicion de un agente reductor externo (soluble) al medio, que en algunos

casos también puede actuar como un agente dispersor.

Entre todos los métodos anteriores, el de reduccion quimica es el mas apropiado para producir
particulas con tamafios menores de 10 nm, distribuciones de tamafio estrechas, morfologia y
composicion controladas y, ademas, no necesita equipos complicados ni costosos [54]. En los
métodos de reduccién quimica, la reaccion entre la plata ionica y el agente reductor puede
desarrollarse en la interfase de un sistema bifasico de solventes, en el seno de un sistema
homogéneo (monofasico) o en el interior de micelas inversas de un determinado surfactante
formadas en una mezcla agua/solvente apolar. Dicho método se lleva a cabo con el empleo de
los siguientes componentes: i) sal precursora de plata; ii) agente reductor; iii) agente
estabilizante. El tamafio y la forma de las nanoparticulas pueden ser controladas a través de la
modificacion de los parametros de reaccion, tales como concentracion de reactivos,

temperatura, pH, poder reductor, velocidad de agitacion, etc. [58, 59, 60].

Las soluciones acuosas de nitrato de plata son la fuente principal de los iones Ag" que
posteriormente son transformados a plata metalica (NPsAg) [61]. Los agentes de reduccion
quimica mas utilizados para la sintesis de NPsAg, son borohidruro de sodio, citrato de sodio,
reactivo de Tollens, dimetilformamida, &cido ascérbico, hidracina e hidroxilaminas, entre
otros [8].

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de E.E.U.U recomienda el uso de metodologias
ambientalmente “amigables” para la sintesis de NPsAg, las cuales se caracterizan por evitar

reactivos y sub-productos de reaccion que sean toxicos para el medio ambiente.
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1.2 Problematica y antecedentes de la propuesta doctoral

A pesar de los importantes avances en el campo de los apdsitos hidrogel-plata para el
tratamiento de heridas, el principal desafio sigue siendo la optimizacién del equilibrio entre
poder antibacteriano y citotoxicidad, y por ello hasta la fecha muchos investigadores han
ensayado una gran variedad de métodos y materiales para su obtencion [2, 44].

Aunque actualmente se encuentran comercialmente disponibles para su uso varios apositos
hidrogel-nanoplata, existen diversos estudios contradictorios en cuanto a su eficacia

antibacteriana y citotoxicidad [2, 62].

Los diferentes grados de actividad antibacteriana y citotoxicidad (en células humanas) que
presentan dichos apdsitos, se relacionan directamente con la cantidad de plata total
incorporada y liberada por su matriz polimérica (hidrogel), lo que a su vez depende de la
naturaleza quimica de grupos laterales de la cadena principal del polimero y del grado de
entrecruzamiento [44]. En consecuencia, durante los Ultimos afios se ha continuado con la
basqueda de apdsitos hidrogel-NPsAg mas eficientes, centrdndose especialmente en la
obtencidn de una matriz polimérica que permita la liberacion controlada de las NPsAg.

La incorporacion de NPsAg en un xerogel sometiéndolo a un proceso de hinchamiento-
deshinchamiento con una dispersion acuosa de NPsAg (métodos ex situ), es una de las
estrategias preferidas para la obtencién de compositos hidrogel-NPsAg, debido a su
simplicidad y bajo costo. Ademas, ofrece una amplia gama de posibilidades en relacién a las
metodologias que pueden aplicarse en la obtencidn del hidrogel y las nanoparticulas de plata,
por separado. Cualquier polimero que se utilice en dicha estrategia debe presentar una alta
capacidad de absorcion, que le permita retener suficiente cantidad de NPsAg después de
sumergirlo en el coloide acuoso de plata, lo cual le otorgara mejores propiedades

antibacterianas al composito resultante.

Los polimeros que contienen el mondémero 2-acrilamido-2-metilpropanosulfonato de sodio
(AMPSNa) presentan una alta capacidad de absorcién de agua (independiente del pH del
medio) y conductividad eléctrica, debido a su grupo sulfonato fuertemente ionizable que los

hace ideales para aplicaciones tales como apositos para el cuidado de heridas, liberacion
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controlada de farmacos, parches transdérmicos y electrodos para electrocardiografia. Otras
propiedades mejoradas por el AMPSNa, son: estabilidad térmica, resistencia a la hidrolisis,
blandura, flexibilidad, transparencia y facilidad para remover con agua cualquier monémero

residual que no haya reaccionado durante polimerizaciones en medio acuoso [63, 64].

Igualmente importantes son las aplicaciones medicas de los copolimeros basados en N-
vinilpirrolidona (VP) y los copolimeros basados en acrilamida (AAm). Los copolimeros
basados en VP son usados como sustitutos de plasma, portadores de farmacos solubles en agua
y bioadhesivos UV-curables debido a su buena biocompatibilidad, baja toxicidad, buena
formacion de peliculas y caracteristicas adhesivas; estas propiedades estan asociadas al
caracter anfifilico de la unidad monomérica VP, ya que ésta contiene un grupo amida
altamente polar (hidrofilico) junto con grupos metileno y metino apolares (hidrofébicos) en la
cadena principal y el anillo [65, 66, 67]. Por otro lado, los copolimeros basados en AAm son
empleados como implantes de tejidos blandos, soportes para enzimas, proteinas e
inmovilizacion celular, hidrogeles para la liberaciéon controlada de farmacos y otros usos [68,
69, 70], debido a que ellos exhiben una alta capacidad de absorcion de agua, permeabilidad al

oxigeno y poseen buena biocompatibilidad [68].

Los antecedentes previamente mencionados dieron origen a la presente investigacion, en la
cual se describe la preparacion, mediante un método ex situ, de ocho (8) compositos hidrogel-
NPsAg basados en copolimeros de AMPSNa con VP y AAm. También se informan los
resultados de actividad antibacteriana contra S. aureus y E. coli de estos compositos y su
efecto citotdxico in vitro sobre fibroblastos humanos. El estudio comparativo entre compositos
del tipo poli[VP-co-AMPSNa] y poli[AAm-co-AMPSNa] ayuda a comprender como se ve
afectada la actividad antibacteriana, citotoxicidad, hinchamiento y liberacion de NPsAg,
cuando se cambia un mondmero con grupo tipo N-C=0 ciclico (anillo pirrolidona del VP, ver
Figura 1.6 (b)), por otro mondmero con grupo tipo O=C-N aciclico (amida primaria de la
acrilamida, ver Figura 1.6 (c)) en copolimeros de AMPSNa portadores de NPsAg. Ademas, se
discute el efecto de dos concentraciones distintas de entrecruzador y de plata total empleadas
en la preparacion de los compositos, sobre las mismas propiedades mencionadas

anteriormente.
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Figura 1.6. Formula estructural de los mondémeros utilizados en la sintesis de los hidrogeles
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copoliméricos: (a) 2-acrilamido-2-metilpropanosulfonato de sodio, (b) N-vinilpirrolidona, (c)

acrilamida y (d) N,N-metilen-bis-acrilamida.

Por otro lado, la importancia de las “relaciones de reactividad” en la caracterizacion de un
copolimero radica en que sus valores, permiten predecir mediante el “modelo terminal de
copolimerizacion”, la tendencia de los monomeros a formar una estructura alternante, en
bloque, o al azar, en el copolimero resultante. En varios trabajos cientificos se han informado
las relaciones de reactividad de los copolimeros poli[VP-co-AMPSNa] y poli[AAm-co-
AMPSNa] [71, 72, 73, 74], pero los valores no muestran concordancia entre si, especialmente
en el caso de poli[VP-co-AMPSNa]; es por esto que, en la presente tesis se determinan
nuevamente las “relaciones de reactividad” de estos sistemas copoliméricos (sin
entrecruzador) bajo las condiciones experimentales de trabajo y luego se contrastan con los de

la literatura.

En la actualidad existen diversos estudios sobre compositos tipo polimero/nanoparticulas
metélicas que sugieren interacciones de distinta naturaleza en la interfase polimero/metal [75,
76], pero en pocos se muestra evidencia mediante *H-RMN en estado sélido, que confirme
tales aseveraciones. Por ello, en la presente investigacion también se realiza un analisis
comparativo de los hidrogeles y sus respectivos compositos hidrogel-nanoplata mediante
resonancia magnética nuclear (*H-RMN) en estado sélido, demostrandose la efectividad de
esta técnica analitica para detectar enlaces de hidrogeno en la interfase polimero/metal.

Aunque los dos sistemas copoliméricos mencionados han sido sintetizados por otros grupos de
investigacion [71, 72, 73, 74], cabe destacar que hasta la fecha y después de una revision
bibliografica exhaustiva, no se ha informado la utilizacion del poli[VP-co-AMPSNa] como
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soporte de NPsAg. Por lo tanto, es probable que el presente estudio sea el primero en evaluar

dicha capacidad para el copolimero, y en demostrar su potencial aplicacion como aposito

antibacteriano en polvo.

1.3 Hipotesis

e Los hidrogeles cargados con coloides de plata mostraran actividad antibacteriana.

e La cantidad de “plata total” liberada en medio acuoso por 10s compositos hidrogel-

nanoplata, serd mayor para aquellos con menor cantidad de entrecruzador y viceversa.

1.4 Objetivos

141  Objetivo general

Obtener compositos antibacterianos hidrogel-plata incorporando nanoparticulas de plata en

copolimeros sintetizados a partir de 2-acrilamido-2-metilpropanosulfonato de sodio

(AMPSNa).

1.4.2  Objetivos especificos

e Sintetizar hidrogeles entrecruzados mediante copolimerizacion de AMPSNa con

monomeros potencialmente activos en la inmovilizacion de NPsAg.

e  Obtener NPsAg mediante un método de reduccion quimica convencional.

e Preparar compositos de hidrogel-NPsAg por incorporacion de las NPsAg en los

hidrogeles entrecruzados.
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Caracterizar fisica y estructuralmente los hidrogeles entrecruzados y los compositos de
hidrogel-NPsAg, mediante técnicas analiticas y ensayos experimentales, tales como: *H-
RMN en estado sélido, ATR-FTIR, SEM, EDS, TGA, cuantificacion por EAA de plata

total liberada en medio acuoso, capacidad de absorcion de agua y PBS.

Evaluar la actividad antibacteriana de los compositos hidrogel-NPsAg sobre

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Evaluar el efecto citotdxico in vitro de los compositos sobre fibroblastos humanos usando
un ensayo tipo MTT.
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

2.1 Reactivos

El mondémero AMPSNa fue preparado por neutralizacion (pH 7) de una solucion acuosa de
acido 2-acrilamido-2-metilpropansulfénico (>99%, Sigma) con hidroxido de sodio 1 M
(Merck). EI monémero VP (99%, Sigma) fue destilado bajo presion reducida. AAm (>98%,
Fluka), persulfato de potasio (KPS; >99%, Sigma), MBA (>99%, Sigma), formaldehido (37%,
Merck), citrato trisédico dihidratado (citrato, >99%, Merck) y AgNO3 (>99%, Merck) se
usaron sin purificacién adicional. El tampén fosfato salino (PBS) de pH 7.4 y bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) fueron suministrados por Sigma y usados
sin purificacion adicional. Se utiliz6 agua ultrapura (agua UP) obtenida de un sistema de

purificacion de agua Milli-Q®.

2.2 Sintesis y caracterizacion de NPsAg

La sintesis quimica de las NPsAg se realizo calentando intermitentemente en un horno
microondas (2.45 GHz, 800 W) 1000 mL de una solucion acuosa 1 mM de AgNO3, 1mM de
citrato y 5 mM de formaldehido (contenida en un cristalizador Pyrex® de 190x100 mm con
tapa de vidrio). Después de 24 ciclos de calentamiento ON-OFF de 20-20 segundos (que
coincidio con la aparicion de un color amarillo tenue en la mezcla de reactivos) se suspendio
el calentamiento, se someti0 a agitacibn magnética vigorosa por 30 segundos e
inmediatamente después, el reactor fue sumergido en un bafio de agua-hielo para detener la
reaccion. El coloide de plata producido se almacené en condiciones de oscuridad a 4°C en un
recipiente de vidrio &mbar. La concentracién de plata total (i6nica y cerovalente) en este
primer coloide fue de 105.8 ppm y se rotuld6 con el nombre de “coloide N°1”. Luego, se
sintetizo el “coloide N°2” utilizando el mismo procedimiento per0 con concentraciones de
reactivos reducidas a la mitad respecto al primero, lo que corresponde a una concentracion de
plata total de 53.7 ppm (0.5 mM AgNO; + 0.5 mM de citrato + 2.5 mM de formaldehido).

Se obtuvo el espectro de absorcion UV-visible de ambos coloides de plata en el rango 200-800

nm con un espectrometro Lambda 35 (Perkin Elmer), usando agua UP para ajustar la linea
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base. Se tomaron imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) de los coloides
con un microscopio JEOL JEM 1200 EX Il (4 A de resolucion) equipado con un
espectrometro de energia dispersiva de rayos X (EDS). Una gota de cada coloide fue ubicada
sobre una malla de cobre 150-mesh y secada a 35°C para la obtencion de las imégenes vy el

respectivo analisis elemental por EDS.

AgNO; + )]\
Calentamlento
Horno microondas

Figura 2.1. Esquema de sintesis de las nanoparticulas de plata.

NPsAg

Con el equipo Zetasizer (Malvern Instruments Ltd.) se realizaron experimentos de movilidad
electroforética y dispersion de luz dinamica (DLS) para determinar el tipo de carga eléctrica
proxima a la superficie de las NPsAg (potencial zeta), su tamafio promedio y distribucion de

tamario en el coloide.

El rendimiento de la reaccion se determind mediante potenciometria con un electrodo i6n
selectivo de plata/sulfuro de plata (combinado). Ademas del coloide, se analizd una alicuota
de la misma solucion de AgNOg3 utilizada en su sintesis, la cual fue guardada previo al inicio
de la reaccion. Para iniciar, se mezclé en un beaker 0.2 mL de nitrato de sodio 5 M (como
ajustador de la fuerza idnica) y 10 mL del coloide respectivo manteniendo la mezcla en
agitacion suave y luego de introducir el electrodo en el beaker, se registré la diferencia de
potencial del sistema en milivoltios. También se aplico el mismo procedimiento anterior a la
solucion de AgNO; usada como reactivo en la sintesis del coloide. Posteriormente, se calcul
la concentracion de plata ionica en el coloide (Ccooige) Y €n la solucion de AgNO3 (Cagnos),
introduciendo los respectivos valores de potencial eléctrico obtenidos, en la ecuacion de la
curva de calibracién elaborada previamente con soluciones de plata de concentracién conocida
(diluciones seriales de solucién stock de plata MERCK de 1000 ppm en H,SO,; 0.5M).
Finalmente, después de corregir la concentracion de la solucion de AgNO; con el respectivo
factor de dilucion, se calculo el rendimiento de reaccion por medio de la siguiente ecuacion:

-C

coloide x 100 (1)
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2.3 Sintesis de copolimeros y preparacion de compositos
2.3.1  Sintesis de copolimeros entrecruzados (hidrogeles)

Los copolimeros entrecruzados fueron sintetizados en medio acuoso (agua UP) utilizando los
siguientes pares de monomeros en proporcion molar [1:1]: VP-AMPSNa y AAm-AMPSNa.
La concentracion total de comondémeros en la solucion de reaccién fue de 15% en peso
(equivalente a 1 M) y por cada sistema copolimérico se utilizaron 3 y 6 mol% de MBA como
entrecruzador. En todos los casos, la mezcla de reactivos (contenida en tubos de teflén de 40
mL) fue desoxigenada burbujeando nitrégeno puro durante 10 minutos y luego, la reaccién fue
inducida térmicamente a 60 °C con 1 mol % KPS como iniciador radical libre (sin agitacion).
Después de 24 horas, los productos de reaccion fueron extraidos de los tubos, cortados en
forma de discos y sumergidos en agua ultrapura durante 2 dias para eliminar los residuos
solubles en agua; finalmente fueron secados a 60°C hasta peso constante en un horno con
circulacién de aire. El rendimiento de la sintesis de los hidrogeles fue determinado
gravimétricamente. Todas las muestras de hidrogel fueron almacenadas en recipientes

herméticos.

l l 60C*24h
O

0 HZO 1 K5S,04

)ﬁ HN o)
SOz Na*
/

Figura 2.2. Esquema de la reaccion de polimerizacion para la obtencion de poli[VVP-co-
AMPSNa].

30



Capitulo 2: Materiales y Métodos

K
x
o

l l l 60 C*24h
H,0 10/ 155,00 K,S,0g
SOsNa*
/

Figura 2.3. Esquema de la reaccidon de polimerizacion para la obtencion de polifAAm-co-
AMPSNa].

= —z

2.3.2  Sintesis de copolimeros lineales

Se siguid la misma metodologia aplicada para los copolimeros entrecruzados, pero no se
utilizé entrecruzador y se redujo la concentracion total de monémeros a 0.175 M (2.5% en
peso). Los copolimeros lineales obtenidos, fueron purificados mediante dialisis (con una

membrana de 3.5 KDa) y secados en un liofilizador.

2.3.3  Preparacion de los compositos

A partir de cada hidrogel sintetizado segun el método 2.3.1 (cuatro en total), se tomaron tres
fracciones de 3 gramos completamente secas. La primera y segunda fracciones se sumergieron
por separado (a 25°C) en 500 mL del “coloide N°1” y “coloide N°2”, respectivamente.
Después de 24 horas fueron retirados del coloide y secados a 60°C en un horno con
circulacion de aire, no sin antes medir el volumen resultante del coloide en cada recipiente.
Las dos primeras fracciones procesadas (cargadas con NPsAQ) y la tercera fraccion intacta
(libre de NPsAg), se molieron y tamizaron hasta obtener, por cada muestra, 1 gramo de
particulas con tamafios entre 100 y 250 um. Este rango de tamafio de particula fue el utilizado
en todas las técnicas de caracterizacién del material, con excepcion de los analisis SEM-EDS.

Todas las muestras se mantuvieron en recipientes sellados para su posterior caracterizacion.
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2.4 Caracterizacion de copolimeros y compositos
2.4.1  Caracterizacion espectroscopica

Los polimeros entrecruzados (hidrogeles) y sus compositos fueron analizados mediante la
técnica de resonancia magnética nuclear de proton con “giro al angulo magico” de alta
resolucién (*H-HRMAS-NMR, en inglés) con un espectrémetro Avance TM 400 (Bruker)
dotado de un iman superconductor de boca ancha (89 mm) que opera a 9.4 Teslas. En lo
sucesivo, en el presente documento la técnica *H-HRMAS-NMR seré identificada como ‘H-
RMN en estado solido. Veinte miligramos (20 mg) de cada muestra fueron impregnados con
aproximadamente 100 ul de agua deuterada e introducidas en un rotor de zirconio de 4 mm de
didmetro. Todos los espectros fueron obtenidos a temperatura ambiente, usando una sonda de
polarizacién cruzada al angulo méagico (CP-MAS) para muestras sélidas, un pulso de 90° por
3.5 ps y una velocidad de giro de 5 kHz. La amplitud espectral fue de 5 kHz, puntos de datos
de 16K y 16 scans con velocidad de repeticion de 5 s. Los desplazamientos quimicos se

referenciaron respecto al agua deuterada (4.86 ppm).

Los copolimeros lineales se disolvieron en D,O a una concentracién de 10 mg mL™ y sus
espectros de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN) fueron obtenidos en un
equipo Mercury 400-BB trabajando a una frecuencia de 400 MHz. Con el andlisis de los

espectros se estimo la composicion de cada monomero en el copolimero.

Se realiz6 el seguimiento de la copolimerizacién mediante *H-RMN in situ para cada uno de
los dos sistemas copoliméricos en estudio (AAm:AMPSNa y VP:AMPSNa); para ello se
prepararon dos reacciones con distintas composiciones monomeéricas de partida y utilizando
agua deuterada como disolvente. Las composiciones de partida escogidas para el sistema
AAM:AMPSNa, fueron 30:70 y 70:30; y las escogidas para el sistema VP:AMPSNa fueron,
30:70 y 50:50. La concentracion total de mondmeros fue de 0.175 M (2.5% en peso) y se
utilizd KPS al 1 mol% como iniciador. Cada reaccion se realizd dentro de un tubo de
resonancia previamente desoxigenado con nitrégeno y ubicando en su interior un tubo capilar
con diclorobenceno en dimetilsulfoxido deuterado que se consideré como sefial de referencia.

Los espectros de *H-RMN fueron obtenidos a 60°C en un espectrémetro Varian Inova 400

32



Capitulo 2: Materiales y Métodos

programado con los siguientes parametros: secuencia de pulsos de 2.8 ps, lo que equivale a un
pulso de 90°; obtencion de un espectro (punto experimental) cada 120 segundos y velocidad
de giro de 7 Hz. Los espectros obtenidos fueron normalizados e integrados usando el
programa MestReNova (Version 6.0.2) con el fin de obtener las concentraciones instantaneas
de mondmeros en la alimentacion, que a su vez fueron procesadas por un modelo matematico
(Ecuacion del Modelo Terminal de Copolimerizacion en su forma integrada) que permitio

calcular las relaciones de reactividad de los comonémeros [77].

Los espectros infrarrojo de los copolimeros entrecruzados y los compositos, se obtuvieron con
un espectrometro Spectrum One (PerkinElmer) mediante la técnica de espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier y reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). Los

espectros se registraron con 32 barridos y una resolucion de 4 cm-.
2.4.2  Microscopia electronica de barrido y espectroscopia de energia dispersiva

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de los compositos fueron
obtenidas con un microscopio Hitachi Modelo SU-8000 funcionando en alto vacio. Las
muestras secas no fueron recubiertas con materiales conductivos y se analizaron a bajo voltaje
(1.0 kV). Los espectros de energia dispersiva de rayos X (EDS) se obtuvieron con un
espectrometro Bruker modelo Quantax 200 acoplado al microscopio electronico de barrido.
Mediante fractura por impacto se realizaron cortes de seccién en particulas con tamafios entre
0.3-0.5 mm. Tamafios menores dificultaron la diferenciacion entre el area del corte transversal

y la superficie externa por parte del analista.
2.4.3  Caracterizacion termogravimétrica (TGA)
Las medidas termogravimétricas (TGA) se realizaron en una termobalanza TA-Q500 de TA

Instruments. Los experimentos se realizaron bajo un flujo de nitrégeno de 50 mL min™ y a una

velocidad de calentamiento de 10 °C min, desde 40 a 550 °C.
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2.4.4  Cuantificacion de plata total liberada por los compositos hidrogel-NPsAg

Diez miligramos (10 mg) de cada uno de los compositos preparados (Secos) se sumergieron
independientemente, en 20 mL de agua UP (recipientes sellados) a 25°C y con agitacion
constante. Después de 96 horas, el material insoluble fue separado del medio acuoso por
filtracion con malla de nylon de 80 um (poro); los filtrados se sometieron a digestion acida
con 5 mL de &cido nitrico concentrado (65% p/p) y calentamiento suave, hasta alcanzar un
volumen final 10 mL. También se prepar6 una serie de soluciones patron de plata idnica
aplicando las mismas condiciones de digestion acida anteriores. Por ultimo, todas las muestras
fueron diluidas con agua UP hasta un volumen final de 50 mL y analizadas mediante
espectroscopia de absorcién atomica (EAA) para determinar las concentraciones de plata en
cada una de ellas. Se utiliz6 una lampara de catodo hueco de plata, una longitud de onda para

absorcion directa de 328.1 nm y una mezcla de aire-acetileno para la llama.

2.4.5 Ensayos de absorcién de liquidos: agua 'y PBS

La cantidad de liquido (agua o PBS) absorbido por los hidrogeles y compositos (muestras) se
midié gravimétricamente mediante el método conocido en la literatura como “tea bag”. El
procedimiento consistié en depositar aproximadamente 0.03 g de muestra seca en una pequefia
bolsa fabricada con un filtro de nylon (80 um de poro y 47 mm de didmetro), y posteriormente
sumergirla en el liquido por un tiempo determinado. Finalizado el tiempo de inmersién, la
bolsa se transfirié a un tubo de centrifuga (manteniéndola separada del fondo del tubo), se
centrifug6 durante 3 minutos a 1400 rpm (en una centrifuga Rotofix 32A Hettich) y luego se
pesd en una balanza analitica. Para tener en cuenta la capacidad de absorcién de la bolsa
misma se determind un valor en blanco, es decir, el peso de la bolsa sin muestra. Las
mediciones se realizaron por triplicado. El procedimiento anterior se realizo 10 veces en forma
consecutiva durante 18 horas para una misma muestra. Los tiempos de inmersién iniciales se
fijaron cada 5 minutos y luego fueron aumentados en forma progresiva. La capacidad de
absorcion de agua (CAA) de las muestras fue evaluada a 20+2 °C y con valores de
conductividad y pH para el agua de 0.055 pS cm™ y 6.3, respectivamente. Por otro lado, la
capacidad de absorcion de PBS (CAPBS) de las muestras fue evaluada a 37 °C y con valores

de conductividad y pH para el PBS de 15700 pS cm™ y 7.4, respectivamente.
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El célculo de la capacidad de absorcion de liquidos (agua y PBS) para los hidrogeles y

compositos se realizé mediante la siguiente ecuacion:

(BIM — BI — M)

CAA[g/g] = CAPBS[g/g] = Y

)

donde By es el peso en gramos de la “bolsa con muestra después de la inmersion”, B, el peso
en gramos de la “bolsa sin muestra después de la inmersion” (valor del blanco) y M los

gramos de muestra seca antes de la primera inmersion [78].
2.5 Material biol6gico y bioensayos
2.5.1  Cultivos celulares

Los cultivos primarios de fibroblastos embrionarios humanos fueron suministrados por el
Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos 111 (Madrid, Espafa). Las
células fueron mantenidas a 37 °C con una atmdsfera hiumeda de 5% de CO, en frascos de
cultivo de 25 mL (Sarstedt). EI medio de cultivo usado (medio completo) fue medio minimo
esencial de Eagle (MEM) modificado con 15 mM de &cido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-
etanosulfonico (HEPES; Sigma) y suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Gibco),
200 mM de L-glutamina, 100 U mL™ de penicilina, y 100 ug mL™ de estreptomicina (Sigma).
Las células fueron subcultivadas con medio completo fresco cada 7 dias desde la siembra, en

una proporcion de 1 a 3.

2.5.2  Ensayos de Actividad Antibacteriana

Método de pozos en agar modificado

Una version modificada del método de pozos en agar [79] fue utilizada para evaluar la
actividad antibacteriana de los 8 compositos, sus respectivos 4 hidrogeles de procedencia (sin

nanoplata) y soluciones acuosas de nitrato de plata (AgNO3) con concentraciones de plata

ionica de 108 ppm y 5720 ppm, utilizadas como control positivo.
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Las bacterias utilizadas fueron Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus
(ATCC 6538P). Cien microlitros (100 pL) de la respectiva suspension bacteriana en caldo
tripticasa de soya (TSB), preparadas con densidades celulares de: 4.5x10” UFC mL™ para
E.Coli y 1.8x10" para S. aureus, fueron esparcidos uniformemente sobre placas de agar
tripticasa de soya (TSA).

Con la ayuda de un sacabocados estéril de 9 mm de diametro se hicieron 4 pozos sobre la
superficie de agar, ubicandolos de manera equidistante y a 20 mm del borde de la placa de
agar. 2.5 mg de cada muestra sélida (seca) y 100 uL de cada soluciéon de AgNOs, fueron
ubicados en sendos pozos sobre la placa de agar; luego se adicion6 150 pL de agua milli-Q a
los pozos que contenian las muestras solidas.

Se mantuvo la placa a 4°C por 1.5 horas para permitir la difusion de la plata presente en las
muestras; posteriormente, se incubaron las placas a 37°C durante 18 horas. Por ultimo, se
calcularon las zonas de inhibicidn restando los diametros del pozo (9 mm) y su respectiva area
circular externa (generada por la difusion de los componentes de las muestras). Placas de agar
con y sin inoculo también fueron incluidas como control. Las muestras fueron evaluadas por
triplicado y se realizaron analisis de varianza (ANOVA) a una via para comparar las zonas de
inhibicion (ZIs) medias generadas por las mismas. Para determinar la diferencia entre las ZIs
medias de los distintos tratamientos, se utilizd la prueba de Fischer (o LSD) con una

significancia estadistica de 0.05.
Método de recuento estandar en placa

El siguiente procedimiento basado en el método AATCC 100 [80], fue utilizado para evaluar
la actividad antibacteriana sobre E. coli y S. aureus de los 8 compositos hidrogel-nanoplata,
sus respectivos 4 hidrogeles de procedencia (sin nanoplata) y dos soluciones acuosas de
AgNO;3 con concentraciones de Ag* de 108 ppm y 5720 ppm (control positivo). Para cada
bacteria evaluada, se separaron inicialmente dos porciones de 10 mg por cada muestra sélida y
dos alicuotas de 100 pL por cada solucion de AgNOs, ubicandolas en sendos tubos de ensayo
esterilizados (tubos falcon de 15 mL); luego se adicioné a cada muestra contenida en los
tubos, 1 mL de suspension bacteriana en caldo TSB (in6culo) con un numero de células
viables de 5x10” UFC mL™ en el caso de E. Coli y 2x10° UFC mL™ en el caso de S. aureus.

La primera porcion o alicuota de muestra, fue mantenida a 37°C durante 24 horas y la segunda
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porcion, a la misma temperatura durante 48 horas, para determinar el efecto del tiempo de
contacto sobre el crecimiento bacteriano. Al cumplirse los dos tiempos de contactos
preestablecidos, las muestras fueron diluidas en proporcion 1:10, adicionando 9 mL de
solucidn salina isotdnica; después de agitar suavemente por algunos segundos, se tomaron 100
microlitros de la dilucion 1:10 para realizar una dilucion seriada en base 10 utilizando el
mismo diluyente, obteniéndose 7 diluciones adicionales: desde la dilucién 1:10? hasta la 1:108,
20 microlitros de cada una de las ocho diluciones obtenidas fueron ubicadas sobre una placa
de agar TSA, en forma de gotas equidistantes y manteniéndolas en una incubadora a 37°C
durante 48 horas. Posteriormente, se selecciono en la placa de agar, la zona correspondiente a
la dilucion que presentd entre 30 y 300 colonias, y mayor facilidad para contarlas
individualmente; luego se contabilizé el nimero de UFC de dicha zona y el valor resultante se
multiplicé por el factor de dilucién respectivo, para expresarlo en UFC mL™. Se calculé el

valor promedio de las UFC mL™ de tres mediciones independientes.

2.5.3 Ensayo de citotoxicidad

Se evalud el potencial efecto citotoxico de los compositos y sus hidrogeles de procedencia en
cultivos de fibroblastos embrionarios humanos, mediante un ensayo de MTT indirecto, el cual
se realizo por triplicado para cada muestra. Inicialmente se adicionaron 5 mg de cada muestra
solida (compositos e hidrogeles) y un disco de TMX (Poliestireno Thermanox®, Labclinics)
usado como control negativo, en sendos tubos conteniendo 5 mL de medio completo libre de
FBS y se mantuvieron en agitacion durante 1 dia a 37 °C; seguidamente se retiré el medio en
contacto con las muestras o “eluyente” y se guard6 a -20°C hasta su posterior utilizacion.
También se obtuvieron los eluyentes de muestras sumergidas en medio completo sin FBS
durante 2 y 14 dias.

Posteriormente, se tomaron placas de cultivo con 96 pozos y se adicionaron en cada pozo 100
uL del cultivo de fibroblastos a una densidad de 8x10* células mL™. Después de incubar
durante 24 horas las placas de cultivo a 37 °C y con una atmoésfera de 5% de CO,, se
reemplazé el medio de cultivo de cada pozo por 100 ul de los respectivos eluyentes
previamente obtenidos (ocho tratamientos) y por 100 puL de una disoluciéon 20 mM de

perdxido de hidrégeno en MEM, utilizada como control positivo.
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Transcurridas otras 24 h de incubacién en las mismas condiciones anteriores, se sustituyeron
los eluyentes y el medio del control positivo, por 100 uL de una disolucién 0.5 mg mL* de
MTT en PBS y nuevamente se mantuvieron las células a 37 °C, durante 4 horas adicionales.
Tras este tiempo se retird la disolucion de MTT vy se afiadio 100 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) a cada pozo con el fin de disolver los cristales azules formados. Las placas se
agitaron durante 5 minutos y se midié la absorbancia a 570 nm en un lector de placas Biotek
ELX808IU. Los valores de absorbancia registrados fueron reemplazados en la siguiente
ecuacion, para calcular los porcentajes de viabilidad celular de cada replica respecto al control
negativo TMX:

DO,

(o}

%VC =

x100 3)

donde, DOy Y DOc son las medidas de densidad oOptica de la muestra y el control negativo,
respectivamente. Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) a una via para comparar los
porcentajes de viabilidad medios generados por los compositos, hidrogeles y control negativo.

Para determinar la diferencia entre los porcentajes de viabilidad promedio de los distintos
tratamientos, se utilizd la prueba LSD. En todos los andlisis se tuvo en cuenta una

significancia estadistica de 0.05.

En forma simultanea se aplicé el mismo procedimiento descrito anteriormente, a once
disoluciones de plata i6nica en MEM, preparadas por dilucion seriada en base dos a partir de

una concentracion de 572 ppm, las cuales se utilizaron como un segundo control positivo.
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Capitulo 3: Resultados y Discusién

3.1 Nanoparticulas de plata

Los coloides obtenidos presentaron el color amarillo traslcido y brillante caracteristico de los
coloides de plata y el cual se debe a la “resonancia del plasmén de superficie” (SPR, en inglés)
generada por las nanoparticulas de plata presentes; este fenémeno se confirmé por la aparicion
de un pico pronunciado a 434 nm en el espectro de absorcion de luz UV-visible del coloide
(ver Figura 3.1), correspondiente a la banda SPR de la plata coloidal [81]. La “resonancia del
plasmon de superficie” se define como la oscilacion de la densidad de carga que puede existir
en una interfase metal/dieléctrico [82]. Ademas, se confirmd la formacion de una dispersion
coloidal, ya que el liquido obtenido experimento el efecto Tyndall cuando se irradié con un

rayo de luz laser [83].
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Figura 3.1. Espectro UV-visible del coloide N°2 (izquierda) y efecto Tyndall que confirma la
obtencion de una dispersion coloidal de nanoparticulas de plata (derecha).

El potencial Z fue negativo e inferior a -45 mV para ambos coloides, indicando una alta
estabilidad de las nanoparticulas y tendencia a mantener su tamafio nanométrico inicial sin
formar agregados [84]. Los valores de potencial Z obtenidos fueron los siguientes: -47.2 +
1.31 mV para el coloide N°1y -48.4 + 0.954 mV para el coloide N°2.

La carga eléctrica negativa proxima a la superficie de las NPsAg, se origina posiblemente por
la presencia de iones citrato que rodean la superficie de la particula y cumplen la funcion de
agente estabilizante de las nanoparticulas [85]. A partir del pH de 6.5 observado para ambos

39



Capitulo 3: Resultados y Discusion

coloides y las constantes de disociacion del acido citrico (pKa = 3.13, pKy = 4.76, pKys =
6.40) registradas en la literatura, se dedujo la coexistencia de un 44% de especies de citrato
divalente (HA?) y un 56% de las trivalentes (A*) [86].

Los resultados de “dispersion de luz dindmica” (Dynamic Light Scattering, DLS) obtenidos
con el equipo NanoZetasizer mostraron las distribuciones de tamafio de particula de los
coloides N°1 y N°2, expresadas en funcion de la intensidad de luz laser dispersada. Estas
distribuciones presentaron formas bimodales y fueron significativamente amplias (ver Figura
3.2), lo que es congruente con los indices de polidispersidad superiores a 0.5 [84] registrados
(0.596 para el coloide N°1 y 0.562 para el coloide N°2).
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Figura 3.2. Distribucion de tamafios respecto a la Intensidad de luz dispersada (DLS) de las
NPsAg del coloide N°1 (izquierda) y el coloide N°2 (derecha).

Tales distribuciones bimodales sugieren la existencia de dos poblaciones de particulas con
tamafnos muy diferentes en cada uno de los coloides [87]. A pesar del error en que se pueda
incurrir, algunos investigadores aconsejan reportar la distribucion bimodal completa,
especificando el didmetro medio de cada poblacion y el didmetro medio total con sus
respectivas desviaciones estandar, sin importar que en algunos casos la desviacién estandar
sea mayor que la media. La recomendacion se fundamenta desde una perspectiva bioldgica,
ya que omitir cualquier fraccion de particulas en estudios como los de toxicidad, puede ser
critico para una interpretacion adecuada de los datos [87]. Es por esto que en la Tabla 1 se
registran los parametros estadisticos anteriores de ambas poblaciones y del total de particulas
gue conforman cada coloide obtenido (N°1 y N°2).
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Tabla 1. Diametros promedio (¢) y porcentajes (%) de las diferentes poblaciones de particula

que conforman cada coloide obtenido. N.A: No aplica.

Poblacién 1 Poblacién 2 Poblacién total
. ¢<10 | 10<¢<25 | ¢>25
Muestra | Técnica | Rango | ¢ (nm) | % Rango ¢ (nm) % ¢ (nm)
(%) (%) (%)
_ TEM 1.2-74 | 310 58 | 8.7-82.7 35+19 42 59 16 25 16+20
Coloide N°1
DLS 1556 | 3.1+0.4 | N.A | 14-164 | 50.7208 | NA | NA | - N.A | 23.1+0.3
TEM 1364 | 27£0.8 | 53 | 6.5-75.9 20£13 47 61.7 26.7 11.6 11+12
Coloide N°2
DLS 13-42 | 25£0.1 | N.A | 11.7-106 | 39.7#0.1 | NA | NA | - N.A | 135+0.1

En ambos coloides analizados con la técnica DLS, el diametro medio de particula de la
poblacién N°1 es aproximadamente 16 veces menor que el de la poblacién N°2; destacandose
una ligera disminucion del diametro y amplitud de distribucién de las poblaciones del coloide
N°2 respecto a las del coloide N°1. Las dos poblaciones de NPsAg en cada coloide, también
fueron observadas mediante la técnica de TEM vy los resultados tienen la misma tendencia que
los obtenidos por DLS: la amplitud de la distribucién de tamafios y el diametro medio total de
las particulas presentes en el coloide N°1, son considerablemente mayores que las registradas
para el coloide N°2 (ver Figura 3.3 y Tabla 1); ademas se pudo establecer que la mayoria de

las NPs poseen forma esférica.

Aunque ambas técnicas coinciden en la bimodalidad de la distribucion, es necesario resaltar
que la técnica DLS tiene un poder de discriminacion de tamafios de particula de 1:3 en
muestras multimodales [88] y como consecuencia de lo anterior, los valores de didmetro
promedio de cada poblacion obtenidos por DLS, variaron respecto a los obtenidos con la
técnica TEM. EIl bajo poder de discriminacién de tamafios de la técnica DLS se relaciona con
el hecho que una particula grande muestra una intensidad de luz dispersada mas alta si se le
compara con una pequefia, puesto que la Intensidad es proporcional a la sexta potencia del
radio de la particula (I a r°). Lo anterior explica los resultados similares entre las técnicas DLS
y TEM para el diametro medio de la poblacion N°1 (particulas pequefias) y la gran diferencia
existente para el diametro medio de la poblacion N°2 (particulas grandes), donde los valores
obtenidos con DLS superan casi por el doble a los obtenidos por TEM. También es necesario
resaltar en la Figura 3.2, que las intensidades de luz dispersada (% Intensidad) no representan

el nimero de NPs con el diametro indicado, ya que en una muestra bimodal como la obtenida,
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un numero bajo de particulas grandes pueden generar una sefial de mayor intensidad que la
generada por un nimero alto de particulas pequefias [89]. Este inconveniente se supera con la
observacion directa de las NPs mediante la técnica de TEM, la cual permite contarlas y medir
su diametro sin ninguna ambiguiedad.
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Figura 3.3. Distribucion de tamafio de NPsAg en el coloide N°1 (arriba) y coloide N°2 (abajo)
analizado mediante Microscopia Electronica de Transmision (300 particulas medidas).
Medias: 16+20 y 11+12 nm, respectivamente. Dimension de la barra en las micrografias: 20
nm.

Incluso con estas diferencias entre técnicas, se sigue observando que en cada coloide, el
diametro medio de particula de la poblacion N°1 es menor que el de la poblacion N°2, y otro

resultado igual de interesante, es que la amplitud de la distribucion de tamafios y el diametro
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medio total de las particulas presentes en el coloide N°1, son considerablemente mayores que

las registradas para el coloide N°2.

La presencia de las dos poblaciones de NPs en cada coloide se debe a que los cationes plata,
antes de ser reducidos por el formaldehido, se encuentran agrupados como dos especies
quimicas diferentes en la solucion inicial de reaccion, en virtud de la relacion equimolar con
los aniones citrato; la primera especie y la mas abundante, es el “citrato de plata coloidal”,
mientras que la segunda se conoce como “complejos de plata”, donde los iones plata estan
coordinados con aniones citrato [90, 91]. El “citrato de plata coloidal” favorece la formacion
de NPs de plata con didmetro medio bajo y distribucidn de tamafios estrecha, mientras que 1os
“complejos de plata” fomentan la formacién de NPs con diametro medio alto y distribucién de

tamafios amplia, via reduccion con formaldehido [92].

Por otro lado, como se menciono anteriormente, el aumento del didmetro medio y la amplitud
de la distribucion de tamafios del coloide N°1 en comparacion con el coloide N°2, se debe a la
mayor concentracion de especies ionicas presentes en el coloide N°1, lo que significa una
fuerza io6nica mayor que tiene un efecto ligeramente desestabilizante de las dobles capas
eléctricas que rodean las nanoparticulas (y que las mantienen separadas) y por ende, éstas

coalescen y forman otras de mayor tamanio.

Es importante resaltar que mas del 50% del total de NPs presentes en el coloide tienen
diametros menores de 10 nm (ver Tabla 1, resultados de TEM) y por lo tanto cumplen con los
requerimientos de tamafio para presentar actividad antibacteriana segin Morones y

colaboradores [3].

A pesar de la extensa revision bibliogréfica realizada en busca de un posible mecanismo de
reaccion que explique la sintesis de plata metalica (Ag®) a partir de AgNO3, formaldehido y
citrato, no se encontraron estudios al respecto. Sin embargo, con base en el estudio de Benet y
colaboradores [93], donde proponen uno de los escasos mecanismos de reaccion existentes de
la prueba de Tollens (ensayo analitico especifico para aldehidos), se puede dar un indicio del
mecanismo molecular implicado en la sintesis de Ag° realizada en el presente trabajo. La

deduccion de este mecanismo a partir del propuesto por Benet, se basa en que ambas
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reacciones producen Ag’ a partir de reactantes similares, tales como: complejo de Ag",
aldehido e iones hidroxilos en medio acuoso. Es preciso recordar que las moléculas de
amoniaco son ligandos del complejo de plata en la prueba de Tollens, mientras que las
moléculas de citrato lo son en la reaccion del presente estudio [90, 91], en el que ademas no
hay presencia de amoniaco. Por otro lado, la sal citrato de sodio, que proviene de la reaccion
entre un &cido débil (acido citrico) y una base fuerte (hidroxido de sodio), genera iones
hidroxilos libres ya que experimenta hidrdlisis en medio acuoso [94]. Esto se indica en la

siguiente ecuacion:

Nag(C6H507) + H,0O Na"+OH + NazH(C6H5O7) (4)

Considerando lo previamente expuesto, se propuso el siguiente mecanismo de reaccion:

Paso 1: H,CO + H,0O — H,C(OH),

Paso 2: H,C(OH); + 20H™ — H,C(0),” + 2H,0
Paso 3: H,C(0),* + 2Ag" — H,C(OAQ);

Paso 4: H,C(OAg), + OH  — HCO, + 2Ag° + H,0

La explicacidn de este mecanismo es la siguiente: la adicion nucleofilica de agua al carbono
C=0 del formaldehido genera un gem diol con geometria tetraédrica [95] (paso 1), el cual es
atacado por dos hidroxilos libres produciendo un i6n alcéxido y dos moléculas de agua (paso
2). Cada grupo alcoxido coordina un cation Ag®, el cual a su vez, se encuentra hidratado o
coordinado con aniones citrato, generando la especie H,C(OAQ). (paso3). Un tercer anién
hidroxilo remueve el proton de un enlace C—H de la especie H,C(OAQ),, promoviendo en el
interior de esta Ultima, la transferencia de los dos electrones del enlace a sendos atomos de
oxigeno, y simultdneamente, cada &tomo de oxigeno cede uno de sus electrones para reducir el
ion Ag" adyacente. Como resultado se obtiene el anion formiato y dos atomos de plata
eléctricamente neutros (paso 4). También es probable que la ruptura homolitica de los dos
enlaces O—Ag ocurra en dos pasos separados, generando sendos intermediarios radicales, en
lugar de ocurrir en un solo paso junto con la remocién del proton del enlace C—H por parte del
ion hidroxilo libre. EI mecanismo propuesto previamente tiene un caracter ilustrativo y en

estricto rigor, es necesario realizar un estudio de cinética quimica para corroborarlo.
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El rendimiento de la conversion de iones plata a nanoparticulas de plata, fue del 23% para el
coloide N°1 y del 24% para el coloide N°2. Aungue estos rendimientos son relativamente
bajos, las caracteristicas de las NPsAg obtenidas fueron las mas apropiadas para el propdsito
de esta investigacion, entre una serie de previos procedimientos de sintesis explorados en
nuestro laboratorio. La ecuacién de la curva de calibracion potenciométrica construida (con 4
disoluciones estandar de plata: 1, 10, 100 y 1000 ppm) para estimar la concentracion de plata
i6nica en los coloides obtenidos, fue la siguiente: y = 56.2+log10[Ag*] + 264.2 (R?=0.9902),
donde “y” es la diferencia de potencial del sistema en milivoltios y [Ag'], la concentracion
(ppm) de plata ionica en la muestra. Esta ecuacion corresponde a la ecuacion de Nerst del
sistema estudiado.

3.2 Hidrogeles y copolimeros lineales

Los hidrogeles obtenidos fueron solidos blandos, de apariencia transparente y tomaron la
forma del recipiente de reaccion (cilindrica). Luego de ser cortados en forma de discos y
sumergidos en agua ultrapura para eliminar los residuos de reaccion, incrementaron
drasticamente su volumen y también, su tendencia a fracturarse. Durante el secado de los
hidrogeles en la estufa, éstos se fragmentaron parcialmente y redujeron su tamafio hasta
convertirse en sélidos duros y compactos de color blanco. En la Tabla 2 se registran los
rendimientos de reaccion para los cuatro hidrogeles sintetizados (copolimeros entrecruzados) y

los numeros asignados a cada uno para facilitar su identificacion.

Tabla 2. Rendimientos de reaccion obtenidos en la sintesis de los hidrogeles.

Hidrogel _ : . Rendimiento
. Composicion en la alimentacion s
namero de reaccion (%o)
7 VP:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA 45
11 VP:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA 68
15 AAM:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA 97
22 AAmM:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA 98

45



Capitulo 3: Resultados y Discusion

3.2.1  Elucidacion estructural de los hidrogeles mediante *H-RMN en estado sélido

La Figura 3.4 corresponde al espectro de *H-RMN en estado sélido del hidrogel 15, en el que
se pueden ver tres regiones de sefiales que confirman la polimerizacion de los monémeros
AAmM, AMPSNa y MBA. También se confirma la ausencia de mondmeros residuales ya que
no aparecen las sefiales vinilicas entre 5.5 y 6.5 ppm [96]. La Region 1 de sefales, ubicada a
campo alto entre 1.0 y 3.0 ppm, es generada por todos los protones de la cadena principal del
polimero (sefiales Al, A2, B1, B2, M1) y por los metilos geminales del residuo monomeérico
del AMPSNa (A3, A4). La Regidn 2, localizada entre 3.0 y 4.2 ppm, se debe exclusivamente
al metileno vecino del grupo sulfonato del AMPSNa polimerizado (sefial A5). Finalmente, la
Regidn 3 esté localizada a campo bajo entre 7.0 y 8.0 ppm, y es generada por los grupos amida
de los monémeros AAm, AMPSNa y MBA polimerizados (A6, B3, M4) [97].
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Figura 3.4. Espectro de *H-RMN en estado sélido del hidrogel 15.

En la Figura 3.5 se observa el espectro *H-RMN en estado sélido del hidrogel 7. La sefial a
5.93 ppm probablemente corresponde a uno de los dos grupos de protones vinilicos del MBA,
gue no reacciond durante la polimerizacion y qued6 como un grupo lateral de la cadena
principal del copolimero [98]. No se observan otras sefiales vinilicas entre 5.5 y 6.5 ppm,
confirmando la ausencia de mondémeros residuales. También se evidencian tres regiones de
sefiales con los mismos rangos de desplazamiento quimico (ppm) que el caso anterior y
también fueron numeradas de la misma manera (Regién 1, 2 y 3). La Regidn 1 tiene un

variado origen, que incluye los protones de la cadena principal del polimero (sefiales Al, A2,
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V1, M1) con excepcion del grupo CH unido al anillo pirrolidona (sefial VV2), los metilenos mas
protegidos de dicho anillo (sefiales V3, V4) y los metilos geminales del residuo monomeérico
del AMPSNa (sefiales A3, A4). La Regién 2 es generada por los grupos CH, y CH unidos al
nitrégeno del anillo pirrolidona (V5, V2) y por el metileno vecino del grupo sulfonato del
AMPSNa polimerizado (A5). Por Gltimo, la Region 3 es generada por la sefial de los protones
amidicos del AMPSNa y del MBA polimerizados (A6, M4) [99, 72, 97].

Los protones metilénicos designados como “M3” en la Figura 3.4 y 3.5, los cuales se localizan
en las unidades -CONHCH,CONH- del MBA polimerizado, no pudieron ser asignados a su
respectiva sefial en el espectro (a 4.6 ppm) debido a la superposicion entre esta sefial y la
generada por el solvente (D,0O/H,0, 4.4 to 5.4 ppm) cuya intensidad y amplitud son mayores.

Adicionalmente, la sefial del solvente fue borrada para mayor claridad.
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Figura 3.5. Espectro de *H-RMN en estado sélido del hidrogel 7.

Los espectros "H-RMN en estado sélido de los hidrogeles 22 y 11 fueron muy similares a los
generados por los hidrogeles 15 y 7 respectivamente (mostrados en la Figura 3.4 y 3.5), lo cual
esta de acuerdo con lo esperado, ya que solo un 3 mol% de MBA a favor de los primeros es la
unica diferencia entre ellos. Ademas, el hidrogel 11 no generd la sefial a 5.93 ppm observada

en el espectro del hidrogel 7 (ver Figura 3.5).

Cabe destacar que es imposible determinar mediante *H-RMN en estado sélido la composicién
exacta de los tres mondémeros en cada copolimero entrecruzado obtenido, ya que solo existen

dos regiones de sefiales cuantificables (Region 1 y Region 2) y los célculos requieren minimo
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de tres regiones (uno por cada monomero). La Region 3 (entre 6.5-8.5 ppm) no puede
utilizarse en los calculos porque pertenece a sefiales de protones intercambiables con el agua
deuterada [100]; por lo tanto, las areas integradas de dichas sefiales representan menos

protones que los realmente existentes en la macromolécula.

3.2.2  Composicion molar de los mondmeros en los sistemas poliméricos

Con la intencion de obtener la composicion aproximada de cada mondmero en los
copolimeros entrecruzados, se sintetizaron sus respectivos copolimeros lineales sin
entrecruzador (MBA) vy luego se analizaron por medio de ‘H-RMN en solucién. Los
copolimeros lineales poli[VP-co-AMPSNa] [1:1] y polifAAm-co-AMPSNa] [1:1] obtenidos,
fueron sélidos con aspecto de escamas finamente divididas, altamente solubles en agua y sus

rendimientos de reaccion fueron 81% y 74%, respectivamente.

Los espectros de *H-RMN de los copolimeros lineales disueltos en agua deuterada, fueron
muy parecidos a los espectros de *H-RMN en estado sélido de sus correspondientes versiones
entrecruzadas (hidrogeles), tanto en la forma de las sefiales como en sus desplazamientos
quimicos; por lo tanto, la identificacion de las sefiales en los copolimeros lineales se realizo de
igual forma que en los hidrogeles (ver Figuras 3.4 y 3.5). Aungue los hidrogeles se diferencian
de los copolimeros lineales por la presencia de MBA, la similitud de sus espectros *H-RMN se
debe a: (i) la superposicion de sefiales que ocurre entre el MBA y los demas comondmeros
polimerizados, y (ii) la baja concentracion de MBA respecto a los demas mondmeros en los
hidrogeles. Es importante destacar que las sefiales de los sistemas lineales presentaron mejor
resolucion y que los protones amidicos no fueron detectados, a diferencia de lo observado en
los espectros de los hidrogeles respectivos. La ausencia de sefiales de protones amidicos en los
espectros de ambos sistemas lineales, se debe al intercambio “total” de protones entre los
grupos amida y el agua deuterada [100]; esto ultimo ocurre en forma parcial en los hidrogeles,
debido a que los puntos de entrecruzamiento facilitan la formacion de enlaces de hidrégeno

intracatenarios que disminuyen el intercambio protonico con el agua deuterada.

Al igual que en sus versiones entrecruzadas, los copolimeros lineales también presentaron las

mismas regiones de sefiales (Region 1, 2 y 3). Con base en las asignaciones de los grupos de
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protones de las Regiones 1 y 2 a la estructura molecular de cada copolimero (ver Tablas 3 y

4), se formularon ecuaciones para calcular la correspondiente composicion monomerica en

funcion del area de las sefiales de las regiones mencionadas. Las areas de las Regiones 1y 2

fueron normalizadas e integradas mediante el programa MestReNova (Version 6.0.2). Los

valores de las integrales fueron reemplazados en las respectivas ecuaciones de composicion y

los célculos dieron como resultado las fracciones molares (acumuladas) de los monémeros en

cada copolimero.

Tabla 3. Identificacion de las sefiales del espectro *H-RMN del copolimero poli[AAm-co-

AMPSNa].
Regiones del espectro ~ - . . Numero de
poli[AAM-co-AMPSNa] Sefiales | Originada por Tipo de protén protones
Redion 1 Al, A2 | AMPSNa CH, y CH de la cadena principal 3
(1_39 ) A3, A4 | AMPSNa CH; geminales 6
PP B1,B2 | AAm CH, y CH de la cadena principal 3
Region 2 .

(3-4.2 ppm) A5 AMPSNa CH, vecino del grupo sulfonato 2
Tabla 4. ldentificacion de las sefiales del espectro *H-RMN del copolimero poli[\VP-co-
AMPSNa].

Regiones del espectro ~ . . . Numero de

poli[VP-co-AMPSNal] Sefales | Originada por Tipo de proton protones

Al, A2 | AMPSNa CH, y CH de la cadena principal 3
Region 1 A3, A4 | AMPSNa CH; geminales 6
(1-3 ppm) V1 VP CH, de la cadena principal 2
V3,V4 | VP CH, mas protegidos del anillo 4
Regién 2 Ab AMPSNa CH, vecino del grupo sulfonato 2
(3-4.2 ppm) V2,V5 | VP CH y CH, vecinos del anillo 3

Las ecuaciones de composicién formuladas a partir del espectro del copolimero poli[VVP-co-

AMPSNa] son:

VP] = v

[ ]_A+V
AMPS| = ——
[ ] A+V

()

(6)
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V= (1A1.A2.A3.A4.v61.v3.v4) —9A -
(Ius.v2vs) —3V
At (8)

Donde, [VP] y [AMPSNa] son las fracciones molares de VP y AMPSNa en el copolimero,
respectivamente; “V” es el valor de la integral de un proton procedente de todos los residuos
de VP en el copolimero; “A” es el valor de la integral de un proton procedente de todos los
residuos AMPSNa en el copolimero; “Ias\v2.vs” es el valor de la integral de la Region 2 (3-4.2

ppm) y “Ia1a2Aa344vivava” es el valor de la integral de la Region 1 (1-3 ppm).

Para el caso del copolimero polifAAm-co-AMPSNa] se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

[AAm] = ATE )
A

[AMPS] = = -

B = (IAl.AZ.AS.A43.Bl.BZ) —9A an

A= (lgs) )

Donde, [AAm] y [AMPSNa] son las fracciones molares de AAm y AMPSNa en el
copolimero, respectivamente; “B” es el valor de la integral de un (1) proton procedente de
todos los residuos de AAm en el copolimero; “A” es el valor de la integral de un (1) proton
procedente de todos los residuos AMPSNa en el copolimero; “Ias” es el valor de la integral de
la Regidn 2 (3-4.2 ppm) del espectro y “Ia1.a2a3.a4B1.82” €s el valor de la integral de la Region
1 (1-3 ppm).

Los resultados de los calculos de composicion para el copolimero poli[VP-co-AMPSNa],
produjeron las siguientes fracciones molares de los monémeros VP y AMPSNa: 0.42 y 0.58,
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respectivamente. Para el caso del copolimero polifAAm-co-AMPSNa], las fracciones molares
de AAm y AMPSNa fueron: 0.55 y 0.45, respectivamente.

3.2.3 Reactividad de los comondmeros en los sistemas poliméricos

Como se menciono en la seccion 2.4.1 del presente documento, se llevo a cabo el seguimiento
de las reacciones de copolimerizacion mediante 'H-RMN in situ cuantificando las
concentraciones de mondmeros a diferentes tiempos, con el objetivo de obtener las relaciones
de reactividad de los comonomeros. Inicialmente se ensayd una concentracion total de
monomeros en la alimentacién de 15% p/v, que corresponde a la concentracidén de nuestros
sistemas entrecruzados (hidrogeles), pero no se pudieron cuantificar los comondmeros ya que
la mezcla de reaccion gelificd rapidamente (por un posible efecto de autoaceleracion),
impidiendo su analisis por la técnica *H-RMN, la cual exige la solubilidad total de la muestra.
Para solucionar este inconveniente, se prepararon las reacciones de copolimerizacion con
2.5% p/v de mondmeros en la alimentacion, lo cual garantizo la solubilidad de las mezclas de

reaccion en cada sistema copolimérico en estudio.
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Figura 3.6. Regi6n vinilica de algunos espectros de *H-RMN representativos de la reaccion de

copolimerizacion a diferentes tiempos del sistema AAm: AMPSNa (30: 70).
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A manera de ejemplo, en las Figuras 3.6 y 3.7 se muestran los espectros de los sistemas
AAM:AMPSNa [30:70] y VP:AMPSNa [30:70] a diferentes tiempos de reaccion, junto con la
asignacion de los protones empleados para la determinaciéon de las concentraciones de los
mondmeros. También se observa la sefial del diclorobenceno que se utilizd6 como referencia

para el andlisis cuantitativo (a 8.1 ppm aproximadamente).
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Figura 3.7. Regién vinilica de algunos espectros de *H-RMN representativos de la reaccion de
copolimerizacion a diferentes tiempos del sistema VVP: AMPSNa (30: 70).

A las concentraciones de monomeros obtenidas ([M1] y [M3]) se les aplico un “ajuste no-lineal
de minimos cuadrados” usando la “Ecuacion del Modelo Terminal de Copolimerizacion” en

su forma integrada, la cual se muestra a continuacion:

b ab—-1
X )m [ 1-b+(a—1x ](1—a) (1-b)

13
1-b+(a—1)x (13)

y=YO(X—O

Siendo x = [M1])/[M2] = [VP]/[AMPSNa] 6 [AAM]/[AMPSNa]; y = [M,] = [AMPSNa]; a=r;

(rve O raam); b =12 (rames).

La aplicacion de la Ecuacion 13 tomando distintos valores de Xo-Yo, es decir, considerando

distintos puntos experimentales x:-y; como puntos iniciales de la reaccion del sistema objeto de
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estudio, condujo a la obtencion de distintos valores de r; y r, para cada uno de los ajustes. Los
valores de ry y r, obtenidos para las distintas composiciones de partida (dos por cada sistema
copolimérico), presentaron una tendencia lineal y cuando fueron graficados se obtuvo un
punto de corte (ver Figura 3.8) que corresponde al valor Optimo de las relaciones de
reactividad [77]. La interseccion de las dos rectas en la Figura 3.8 (a) generd valores de
rvp=0.15 y ramps=0.22 para el sistema poli[VP-co-AMPSNa]. La relaciones de reactividad de
este sistema fueron previamente estudiadas por Kurenkov y Zhelonkina [71] pero con un 10%
p/v de monomeros en la alimentacion, y los valores de ryp Y ramps (r1 Y r2) reportados fueron
de 0.15 y 0.35, respectivamente. En el caso del sistema poli[AAm-co-AMPSNa], la
interseccion de las dos rectas en la Figura 3.8 (b) gener6 valores de raam=1.1 Y ramps=0.16.
Travas-Sejdic y Easteal [73] encontraron para éste sistema valores de raam = 1.05 (r1) Y rawmps
= 0.42 (ry), pero en su experimento utilizaron una concentracion total de monémeros en la
alimentacion de 0.85 M, la cual es aproximadamente 5 veces mayor que la utilizada en nuestro
experimento (0.175 M = 2.5% p/v).
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Figura 3.8. Diagramas de relaciones de reactividad de los sistemas: (a) VP:AMPSNa y (b)
AAM:AMPSNa. Rombos vacios: reaccion con composicion inicial de mondémeros (30:70);
triangulos sdlidos: reaccién con composicion inicial de monémeros (50:50); y cuadrados

solidos: reaccion con composicion inicial de monémeros (70:30).

En ambos sistemas copoliméricos estudiados, se observa que sus valores de ramps (r2) son
menores gque los reportados a mayores concentraciones totales de mondémeros para los mismos

sistemas. Lo anterior puede explicarse por la disminucion de la fuerza ionica del medio al
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reducir la concentracion total de monomeros; a menor fuerza iénica, menor apantallamiento de
las cargas del mondmero anidnico (AMPSY) y del radical en crecimiento, el cual es
parcialmente aniénico, y por ende se incrementan las repulsiones electrostéticas, lo que
conduce a un aumento de la velocidad de heteropropagacion K,; respecto a la de

homopropagacion Ky, y por ende, el valor de ry= K2,/K; decrece [101].

El algoritmo “Conversion” desarrollado por Gallardo y colaboradores [102] (el cual esta
basado en el modelo terminal de copolimerizacidon), fue aplicado a los valores de relaciones de
reactividad obtenidos; como resultado se generaron graficos 3D que predicen la evolucion de
la fraccion molar instantanea de monomeros en el copolimero (Fui), en funcion de la

conversion y la fraccién molar en la alimentacion (f m1) (ver Figuras 3.9 y 3.10).
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Figura 3.9. Fraccibn molar instantanea de VP en el copolimero para el sistema
poli[VP-co-AMPSNa] en funcion de la conversion y la composicion de VP en la alimentacion.
Las lineas negras representan el curso que seguiria una reaccion de copolimerizacién para una
determinada concentracion de VP en el alimento (fyp = 0.3, 0.5, 0.7) y la linea gris representa

el curso de la reaccion para el punto azeotrépico (PAZ = fyp = 0.478).
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Xaam Inst. copolimero

Figura 3.10. Fraccion molar instantinea de AAm en el copolimero para el sistema
polifAAm-co-AMPSNa] en funcion de la conversién y la composicion de AAm en la
alimentacion. Las lineas negras representan el curso que seguiria la reaccion para

determinadas fracciones molares de AAm en la alimentacion (faam = 0.3, 0.5, 0.7).

Ambos mondémeros del sistema poli[\VVP-co-AMPSNa] presentan relaciones de reactividad
menores que la unidad (rvp = 0.15 y rawpes = 0.22), lo cual es caracteristico de una
copolimerizacion azeotropica. En este tipo de copolimerizacion existe una sola composicién
de mondmeros en la alimentacion que genera la misma composicién de monémeros en el
copolimero (fvp = Fyp = 0.478) y dicho comportamiento se observa para todos los porcentajes
de conversion (ver linea gris de la Figura 3.9). Esta composiciébn monomérica se denomina
“punto azeotropico” [103]. Para composiciones diferentes al punto azeotropico, los
copolimeros producidos tienen una composicién diferente a la de la alimentacién. Otra
importante caracteristica del sistema es la moderada tendencia a formar una estructura
alternante, ya que ambas especies en propagacion reaccionan preferiblemente con la especie

opuesta.

En la Figura 3.9 se observa el avance de la copolimerizacion respecto a la conversion para el
sistema poli[VP-co-AMPSNa]. Para composiciones en la alimentacion mayores y menores
que el punto azeotrépico (linea gris), la composicion instantanea de las cadenas poliméricas en
crecimiento son aproximadamente constantes pero solo hasta conversion intermedia; a altas

conversiones el comportamiento es completamente opuesto, ya que incrementan las
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composiciones de las cadenas poliméricas procedentes de composiciones iniciales mayores
que el azedtropo y disminuyen las que provienen de composiciones iniciales menores que el
azeotropo. Lo anterior implica secuencias finales ricas en VP para el primer caso, mientras que

para el segundo caso, las secuncias finales son ricas en AMPSNa.

El tipo de copolimerizacion que siguid el sistema polifAAm-co-AMPSNa] también puede
considerarse como “moderadamente alternante”, puesto que el producto de sus relaciones de
reactividad tiende a cero (raam X rames = 0.18); pero no existe un punto azeotropico, como en
el caso de poli[VP-co-AMPSNa] debido a que raam >1 (1.1) y ramps < 1 (0.16) [103]. El valor
de raam = 1.1, implica una leve tendencia a la homopropagacion de las cadenas radicalarias del
tipo AAm. Las composiciones instantaneas de AAm en el copolimero para las reacciones con
diferentes composiciones en la alimentacion, fueron aproximadamente constantes hasta 30%
de conversion, y luego disminuyeron progresivamente. Dicho comportamiento implica

secuencias finales ricas en el componente menos reactivo, AMPSNa (ver Figura 3.10).

3.3 Compositos hidrogel-nanoplata

Los hidrogeles sintetizados presentaron alta capacidad de hinchamiento al sumergirlos en los
coloides de plata, durante la preparacion de los respectivos compositos hidrogel-NPsAg. Los
mililitros de coloide absorbidos por gramo de hidrogel seco (xerogel), se registran en la Tabla
5. Los compositos secos presentaron un color méas oscuro que sus respectivos hidrogeles de

procedencia.

Tabla 5. Volumen de coloide absorbido por gramo de xerogel y numeracion asignada al

composito resultante.

Hidrogel Composicion en la alimentacion Sumergido | Coloide/Xerogel | Composito
N° en (mL/g) N°
7 VP:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA | coloide N°1 115 5
coloide N°2 115 6
11 VP:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA | coloide N°1 40 9
coloide N°2 40 10
15 AAM:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA | coloide N°1 40 13
coloide N°2 40 14
22 AAM:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA | coloide N°1 20 18
coloide N°2 20 19
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3.3.1  Analisis de los compositos por *H-RMN en estado sélido y ATR-FTIR

Los espectros de *H-RMN en estado sélido de los compositos 13 y 14 fueron muy similares al
obtenido del hidrogel 15, con la diferencia que los dos primeros presentaron una mayor
intensidad en la sefial de los protones amidicos (ver Figura 3.11(a), composito 13 versus
hidrogel 15; ademas, la sefial del 13 es mas intensa que la del 14). Se lleg6 al mismo resultado,
al comparar los espectros de los compositos 18 y 19 con el espectro del hidrogel 22. Notese
que la unica diferencia entre estos tres ultimos materiales y los tres primeros mencionados, €es

la cantidad de MBA usado durante la sintesis (6 mol% versus 3 mol%).
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Figura 3.11. Comparacién de los espectros de *H-RMN en estado sélido entre: (a) composito
13 e hidrogel 15, (b) composito 5 e hidrogel 7. La intensidad de la sefial de los protones

amidicos (mostrada en el circulo) es mayor en los compositos.

Al igual que en los casos anteriores, cuando se compararon los espectros de *H-RMN en
estado solido de los compositos 5 y 6 frente al proveniente del hidrogel 7, la Gnica diferencia
observada fue la mayor intensidad de la sefial del proton amidico en los compositos (ver
Figura 3.11(b), composito 5 versus hidrogel 7; ademas, la sefial del 5 es mé&s intensa que la del
6). La presencia de las NPsAg en los compositos seria la causante de la diferencia espectral
observada, ya que tanto éstos como el hidrogel fueron sintetizados a partir de idénticas
fracciones molares de VP, AMPSNa y MBA en la alimentacién (50, 50 y 3 mol%,
respectivamente). Se obtuvo un resultado muy similar al anterior, cuando se compararon los
espectros de los compositos 9 y 10 con el espectro del hidrogel 11, los cuales fueron
sintetizados a partir de 6 mol% MBA.
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Una posible explicacion del comportamiento observado entre los hidrogeles cargados con
nanoparticulas de plata y los no cargados, es la siguiente: las NPsAg se encuentran rodeadas
en su superficie con moléculas de citrato que pueden formar enlaces de hidrégeno con los
grupos aminos pendientes de la cadena principal del copolimero [76]. Al formarse dichos
enlaces de hidrogeno, se reduce sustancialmente el intercambio de protones de los grupos
amino con el agua deuterada y por lo tanto, mayor nimero de protones son detectados en el
experimento de resonancia magnética [100]. Ademéas de los grupos amino, los carbonilos
adyacentes también pueden participar en la formacion de dichos enlaces de hidrogeno (ver
Figura 3.12).
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Figura 3.12. Represenacién esquematica de un enlace de hidrégeno (sugerido [75]) entre el
grupo amidico lateral del copolimero polifAAm-co-AMPSNa] y NPsAg estabilizadas con

citrato.

En la Figura 3.13 se presenta a manera de ejemplo, un andlisis comparativo de los espectros
ATR-FTIR entre algunos compositos y los respectivos hidrogeles de procedencia; se
encontraron diferencias de intensidad en las sefales correspondientes a los estiramientos (v)
N-H de los grupos amino (entre 3439 y 3220 cm™); dichas sefiales fueron mas intensas para
los compositos [104], lo que sugiere junto con los previos analisis de *H-RMN en estado
solido, una posible interaccion entre las NPsAg y los grupos amino de la matriz polimérica.

Los espectros IR de todas las muestras indicaron la presencia de grupos funcionales
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caracteristicos del copolimero esperado (ver Tabla 6) y la ausencia de senales vinilicas (v C=C
a 1635-1620 cm-) [105]. Lo anterior es evidencia de la copolimerizacion de los monémeros y
de la pureza del producto obtenido. Resultados similares se obtuvieron para los demas

compositos e hidrogeles.

Tabla 6. Identificacion de los picos en los espectros ATR-FTIR de los hidrogeles poli[VP-co-
AMPSNa] y polil]AAm-co-AMPSNa].

Pico (cm™) Atribuido a

3439-3220 | Estiramientos (v) N-H de los grupos amino

2980-2936 | Estiramientos (v) CH, simétricos y asimétricos

1655-1650 | Estiramientos (v) C=0O de las amidas

1544-1543 | Flexiones (8) N-H de los grupos amino

1183-1182 | Estiramientos (v) O=S=0 asimétricos

1040 Estiramientos (v) O=S=0 simétricos

a
1-0-_(_ ) = . 1.0 {b)
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Figura 3.13. Comparacion de los espectros ATR-FTIR entre: (a) composito 13 e hidrogel 15,
(b) composito 5 e hidrogel 7. Los estiramientos vN-H de los compositos (mostrados en los

circulos) presentan bandas de mayor intensidad.

3.3.2  Microscopia electronica de barrido y espectroscopia de energia dispersiva

Las micrografias electronicas de barrido (imagenes SEM) permitieron observar nanoparticulas
(NPs) mayores de 6 nm de didmetro, distribuidas homogéneamente y muy cercanas unas de
otras, sobre la superficie externa de los compositos 5, 9, 13 (ver Figura 3.14), 6 y 10 (ver

Figura 3.15), sin embargo, en los compositos 14 y 18 se observaron mas disgregadas y en
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menor cantidad; mientras que en el composito 19 no se observaron NPsAg. Tampoco se
observaron NPs en los cortes de seccion de todos los compositos. En contraste, las
micrografias electronicas de transmision (TEM) tomadas a los coloides (utilizados en la
preparacion de los compositos) mostraron altos porcentajes de NPs menores de 6 nm, por lo
tanto es necesario explicar la ausencia de éstas NPs en los compositos a través de sus analisis
EDS.

11.9nm
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Figura 3.14. Micrografias electrénicas de barrido de la superficie externa de los compositos
hidrogel-NPsAg: (a) 5, (b) 9, (c) 13y (d) 18.
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Figura 3.15. Micrografias electronicas de barrido de la superficie externa de los compositos
hidrogel-NPsAg: (a) 6, (b) 10, (c) 14 y (d) 19.

Los espectros EDS de la superficie externa y de los cortes de seccion de cada composito,
fueron casi idénticos y mostraron una sefial a ~3 keV que corresponde a la plata incorporada
(ver Figura 3.16). En el caso de la superficie externa, es probable que esta sefial sea generada
simultaneamente por las NPsAg > 6 nm observadas con SEM y por los iones plata que no
reaccionaron durante la sintesis de los coloides. La ausencia de NPs con diametros menores de
6 nm en todos los compositos, sugiere una posible agregacién cuando entran en contacto con
la superficie del hidrogel, convirtiéndose en otras de mayor tamafio incapaces de difundirse en
el interior del mismo. En el caso de los cortes de seccidn, la sefial de plata detectada por EDS
puede atribuirse a la fraccion de iones plata que no reaccionaron y lograron difundirse al
interior del material. También es probable que las nanoparticulas menores de 6 nm se

encuentren tanto en el interior de los compositos como en su superficie, pero las condiciones
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de andlisis de la muestra y la capacidad de deteccion del equipo de SEM utilizado, no

permitan observarlas.

Es importante tener en cuenta que los microanalisis elementales cuantitativos de materiales
mediante la técnica EDS exigen la ausencia de irregularidades superficiales en la muestra, y en
caso que estas existan, solo se obtendran resultados cualitativos. Como los compositos
preparados en la presente investigacion tienen superficies irregulares, solo pudieron ser

analizados cualitativamente.
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Figura 3.16. Espectros EDS de una seccion de corte de los compositos hidrogel-NPsAg: (a) 5,
(b) 9, (c) 13y (d) 18.
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3.3.3  Anadlisis termogravimétrico

Los diagramas termogravimétricos de los compositos procedentes del coloide N°1 y del
coloide N°2 se muestran en las Figuras 3.17 y 3.18, respectivamente. En el rango de
temperatura entre 40-300°C todos los compositos son estables térmicamente, pero
experimentan una peérdida gradual de masa entre 40 y 150°C, como consecuencia de la
liberacion del agua absorbida del aire, debido a las caracteristicas higroscopicas de estos
materiales. El calentamiento continuado conduce a dos etapas de descomposicion, las cuales
corresponden probablemente a: i) la degradacion de cadenas ricas en secuencias alternadas
sintetizadas a baja y media conversion (ver Figuras 3.9 y 3.10), la cual comienza entre 310 y
330 °C; y ii) la degradacion de cadenas ricas en secuencias VP, para los compositos del tipo
poli[VP-co-AMPSNa] (5, 9, 6 y 10) y ricas en secuencias AMPSNa, para aquellos del tipo
polifAAm-co-AMPSNa] (13, 14, 18 y 19), la cual se identifica en ambos casos como un

hombro cercano a 373°C en las respectivas curvas [72].

Al comparar los diagramas de las Figuras 3.17 y 3.18, se evidencia en cada grupo de
compositos con iguales tipos de monoémeros (5, 9y 6, 10 versus 13, 18 y 14, 19), que a menor
porcentaje de entrecruzador (3 mol% versus 6 mol%) un mayor porcentaje de peso residual es
generado (se cumple para ambos coloides, N°1 y N°2). Esto se debe a que aumenta la
capacidad de hinchamiento con la disminucion del grado de entrecruzamiento, y por ende el
volumen de coloide retenido es mayor, lo que se traduce en una mayor cantidad de NPsAg
cargadas [104, 44]. La afirmacion anterior coincide con los datos mostrados en la Tabla 5.
Solo en el caso de los compositos 13 y 18 (ver Figura 3.17), donde el contenido de agente
entrecruzante es mayor en el Ultimo, no se encuentran diferencias apreciables en los
porcentajes de peso residual, lo que podria haber sido causado por inhomogeneidades en la

distribucion de plata en la muestra.
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Figura 3.17. Efecto del tipo de unidades monoméricas (VP:AMPSNa, AAm:AMPSNa) y
cantidad de entrecruzador (3 mol%, 6 mol%) en el comportamiento termogravimétrico de los

compositos preparados con el coloide N°1 (compositos: 5, 9, 13 y 18).
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Figura 3.18. Efecto del tipo de unidades monoméricas (VP:AMPSNa, AAm:AMPSNa) y
cantidad de entrecruzador (3 mol%, 6 mol%) en el comportamiento termogravimétrico de los

compositos preparados con el coloide N°2 (compositos 6, 10, 14 y 19).
3.3.4  Capacidad de absorcion de liquidos: agua y PBS

Con el fin de evaluar las caracteristicas del proceso de absorcion de liquidos de los hidrogeles

y compositos preparados, se realizaron experimentos de absorcion de agua UP y tampdn
fosfato salino (PBS) en funcion del tiempo.
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Como se mencion0 en la parte introductoria de la presente tesis, una de las potenciales
aplicaciones de los sistemas poliméricos estudiados, es la de coadyuvantes en el tratamiento de
heridas profundas y exudativas, lo que implicaria el contacto de estos materiales con fluidos
biologicos constituidos principalmente de plasma sanguineo, el cual tiene caracteristicas
similares a las del PBS usado en los experimentos de absorcion mencionados previamente.
Algunas de estas caracteristicas compartidas, son: conductividad eléctrica de 15700 pS cm™
[106], pH 7.4 y 37°C de temperatura, ademas de la presencia de iones Na*, K*, CI" y fosfato,
en una concentracion total 149 mM que mantienen el pH estable, pero a diferencia del PBS, el

plasma sanguineo contiene moléculas organicas adicionales.

Por lo tanto, la utilizacion del PBS en lugar de plasma sanguineo en nuestros experimentos,
seria un modelo experimental adecuado para predecir de manera aproximada la maxima
cantidad de exudado que cada composito absorberia y con base en este dato, se podria
seleccionar el composito méas apropiado de acuerdo al nivel de exudados que presente una
herida particular. Ademaés, el PBS es utilizado frecuentemente por investigadores como
modelo experimental para estudiar de manera preeliminar y bajo condiciones controladas de
laboratorio, la capacidad de absorcion de fluidos biologicos por parte de diversos tipos de

hidrogeles con potenciales aplicaciones biomédicas [107].

Antes de empezar a discutir los resultados de los experimentos de absorcion de PBS en
funcion del tiempo, es importante tener como pardmetro de comparacion los resultados
obtenidos en agua UP cuya conductividad eléctrica, pH y temperatura durante los ensayos,
fueron: 0.055 pS cm™, 6.3 y 20+2 °C. Cabe destacar el evidente aumento de volumen o
hinchamiento que experimentaron todos los compositos e hidrogeles estudiados cuando se
sumergieron en agua y en PBS.
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Figura 3.19. Absorcién de agua UP en funcion del tiempo para los compositos hidrogel-
nanoplata preparados con el coloide N°1 (a, b), coloide N°2 (c, d) y sus hidrogeles de
procedencia con diferentes unidades monoméricas (VP:AMPSNa, AAmM:AMPSNa) y
cantidades de entrecruzador MBA (3 mol%, 6 mol%). Hidrogel 7 y compositos 5, 6:
VP:AMPSNa-3 mol%; Hidrogel 11 y compositos 9, 10: VP:AMPSNa-6 mol%; Hidrogel 15y
compositos 13, 14: AAmM:AMPSNa-3 mol%; Hidrogel 22 y compositos 18, 19:
AAM:AMPSNa-6 mol%.

Al comparar los graficos (a) y (b) de la Figura 3.19 correspondientes a los compositos
preparados con el coloide N°1 que contienen N-vinilpirrolidona (5 y 9) y a los que contienen
acrilamida (13 y 18) respectivamente, se observa que la capacidad de absorcion de agua
(CAA) entre pares con igual porcentaje de entrecruzador (5 versus 13 y 9 versus 18) a 980
minutos de inmersidon es mayor para los primeros, destacandose la diferencia de CAA entre el
par de compositos con 3 mol% de entrecruzador (5 versus 13), la cual fue aproximadamente 3

veces mayor en favor del que contiene N-vinilpirrolidona y cerca de 2 veces mayor, en el caso
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del par de compositos con 6 mol% de entrecruzador (9 versus 18). También se evidencia en
cada grupo de compositos con iguales tipos de mondmeros, que a menor porcentaje de
entrecruzador (3 mol% versus 6 mol%) la absorcion de agua es mayor. Por otro lado, las
curvas de absorcion de agua en el tiempo de los compositos referenciados en la Figura 3.19 (a)
y (b), fueron casi idénticas a las obtenidas para los compositos mencionados en la Figura 3.19
(c) y (d) respectivamente, a pesar de que ambos grupos difieren en que los primeros fueron

preparados con el coloide N°1 y los segundos con el coloide N°2.

El mecanismo de absorcion de agua de los compositos e hidrogeles evaluados, se puede
interpretar de la siguiente forma: (i) los grupos sulfonato presentes en ambos sistemas
copoliméricos se ionizaron al sumergirlos en el agua UP, debido a que su pKa es mucho
menor que el pH del agua utilizada. (ii) La ionizacion de los grupos sulfonato gener6 cargas
fijadas a la red polimérica que provocaron un incremento de las repulsiones electrostaticas
entre las cadenas, asi como, una distribucion desigual de los iones méviles (Na* y/o Ag®) en la
red y la disolucion externa, causando una diferencia de presion osmética entre las dos fases
(potencial de Donnan) [108]. Todo esto ocasiond una progresiva expansion de la red y, por
tanto, su hinchamiento o aumento de la hidrofilia, hasta el punto en que fue interrumpida por
la fuerza retractil que ejercen los entrecruzamientos covalentes de las cadenas y por la caida de
la presion osmética causada por una nueva distribucion homogénea de los iones entre ambas
fases (gel y liquida). Esta ultima etapa del proceso es conocida como “equilibrio de
hinchamiento” y se caracteriza por un valor de CAA de la muestra (composito o hidrogel en
estudio) que se mantiene constante en el tiempo [45]. Este valor fue alcanzado
aproximadamente 75 minutos después de sumergir en agua UP cada una de las muestras
evaluadas (ver Figura 3.19). Siguiendo el mismo orden de ideas, mientras méas entrecruzada se
encuentre la matriz polimérica, las cadenas reduciran su capacidad de expansion e ingresara
menor cantidad de agua, lo cual explica las diferencias de absorcidn de agua encontrada entre

compositos con iguales tipos de mondmeros y distintos porcentajes de entrecruzador.

Otro aspecto que llama la atencion en la Figura 3.19, es el comportamiento anémalo que
muestran la mayoria de las curvas de hinchamiento durante los primeros 75 minutos. Dicho
comportamiento consiste, en un sobrehinchamiento inicial seguido de una disminucién del

mismo hasta alcanzar el hinchamiento de equilibrio del hidrogel o composito respectivo. Este
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fendmeno ha sido observado previamente por algunos investigadores, en los hidrogeles:
poli[HEMA] (poli[2-hidroxietil-metacrilato]), polilHEMA-co-N-vinilpirrolidona], poli[metil-
metacrilato], poli[cloruro de (2-[acriloiloxi]etil) trimetilamonio-co-acido  acrilico],
poli[isopropilacrilamida-co-a4cido metacrilico], poli[HEMA-co-estirensulfonato sédico] y
poli[N-vinilimidazol-co-estirensulfonato sodico]. Katime y colaboradores [45] revisaron las
interpretaciones de estos investigadores al respecto y se refirieron a ellas textualmente, con las
siguientes palabras: “Este comportamiento lo han intentado explicar Peppas, Valencia y
Pierola, Barrales-Rienda, y otros autores empleando diversos modelos. Estos modelos tienen
sus puntos fuertes y débiles, lo que significa que ninguno de ellos es totalmente satisfactorio y

capaz de explicar todos los resultados experimentales observados hasta el momento”.

Los mayores valores de CAA para los compositos del tipo poli[VP-co-AMPSNa] frente a los
del tipo polifAAm-co-AMPSNa] entre pares con igual porcentaje de entrecruzador (ver Figura
3.19), se debe a dos posibles causas: i) la mayor fracion molar de AMPSNa en el primer
sistema copolimérico, estimada en 0.58 frente al valor de 0.45 obtenido para el segundo
sistema y ii) el menor nimero de enlaces de hidrégeno intra- e inter-catenarios entre grupos
amidicos laterales de la matriz polimérica del sistema poli[VP-co-AMPSNa], como
consecuencia de la ausencia de hidrégeno en el grupo amidico de la unidad monomérica VP;
esto condujo a una mayor relajacion de las cadenas poliméricas y por ende, una mayor

cantidad de agua pudo ingresar a este sistema [100].

Por otro lado, las comparaciones entre compositos realizadas a partir de la Figura 3.19 también
son validas para la Figura 3.20, aunque en este caso, en donde el medio liquido de inmersién
es PBS, los valores de méaxima capacidad de hinchamiento fueron significativamente menores;
ademas, la diferencia de CAPBS a 980 min entre pares con 3 mol% de entrecruzador (5 versus
13), fue aproximadamente 1.2 veces mayor en favor del composito que contiene N-
vinilpirrolidona y cerca de 1.4 veces mayor, en el caso del par de compositos con 6 mol% de
entrecruzador (9 versus 18). Estos mismos valores y diferencias se mantuvieron para los
correspondientes compositos procedentes del coloide N°2 (6 versus 14; 10 versus 19). El
equilibrio de hinchamiento se alcanz6 aproximadamente 50 minutos después de sumergir en

PBS cada una de las muestras evaluadas y el “efecto de sobrehinchamiento” estuvo ausente en
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la mayoria de las muestras, presentandose solamente de manera muy leve en los compositos 5

y 6.
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Figura 3.20. Absorcion de tampon fosfato salino (PBS) en funcidon del tiempo para los
compositos hidrogel-nanoplata preparados con el coloide N°1 (a, b), coloide N°2 (c, d) y sus
hidrogeles de procedencia con diferentes wunidades monoméricas (VP:AMPSNa,
AAM:AMPSNa) y cantidades de entrecruzador MBA (3 mol%, 6 mol%). Hidrogel 7 y
compositos 5, 6: VP:AMPSNa-3 mol%; Hidrogel 11 y compositos 9, 10: VP:AMPSNa-6
mol%; Hidrogel 15 y compositos 13, 14: AAm:AMPSNa-3 mol%; Hidrogel 22 y compositos
18, 19: AAm:AMPSNa-6 mol%.

La gran diferencia en el hinchamiento de los materiales, que surge al comparar los resultados
de su inmersion en agua y en PBS (a 980 min), se atribuye a la fuerza ionica del medio de
inmersion [109]. Debido a que la fuerza ionica del agua UP es practicamente nula, las cargas

negativas fijadas a la red polimérica presentan un apantallamiento minimo, lo que permite una
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repulsion de maxima intensidad entre ellas y por ende, el hinchamiento aumenta. Mientras que
la alta concentracion de iones del PBS le otorga a este medio una fuerza idénica mayor que la
del agua UP, y genera un gradiente de difusion de iones hacia el interior de la red polimérica
que incrementa drésticamente el nimero de interacciones entre los contraiones y las cargas
fijadas a la red (en comparacion con el caso del agua UP); de manera que estas Ultimas
experimentan un fuerte efecto de apantallamiento por los contraiones, lo que conduce a la
disminucion de la repulsion electrostatica y finalmente, a la reduccion de la capacidad de
hinchamiento en el equilibrio del polimero en cuestion [110]. Los valores més altos de
CAPBS (a 980 minutos) obtenidos entre los ocho compositos evaluados, fueron: 20.3+1.9,
21.2+4.9, 16.6+£0.2 y 16.5+0.5 gramos de PBS por gramo de muestra, correspondientes a los
compositos 5, 6, 13 y 14, respectivamente; dichos compositos contienen el menor porcentaje
de entrecruzador (3 mol% de MBA), como era de esperarse.

Cabe sefialar que las mediciones de capacidad de hinchamiento, frecuentemente se realizan en
materiales poliméricos con una forma geométrica definida. Sin embargo, en el presente trabajo
se utilizaron compositos hidrogel-nanoplata en polvo sin forma geométrica definida (particulas
irregulares con tamanos entre 100 y 250 um), debido principalmente a que fueron concebidos
como potencial material de relleno de heridas cavitativas y exudativas, y por lo tanto desde el
punto de vista practico, es mas importante intentar obtener una distribucion de tamafios de
particula homogénea en el rango de unos pocos cientos de micrémetros, que alguna forma
geométrica en especial para dichas particulas. Una de las razones por la que muchos
investigadores prefieren medir el hinchamiento de polimeros con forma geométrica definida,
es la posibilidad de describir el proceso de penetracién del liquido en el material polimérico
mediante modelos matematicos que a su vez, permitan clasificarlo y compararlo con los de
otros materiales. En la literatura existen varios intentos para modelar el proceso de penetracion

de un liquido en materiales poliméricos, siendo el mas sencillo, el descrito por la ecuacion:

= kt" (14)

Donde M; y M,, son las cantidades de agua absorbida en un tiempo =t y en el equilibrio,
respectivamente. K y n son constantes dependientes de la forma geometrica definida (cilindro,
esfera, lamina, etc) que debe tener el material polimérico evaluado y de otras caracteristicas
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del sistema, pero solamente la constante n o “exponente difusional” permite determinar el tipo
de mecanismo de transporte del liquido hacia el interior del polimero. Cuando esta ecuacion se
aplica a velocidades de hinchamiento bajas, la representacion gréafica de log(M/M.,) versus
log(t) genera una linea recta cuya pendiente es = n. Con base en el valor del exponente
difusional, se puede clasificar el mecanismo de transporte de un liquido en un material
polimérico con geometria laminar, como: Fickiano (n = 0.5), transporte Caso Il (n = 1), no-

Fickiano o transporte anomalo (0.5< n < 1) y transporte Super Caso Il (n > 1) [111].

3.4 Actividad antibacteriana y capacidad de liberacion de plata de los compositos
Pozos en agar y halos de inhibicion

Los resultados registrados en la Tabla 7 y en las Figuras 3.21 a 3.24, indican claramente la
presencia de actividad antibacteriana en los compositos, ya que generaron zonas de inhibicion
(Z1) del crecimiento bacteriano en los respectivos cultivos sobre placas de agar.

Tabla 7. Zonas de inhibicién producidas por los compositos e hidrogeles sobre la superficie

de placas de agar TSA sembradas con E. coli y S. aureus y porcentajes de plata liberada por

los compositos después de sumergirlos en agua UP durante 4 dias.

Zona de inhibicién £ D. E
(mm)
Com,\?f)s'to Composicion en la alimentacion Ag (%) liberada E.coli S. aureus
en agua
5 VP:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA 2.47+0.17 2.2+0.1 2.8+0.2
6 VP:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA 1.28+0.18 1.6+0.1 1.4+0.3
9 VP:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA 0.8940.17 1.2+0.2 1.4+0.2
10 VP:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA 0.6940.03 1.0+£0.3 1.2+0.5
13 AAmM:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA 1.29+0.01 1.3+0.2 1.6+0.1
14 AAM:AMPSNa[1:1] - 3 mol%MBA 0.7040.05 1.0+0.2 0.9+0.2
18 AAmM:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA 1.05+0.02 1.6+0.2 1.610.2
19 AAM:AMPSNa[1:1] - 6 mol%MBA 0.56+0.16 1.0+0.1 0.9+0.2
108 ppm (Ag") No aplica No aplica 3.3+0.5 2.8+0.3
5720 ppm (Ag") No aplica No aplica 3.5+0.2 4.1+0.2

Por otro lado, los hidrogeles no inhibieron el crecimiento bacteriano (hidrogeles: 7, 11, 15y
22), lo que permite sefalar a la plata (NPsAg e iones Ag") como la posible responsable del

efecto antibacteriano encontrado en los compositos.
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Figura 3.21. Zonas de inhibicién (mm) producidas por los compositos hidrogel-NPsAg
procedentes del coloide N°1 y los controles positivos (Ag*) en las placas de agar sembradas
con: E. coli (barras grises) y S. aureus (barras blancas). Se representa la media + desviacion
estandar de la media (n=3) y las diferencias significativas obtenidas con ANOVA (p<0.05)

frente a: 108 ppm de Ag* (*) y el composito 5 (+).

Cabe recordar que el comportamiento termogravimétrico de los compositos descrito
previamente, sugiere una mayor cantidad de plata incorporada en aquellos con menor cantidad
de entrecruzador, dentro de cada grupo de compositos con iguales tipos de monomeros y
coloide de origen. Esta afirmacién toma fuerza al comprobarse que dichos compositos fueron
capaces de liberar mayores porcentajes de plata cuando se sumergieron en agua, en
comparacion con sus contrapartes mas entrecruzados (mayor cantidad de entrecruzador), tal y
como lo demuestran los resultados registrados en la Tabla 7. Esto fue mucho més evidente
para los compositos que contienen VP (5, 9 [coloide N°1] y 6, 10 [coloide N°2]) que para los
compositos que contienen AAm (13, 18 [coloide N°1] y 14, 19 [coloide N°2]); ya que en el
primer grupo de compositos (los que contienen VP), los de menor contenido de entrecruzador
presentaron un porcentaje de liberacion de plata entre 2 y 3 veces mayor (aproximadamente)
que aquellos con mayor contenido de entrecruzador, lo que explica la gran diferencia entre los
diametros medios de sus zonas de inhibicion (en particular cuando se comparan el 5 con el 9,
procedentes del coloide N°1). Mientras que en el grupo de compositos que contienen AAm, el
porcentaje de liberacion de plata fue solo 1.2 veces mayor en favor de los menos

entrecruzados, lo que explica los similares didmetros medios de sus zonas de inhibicion.
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g 1) il
Figura 3.22. Iméagenes de las zonas de inhibicion del crecimiento de E. coli (ATCC 25922)
generadas por los compositos: (a) 5, (b) 9, (c) 13 y (d) 18, después de 18 h de incubacién a 37
°C.

Los valores de ZI obtenidos en el ensayo con E. coli para los compositos procedentes del
coloide N°1 (ver Figura 3.21 y 3.22), fueron transformados mediante la expresion “logio(X-
0.5)” para ajustar los residuales a una distribucion normal (Pruebas de bondad de ajuste Chi-
cuadrado p=0.253551 y Shapiro-Wilks p=0.258984, con un nivel de confianza del 90%) y
ademas, se confirm6 el cumplimiento del supuesto de homogeneidad de varianza (Pruebas de
Cochran p=0.6659 y Bartlett p=0.302855, con un nivel de confianza del 95%) para estos
datos. Los resultados del ANOVA permiten concluir que hay al menos dos tratamientos
(compositos y soluciones control de Ag®) con diferencias significativas respecto a la zona de
inhibicion promedio (p=0.000), para un nivel de confianza del 95%. Para encontrar esas
diferencias se aplico el método de comparaciones de medias por parejas (de Fischer). Las
diferencias mas importantes se encontraron entre la zona de inhibicion del composito 5 y las
generadas por los otros tres compositos (9, 13 y 18), que lo posicionan como el de mayor
capacidad antibacteriana, debido a que el tamafio de su zona de inhibicion es entre 37% y 83%
mayor que la de los otros y 33% menor que la generada por la disolucién de plata i6nica con
108 ppm Ag (control positivo, ver Figura 3.21). No se encontraron diferencias significativas
entre los valores de ZI promedio de los compositos 9, 13 y 18.
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En el caso del ensayo realizado con S. aureus para los compositos procedentes del coloide N°1
(ver Figura 3.21 y 3.23), los valores de ZI promedio obtenidos fueron transformados con la
expresion “(0,33-x)0g10(X)” para ajustar los residuales a una distribuciéon normal (Pruebas de
bondad de ajuste Chi-cuadrado p=0.253551 y Shapiro-Wilks p=0.147103, con un nivel de
confianza del 90%); dichos datos también cumplieron el supuesto de homogeneidad de
varianza (Pruebas de Cochran p=0.429817 y Bartlett p=0.162817, con un nivel de confianza
del 95%), lo que permitio realizar el ANOVA respectivo que reveld al menos dos tratamientos
con diferencias significativas en sus valores promedio de ZI (p=0.000), para un nivel de
confianza del 95%. Estas diferencias fueron determinadas por medio del método de Fischer,
destacandose nuevamente el mayor valor de ZI para el composito 5 respecto a los producidos
por los compositos 9, 13 y 18, el cual es entre 75% y 100% mas alto que en los ultimos pero
ademas, es igual al valor generado por la solucion 108 ppm de Ag* (control positivo, ver
Figura 3.21). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los valores de ZI

promedio de los compositos 9, 13y 18.

Figura 3.23. Imagenes de las zonas de inhibicién del crecimiento de S. aureus (ATCC 6538P)
generadas por los compositos: (a) 5, (b) 9, (c) 13 y (d) 18, después de 18 h de incubacién a 37
°C.
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Figura 3.24. Zonas de inhibiciéon (mm) producidas por los compositos hidrogel-NPsAg
procedentes del coloide N°2 y los controles positivos (Ag®) en las placas de agar sembradas
con: E. coli (barras grises) y S. aureus (barras blancas). Se representa la media + desviacion
estandar de la media (n=3) y las diferencias significativas obtenidas con ANOVA (p<0.05)

frente a: 108 ppm de Ag* (*) y el composito 6 (+).

La actividad antibacteriana de los compositos procedentes del coloide N°2 también fue
evaluada mediante el método de pozos en agar sobre las bacterias E. coli y S. aureus y los
resultados se muestran en la Figura 3.24. Los valores de ZI (en mm) obtenidos en el ensayo
con E. coli para los compositos procedentes del coloide N°2, fueron transformados mediante
la expresion “logig(x)” para dar cumplimiento a los supuestos de normalidad de errores
(Pruebas de bondad de ajuste Chi-cuadrado p=0.862344 y Shapiro-Wilks p=0.558323, con un
nivel de confianza del 90%) y homocedasticidad (Pruebas de Cochran p=0.0764079 y Bartlett
p=0.231803, con un nivel de confianza del 95%). Se determind mediante ANOVA la
existencia de diferencias significativas (p=0.0000) entre las zonas de inhibicién promedio de
al menos dos tratamientos con un nivel de confianza del 95%. Entre las diferencias halladas
con el método de Fischer, las mas importantes corresponden a las existentes entre la ZI
(promedio) del composito 6 y las generadas por los otros tres compositos (10, 14 y 19). El
diametro de la zona de inhibicién de E. coli generada por el composito 6, es un 60% mayor
que la del resto de compositos y 52% menor que la generada por la disolucion de plata idnica
con 108 ppm Ag (control positivo, ver Figura 3.24). No se encontraron diferencias entre los

valores de ZI promedio de los compositos 10, 14 y 19.
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Por altimo, en el caso del ensayo realizado con S. aureus para los compositos procedentes del
coloide N°2 (ver Figura 3.24), los residuales de los valores ZI obtenidos se ajustaron a una
distribucion normal sin necesidad de transformar dichos valores con alguna expresion
matematica (Pruebas de bondad de ajuste Chi-cuadrado p=0.468595 y Shapiro-Wilks
p=0.730286, con un nivel de confianza del 90%); ademas, se confirmo el cumplimiento de la
hipdtesis de homocedasticidad (Pruebas de Cochran p=0.443468 y Bartlett p=0.770288, con
un nivel de confianza del 95%), lo que permitié realizar el ANOVA respectivo que revel6 al
menos dos tratamientos con diferencias significativas en sus valores promedio de ZI
(p=0.000), para un nivel de confianza del 95%. Después de aplicar el método de
comparaciones de medias de Fischer, no se encontraron diferencias entre las zonas de
inhibicion (promedio) de S. aureus generadas por los cuatro compositos procedentes del
coloide N°2 (6, 10, 14 y 19), pero si se encontraron diferencias entre éstas ultimas y las
correspondientes a los dos controles positivos; como ejemplo, notar que los valores de ZI de
los cuatro compositos fueron entre un 50 y 68% menor que el generado por la disolucién de

plata i6nica con 108 ppm Ag.

Al comparar los didmetros de las zonas de inhibicion de ambas bacterias generadas por los
compositos procedentes del coloide N°2 (ver Figura 3.24), frente a sus pares procedentes del
mismo hidrogel pero cargados con el coloide N°1 (ver Figura 3.21 y Tabla 5), se aprecian
valores menores para los primeros, lo cual era de esperarse, ya que la concentracion de plata
total del coloide N°2 es la mitad que la del coloide N°1 (53.7 ppm versus 105.8 ppm) y
volumenes iguales de ambos coloides fueron absorbidos por cada uno de los 4 tipos de
hidrogeles usados en la preparacion de los respectivos compositos (ver Tabla 5). Otro
resultado esperado de los compositos procedentes el coloide N°2, es la reduccion cercana al
50% en los “porcentajes de liberacion de plata total” con relacion a sus correspondientes pares
procedentes del coloide N°1, lo cual si se cumplié para los compositos 6, 14 y 19 con
reducciones del 48, 46 y 47%, respectivamente, pero el composito 10 solo presentd una
reduccion del 22%. Note que dichos porcentajes de reduccion fueron similares a los obtenidos
para los valores de ZI (en mm), en los casos que involucraron a los compositos 6, 14 y 19
contra S. aureus, los cuales fueron: 50, 44 y 44%, respectivamente; mientras que el porcentaje

de reduccién del valor ZI para el composito 10 (respecto al composito 9) fue de 14%, el cual

76



Capitulo 3: Resultados y Discusion

es mucho menor que la reduccion del 22% experimentada en el “porcentaje de liberacion de

plata total”.

A diferencia del caso de S. aureus, en los ensayos con E. coli, los porcentajes de reduccion de
los valores ZI fueron menores (27, 23 y 37% para compositos 6, 14 y 19, respectivamente) que
los obtenidos para los “porcentajes de liberacion de plata total”. Con base en el resultado
anterior y asumiendo que las concentraciones finales de plata total (Ag® + Ag* = Ag) liberada
por los compositos en los pozos de las placas de agar son proporcionales a las concentraciones
que éstos generarian en agua UP (las cuales pueden ser estimadas de sus porcentajes de plata
liberada en agua UP, registrados en la Tabla 7), se puede inferir que E. coli es mas propenso
que S. aureus a sufrir los efectos antibacterianos de la plata total (Ag® + Ag®) liberada por los
compositos, ya que reducciones cercanas al 50% en las concentraciones de plata total, aunque
disminuyen el diametro de los halos de inhibicion para ambas bacterias, los reducen de forma
mas pronunciada para S. aureus. El analisis previo coincide con los resultados obtenidos por
Feng y colaboradores [112], quienes evidenciaron cambios morfologicos mas leves en S.
aureus, en comparacion con E. coli, cuando fueron tratados con 10 ppm de AgNO; (6.4 ppm
Ag"), lo que fue atribuido a un probable sistema de defensa de S. aureus contra los efectos
inhibitorios de los iones de plata. Dicho sistema de defensa se fundamenta en el hecho de que
las bacterias Gram-positivas, tales como S. aureus, tienen una pared celular compuesta por una
capa de peptidoglicanos mucho mas gruesa que la presente en la pared celular de una bacteria
Gram-negativa como E. coli [112]. La pared celular méas gruesa de S. aureus respecto a E.
coli, tiene una inmensa importancia practica en la proteccion celular frente a la penetracion de

iones plata y nanoparticulas de plata en el citoplasma bacteriano.

Recuento de bacterias viables

Con el objetivo de cuantificar la proporcion de células que permanecieron vivas después de
tratar cultivos de E. coli y S. aureus (durante 24 y 48 horas) con los compositos hidrogel-
nanoplata, se evalud la actividad antibacteriana de estos ultimos mediante el método de

recuento estandar en placa y los resultados se registraron en la Tabla 8.
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Tabla 8. Recuento estandar en placa de bacterias E. coli y S. aureus cultivadas previamente en
caldo TS y expuestas durante 24 y 48 horas a 10 mg de muestra por mililitro de cultivo. El
namero de bacterias viables de E. coli en el tiempo cero de contacto para todas las muestras
evaluadas fue igual a 5x10” UFC mL™. En el caso de las bacterias S. aureus fue de 2x10° UFC

mL™.

E. coli S. aureus

(UFC mL™ (UFC mL™

Ag (%) liberada 24 48 24 48

Muestra

en agua horas | horas horas horas
Composito 5 2.47+0.17 0 0 1.6x10" | 8.5x10"
Composito 6 1.28+0.18 0 0 5.8x10" | 7.5x10°
Hidrogel 7 0 >5x10" | 6x10° | 2.3x10° | 3.8x10™
Composito 9 0.89+0.17 0 0 3.9x10" | 4.2x10°
Composito 10 0.69+0.03 0 0 5.9x10" | 1.9x10°
Hidrogel 11 0 >5x10" | 4x10° | 1.3x10° | 2.4x10™
Composito 13 1.29+0.01 0 0 7.3x10" | 2.3x10°
Composito 14 0.70+0.05 0 0 7.3x107 | 1.9x10"7
Hidrogel 15 0 >5x10" | 8.7x10° | 2.8x10° | 3.1x10™
Composito 18 1.0520.02 0 0 6.8x10" | 3.5x10°
Composito 19 0.56+0.16 0 1.9x10% | 6.0x10" | 2.3x10"°
Hidrogel 22 0 >5x10" | 1.2x10" | 4.3x10° | 2.2x10™
108 ppm (Ag") No aplica 0 0 8.3x10° | 3.1x10M
5720 ppm (Ag") No aplica 0 0 6.7x10" | 1.5x10°

De acuerdo a los resultados obtenidos para E. coli, los 10 mg de todos los compositos, con
excepcion del 19, y los 100 pL de ambas soluciones de plata idnica, eliminaron
completamente las 5x10’ bacterias viables suspendidas en 1 mL de TSB, después de
permanecer en contacto con las bacterias durante 24 y 48 horas. Esto Gltimo se dedujo de la
ausencia de colonias bacterianas en las 8 zonas de las placas de agar correspondientes a las
diluciones de los respectivos cultivos tratados con las muestras en cuestion. Entre todos los
compositos hidrogel-nanoplata evaluados, el composito 19 fue el Gnico que NO eliminé la
totalidad de las bacterias, ya que a pesar de no encontrarse colonias en la placa de agar
procedente del experimento realizado con 24 horas de tiempo de contacto, si hubo crecimiento
bacteriano en la placa de agar del experimento de las 48 horas de contacto, donde se estimaron
1.9x10* bacterias viables por mililitro. Esto indica una posible generacién de resistencia a la
plata por parte de estas bacterias, debido a la baja cantidad de plata liberada por el composito
19 al medio de cultivo. El grupo de Atiyeh y colaboradores afirma que niveles bactericidas de

plata no producen resistencia, pero concentraciones de plata (Ag") menores que la
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concentracion minima inhibitoria (2-4 ppm Ag") pueden inducir el desarrollo de la resistencia.
Las células resistentes parecen generar permeabilidad parcial a la plata en combinacion con un

mecanismo mejorado de bombeo que expulsa la plata fuera de la célula [113].

Los resultados del recuento estandar en placa para el cultivo de S. aureus sefialan al composito
5 como el Unico tratamiento con propiedades antibacterianas, ya que la poblacion de células
viables después de 24 y 48 horas de tratamiento fue 125 y 24 veces menor que la poblacion de
partida, respectivamente. Este hecho sugiere que la parte de la poblacion que resistid los
efectos nocivos de la plata durante las primeras 24 horas, es capaz de multiplicarse
posteriormente debido al desarrollo de algin mecanismo de resistencia bacteriana a la plata.
Los deméas compositos evaluados permitieron el crecimiento de la poblacién bacteriana entre
20 y 37 veces su tamafio original, cuando estuvieron 24 horas en contacto con los cultivos de
S. aureus, y entre 950 y 11000 veces su tamafio original cuando estuvieron en contacto por 48

horas.

Al comparar los resultados del recuento estandar en placa entre cultivos de S. aureus y E. coli
tratados con un mismo tipo de composito, se puede inferir que E. coli es mas propenso que S.
aureus a sufrir los efectos antibacterianos de la plata total (Ag® + Ag®) liberada por los
compositos, y ésta es la misma conclusion a la que se lleg6 previamente con los resultados del
método de pozos en agar (halos de difusion); por lo tanto, toma fuerza la hipétesis que
atribuye a la gruesa capa de peptidoglicanos en la pared celular de S. aureus, la capacidad de
desarrollar resistencia a la plata, en contraste con la delgada capa de E. coli que no la protege
suficientemente de la plata [112]. EIl hecho de que todos los compositos hayan generado halos
de inhibicion del crecimiento para S. aureus en los ensayos de pozos en agar y que por el
contrario, en los ensayos de recuento estandar en placa todos los compositos permitieran el
crecimiento de esta bacteria (con excepcion del composito 5), puede ser explicado por una
combinacion de tres posibles causas: i) la mayor relacion “masa de composito a volumen de
medio liquido” en el ensayo de pozos en agar (2.5 mg en 0.15 mL de H,O, frente a 10 mg en
1 mL de MEM) la cual permitié alcanzar, por lo menos, la concentracion minima de plata total
capaz de generar un efecto bactericida en S. aureus, ii) por la insuficiente concentracion de
plata total alcanzada en el ensayo de recuento estandar en placa, lo cual se infiere de su

relacion “masa de composito a volumen de medio liquido” que es un 40% menor respecto a la
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del ensayo de pozos en agar Y iii) el mecanismo de proteccion celular de S. aureus contra la
plata mencionado previamente, funciona mejor en los niveles de concentracion de plata
alcanzados en el ensayo de recuento estdndar en placa. Ademas, se puede deducir que E. coli
tiene una concentracion minima inhibitoria mucho menor que la de S. aureus para la plata total
(Ag° + Ag") liberada por los compositos preparados, y por ello esta bacteria Gram-negativa no

crecio en ninguno de los dos bioensayos antibacterianos.

Por Gltimo, las 4 muestras solidas sin plata (hidrogeles 7, 11, 15y 22) NO eliminaron bacterias
ni en el cultivo de E. coli ni en el de S. aureus y por el contrario, permitieron el aumento de su
poblacién despues de 24 y 48 horas de tratamiento, respecto a las poblaciones de partida.
Ademas, en el caso de los cultivos de S. aureus tratados durante 24 horas con los 4 hidrogeles,
el nimero de células viables fue entre 22 y 72 veces mayor que en los cultivos de S. aureus
tratados con los compositos derivados de estos hidrogeles, lo que indica cierto grado de
reduccion en la velocidad de crecimiento bacteriano ejercido por los compositos sobre S.
aureus. Cabe destacar que en el caso de los cultivos de E. coli tratados durante 24 horas con
los hidrogeles, solo se evaluaron las primeras 5 diluciones seriadas en lugar de 8, y aunque
estas diluciones generaron una alta densidad de colonias imposibles de contar, si fue posible
visualizar comparativamente el gran aumento de la poblacion de bacterias respecto al valor
inicial de 5x10” UFC mL™. Esto indica claramente que los 4 hidrogeles sin plata, no presentan
actividad antibacteriana. Lo anterior fue confirmado con los resultados del experimento de las
48 horas de contacto, donde los hidrogeles generaron poblaciones mucho mayores que las

correspondientes a 24 horas de tratamiento.

Relacion entre el porcentaje de plata liberada y la naturaleza quimica de las unidades

monomeéricas en los compositos

La tendencia en el comportamiento de absorcion observada entre hidrogeles (o compositos)
poli[VP-co-AMPSNa] y poli[AAm-co-AMPSNa] con igual porcentaje de entrecruzador
cuando se sumergieron en agua UP (ver Figura 3.19), también fue observada cuando se
sumergieron en los coloides de plata durante la preparacion de los compositos (ver Tabla 5).
Aungue las cantidades de agua y de coloide absorbidas por estos hidrogeles entre un

experimento y otro, no fueron exactamente iguales (debido a que se utilizaron procedimientos
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de medicion distintos), se evidencio que los hidrogeles polifAAm-co-AMPSNa] absorben
menor cantidad del “medio de inmersion” que los poli[VP-co-AMPSNa]. La causa de esta
diferencia se explicé previamente en la seccidn 3.3.4 para el caso del agua y es igual de vélida
para el caso del coloide, ya que ambos medios de inmersion tienen pH casi iguales y la
concentracion total de sales es muy baja (< 2 mM) en este ultimo. La diferencia se atribuye a
la presencia de los grupos amidicos laterales de la acrilamida que aumentan el nimero de
enlaces de hidrégeno intra- e inter-catenarios en su matriz polimérica entrecruzada (las
interacciones entre grupos amidicos laterales pueden ser de los siguientes tipos: acrilamida-
acrilamida, acrilamida-AMPSNa y AMPSNa-AMPSNa), confiriendole mayor resistencia a la
relajacion de la cadenas poliméricas en presencia de medios acuosos y por lo tanto se
disminuye la absorcion de componentes del medio [100]. Esta clase de enlaces de hidrégeno
también esta presente en los hidrogeles del tipo poli[VP-co-AMPSNa] pero en menor nimero,
debido a la ausencia de hidrégeno y un mayor impedimento estérico en el grupo amidico de la
unidad monomérica VP. Adicionalmente, la menor fraccion molar de AMPSNa en los
hidrogeles del tipo polifAAm-co-AMPSNa] frente a los del tipo poli[VP-co-AMPSNa] (0.45
versus 0.58), implica una disminucion de las repulsiones electrostaticas entre los grupos
sulfonato ionizables de los primeros, lo que dificulta ain més la expansion de dicha red
polimérica cuando esta en contacto con el coloide. En consecuencia, una menor cantidad de
NPsAg e iones Ag® se difunden hacia el interior de los hidrogeles del tipo poli[AAm-co-
AMPSNa] en comparacién con los del tipo poli[\VVP-co-AMPSNa], para un mismo porcentaje
de entrecruzador y coloide de procedencia. Los porcentajes de plata total liberada en medio
acuoso por dichos compositos, mostraron las mismas diferencias sugeridas anteriormente con
relacion a las cantidades de NPsAg e iones Ag® incorporadas por sus hidrogeles de
procedencia. Los resultados registrados en la Tabla 7 confirmaron esto ultimo, para el caso de
los pares de compositos: 5, 13; 6, 14 y 10, 19. El par de compositos 9 y 18, mostraron
porcentajes de liberacion de plata similares, aunque ligeramente superior para el 18 (0.89%

versus 1.05%).

En la seccion 3.3.1 se demostro que las NPsAg estabilizadas con citrato forman enlaces de
hidrogeno con los grupos amidicos de todos los compositos preparados, pero segun las
explicaciones previas, en el interior de los sistemas poliméricos que contienen acrilamida es

mayor el porcentaje de grupos amidicos que forman enlaces de hidrogeno intra- e inter-
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catenarios. Por lo tanto, existe un menor nimero de grupos amidicos disponibles para
interactuar con las NPsAg. Debido a la misma razon anterior, y considerando que los iones
plata pueden formar complejos de coordinacion polimero-metal con grupos funcionales como
—CONH; 0 —C=0 [104], el nimero de interacciones de este tipo también seria menor que en
los compositos que contienen VP. Otro tipo de interaccion que existiria en menor cantidad, es
la atraccion electrostatica entre los iones plata y los grupos sulfonato de la red polimérica, lo
cual estd asociado con la menor fraccion molar de AMPSNa en los hidrogeles del tipo
polifAAm-co-AMPSNa] frente a los del tipo poli[VP-co-AMPSNa].

Por otro lado, en la seccién 3.4 se comentd que los compositos 13 y 14, a pesar de exhibir
menor grado de entrecruzamiento y de haber absorbido el doble de volumen de coloide
durante su preparacion, que los compositos 18 y 19 respectivamente (ver Tabla 5), produjeron
valores de porcentaje de liberacion de plata total (NPsAg + Ag*) cercanos a estos ultimos
(1.29% y 1.05%, para 13 y 18; 0.70 y 0.56, para 14 y 19) (ver Tabla 7), teniendo en cuenta
que todas las muestras presentaron tamafios de particula homogeneos, ya que fueron
previamente molidas y fraccionadas entre 100 y 250 pum mediante tamizado. Una posible
interpretacion del anterior resultado se basa en que los grupos funcionales de los hidrogeles
del tipo poli[AAm-co-AMPSNa] ubicados en zonas profundas del material, tienen mas
impedimentos para interactuar con las NPsAg e iones plata (por las fuertes interacciones intra-
e inter catenarias entre sus grupos funcionales, segun lo expuesto en parrafos anteriores) que
aquellos ubicados en la superficie y subcapas méas externas; y por lo tanto, es mas probable
gue estas zonas externas alojen a una mayor fraccion de ambas especies quimicas de plata,
durante la preparacion de los respectivos compositos; aunque los iones plata son mucho mas
pequefios que las NPsAg y pueden difundirse mas facilmente hasta zonas mas internas del
composito. Segun el andlisis anterior, la cantidad de NPsAg y plata i6nica que puede
incorporarse en los hidrogeles que contienen acrilamida depende en gran medida de su area
superficial, y aungue también depende de su densidad de entrecruzamiento, este factor no seria

determinante en el proceso.

A diferencia del caso anterior, los hidrogeles que contienen VP presentan una considerable
reduccion de enlaces de hidrdgeno inter e intracatenarios, por lo que experimentan mayor

relajacion de las cadenas poliméricas y por ende, un mayor contenido de agua, iones plata y
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NPsAg, pueden ingresar al hidrogel por difusion desde el coloide. En este caso, la cantidad de
plata total incorporada se ve limitada drasticamente por el aumento del grado de
entrecruzamiento (y por lo tanto, por el hinchamiento del hidrogel) como se constata a partir
de los valores de porcentaje de liberacion de plata registrados en la Tabla 7 para los dos pares
de compositos: 5 (2.47%), 9 (0.89%) y 6 (1.28%), 10 (0.69%), donde la concentracion de
agente entrecruzante para los primeros elementos de cada par es de 3 mol% y para los
segundos, es de 6 mol%. Por ello, es probable que los compositos del tipo poli[\VP-co-
AMPSNa] presenten una distribucion mas uniforme de las NPsAg e iones plata, tanto en el
exterior como en el interior de la matriz polimérica y también, una interaccién mas fuerte entre

las especies quimicas de plata y la matriz polimérica.

Ademas de las interacciones mencionadas previamente entre la nanoplata y los sistemas
poliméricos en estudio, algunos investigadores afirman que los grupos carbonilo de polimeros
como el poli[metilmetacrilato-co-AMPSH] interactuan a través del &tomo de oxigeno, con una
parte de la nube electronica de los atomos de plata superficiales de las NPsAg [114]; y en el
caso de copolimeros (y homopolimero) del VP, la interaccion entre éstos y la nanoplata, no
solo involucra el oxigeno del carbonilo, sino tambien el nitrégeno y carbono del carbonilo del
grupo pirrolidona, a través del efecto de conjugacion p-zx [115]. También se ha informado que
la atraccion electrostatica entre los iones plata y los grupos sulfonato de copolimeros (y
homopolimero) del AMPS’, es mas debil que la experimentada con iones metélicos divalentes
[116].

35 Citotoxicidad de los compositos

Los resultados obtenidos de los ensayos de citotoxicidad (ver Figuras 3.25 y 3.26) y actividad
antibacteriana (ver Figuras 3.21 y 3.24) de los compositos, concuerdan con la hipdtesis
planteada anteriormente sobre la distribucion de las NPsSAg en los compositos y su relacion
con los porcentajes de plata liberada (en medio acuoso).
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Figura 3.25. Porcentajes de viabilidad celular respecto al TMX generados por los extractos
(en medio MEM) de los compositos hidrogel-NPsAg del tipo poli[VP-co-AMPSNa]
preparados con el coloide N°1 (5 y 9), coloide N°2 (6 y 10) y sus respectivos hidrogeles de
procedencia (7 y 11), sobre fibroblastos embrionarios humanos. Se representa la media *
desviacion estandar de la media (n=8) y las diferencias significativas obtenidas con ANOVA
frente a TMX (*: p<0.05).

Notese que la viabilidad celular de los pares de compositos 13, 18 y 14, 19 (ver Figura 3.26)
es ligeramente menor que la de los pares de compositos 5, 9y 6, 10 (ver Figura 3.25), debido a
que las NPsAg e iones Ag* se encuentran distribuidos mayoritariamente en su superficie y mas
débilmente unidos a la red polimérica (como se menciond antes), conduciendo a una
liberacion réapida y masiva de las NPs y/o iones Ag® (fenémeno conocido como “liberacion
explosiva”) que incrementan la citotoxicidad [117] sobre el cultivo de fibroblastos. Por el
contrario, la viabilidad celular de los pares de compositos 5, 9y 6, 10 se acerca a la registrada
para el control negativo (TMX) indicando una liberacion de NPsAg e iones Ag® (y todos los
potenciales componentes liberados) posiblemente mas lenta y sostenida en comparacién con
los pares de compositos 13, 18 y 14, 19, debido a su unién mas fuerte con la matriz polimérica
y distribucién mas uniforme en la misma [117] y en consecuencia, no causaron dafios

considerables a la integridad celular de los fibroblastos.
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Figura 3.26. Porcentajes de viabilidad celular respecto al TMX generados por los extractos
(en medio MEM) de los compositos hidrogel-NPsAg del tipo polifAAm-co-AMPSNa]
preparados con el coloide N°1 (13 y 18), coloide N°2 (14 y 19) y sus respectivos hidrogeles de
procedencia (15 y 22), sobre fibroblastos embrionarios humanos. Se representa la media *
desviacion estandar de la media (n=8) y las diferencias significativas obtenidas con ANOVA
frente a TMX (*: p<0.05).

Por otro lado, los valores de viabilidad celular de los pares de compositos 5, 6 y 9, 10 son
ligeramente mayores que los generados por sus respectivos hidrogeles de procedencia (7 y 11)
(Figura 3.25), lo cual puede ser explicado por una combinacion de dos causas probables: i) la
presencia en los hidrogeles de una cantidad residual de mondmeros, los cuales son toxicos
[118] y ii) la presencia de aniones citrato en los compositos, que de acuerdo a estudios
histopatolégicos en pacientes con heridas, promueven el crecimiento de fibroblastos y al

mismo tiempo son antibacterianos [119].

En el caso de los pares de compositos 13, 14 y 18, 19 (ver Figura 3.26) el efecto benéfico del
citrato es inhibido por el fenomeno de “liberacion explosiva” de componentes, mencionado
anteriormente y por ello, sus valores de viabilidad celular son menores que los de sus
respectivos hidrogeles de procedencia (15 y 22). Note que los valores de viabilidad celular
para los hidrogeles 15 y 22 son muy similares al registrado por el control negativo (TMX),

demostrando que los hidrogeles no liberan componentes citotoxicos.

85



Capitulo 3: Resultados y Discusion

120 1

,_|_.
._|_.
,_|_.

[=2]
o
1

»
o
L

Viabilidad celular (%)

N
o
1

o

Il i pm e e B

Concentracién de iones plata (Ag+) (ppm)

Figura 3.27. Porcentajes de viabilidad celular generados por disoluciones seriadas de AgNO3
sobre fibroblastos humanos. Las concentraciones de las disoluciones de AgNO3 se expresan en

funcion del ion plata. Se representa la media + desviacion estandar de la media (n=3).

Las concentraciones finales de plata total (Ag® + Ag" = Ag) en los cultivos de fibroblastos
fueron estimadas, asumiendo previamente que los porcentajes de plata liberada por los
compositos en medio de cultivo (MEM) son iguales a los obtenidos en agua ultrapura (ver
Tabla 7). Las concentraciones estimadas para los compositos 5, 6, 9, 10, 13, 14, 18 y 19,
fueron: 24.7, 12.8, 8.9, 6.9, 12.9, 7.0, 10.5 y 5.6 ppm, respectivamente; luego fueron
comparados los valores de viabilidad celular generados por estos tratamientos frente a los
generados por disoluciones seriadas de AgNOj3 de concentraciones similares, preparadas como
control positivo (ver Figura 3.27).

Los resultados de esta comparacién indican que: los extractos tomados a distintos dias (dia: 1,
2 y 14) para todos los compositos, generan poblaciones de células viables entre 5 y 8 veces
mas grandes que las generadas por diluciones de nitrato de plata con similares concentraciones
de plata total. Esto significa que en el rango de concentraciones de plata (total) evaluado,
mezclas acuosas de NPsAg y plata ionica (extractos de los compositos) con las mismas
concentraciones de plata que soluciones control de AgNOj;, son menos tdxicas para los

fibroblastos.
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Conclusiones

Se obtuvieron hidrogeles entrecruzados del tipo poli[VP-co-AMPSNa] y poli[AAm-co-
AMPSNa] por polimerizacion radicalaria en medio acuoso de los respectivos monémeros. La
identidad y pureza de los hidrogeles fue confirmada mediante las técnicas ATR-FTIR y *H-
RMN en estado sélido.

Debido a que el producto de las relaciones de reactividad en ambos sistemas copoliméricos
tiende a cero, se puede deducir que siguen copolimerizaciones “moderadamente alternantes”.
Este comportamiento es mas marcado en el sistema VP:AMPSNa, ya que ambos monomeros
tienen relaciones de reactividad menores que la unidad. Mientras que en el sistema
AAM:AMPSNa, las secuencias de monoémeros en la cadena polimérica creciente son
ligeramente més ricas en AAm, como lo indican sus valores de relaciones de reactividad (raam
= 1.1y rampes = 0.16).

Las NPsAg obtenidas presentan una alta tendencia a mantener su tamafio nanométrico inicial
en fase acuosa sin formar agregados (durante mas de 6 meses), principalmente por causa del
efecto estabilizante de las moléculas de citrato que cubren su superficie. Los rendimientos de

la conversidn de plata iGnica a NPsAg son cercanos al 25%.

Las distribuciones de tamarios de las NPsAg en las dispersiones coloidales obtenidas (coloide
N°1y N°2) presentan una forma bimodal con una gran poblacién de particulas menores de 10

nm, que corresponden a mas de 50% del total de nanoparticulas presentes.

Se logro la incorporacion de NPsAg e iones plata en los hidrogeles entrecruzados poli[\VP-co-
AMPSNa] y polifAAm-co-AMPSNa] mediante la inmersién de cada hidrogel en los coloides
de plata preparados, con excepcion del composito 19, en el que solo se detectd plata idnica.
Esto fue demostrado mediante imagenes SEM, analisis EDS y el ensayo de liberacion de plata
total de cada uno de los compositos.
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La comparacién de los espectros de *H-RMN en estado sélido de los compositos hidrogel-
NPsAg y sus respectivos hidrogeles de procedencia, muestra un aumento en la intensidad de la
sefial de los protones amidicos en los primeros respecto a los Gltimos. La explicacion mas
probable es la formacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos carboxilo de las moléculas
de citrato que cubren la superficie de las NPsAg y los “grupos amido laterales” de la cadena
principal del copolimero. Al formarse dichos enlaces de hidrégeno, se reduce el intercambio
de protones amidicos con el agua deuterada, lo que se manifiesta con una sefial mas intensa en

el espectro de los compositos.

Los compositos con menor contenido de entrecruzador, liberan en medio acuoso un mayor
porcentaje de plata total que aquellos con mayor contenido de entrecruzador, para un mismo

coloide de origen, composicion y tipo de mondmeros.

Los compositos preparados con el coloide de mayor concentracion de plata total, liberan en
medio acuoso un mayor porcentaje de plata total que los preparados con el coloide de menor

concentracion, para un mismo porcentaje de entrecruzador, composicion y tipo de mondmeros.

Los compositos del tipo poli[VVP-co-AMPSNa] tienden a liberar en medio acuoso un mayor
porcentaje de plata total en comparacion con los del tipo polifAAm-co-AMPSNa], para un

mismo porcentaje de entrecruzador y coloide de procedencia.

Todos los compositos hidrogel-NPsAg preparados muestran actividad antibacteriana in vitro
contra E. coli y S. aureus, pero son mas efectivos contra E. coli. Mientras que sus respectivos

hidrogeles de procedencia sin nanoplata, no presentan actividad antibacteriana

El estudio de citotoxicidad in vitro sobre fibroblastos humanos indica valores de viabilidad
celular mayores del 70% para todos los compositos, aunque se evidencia una mayor
citotoxicidad para los compositos del tipo polifAAm-co-AMPSNa] en comparacion con los
del tipo poli[VVP-co-AMPSNa], cuyos valores fueron mas cercanos al control negativo.

Los cultivos de fibroblastos humanos tratados con extractos de los compositos constituidos por

mezclas de NPsAg y plata ionica, sufren mucho menos dafio citotoxico que similares
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concentraciones de plata total proveniente exclusivamente de plata ionica (AgNOs3), en el

rango de concentraciones de plata evaluado.

Entre los ocho compositos preparados, el composito 5, procedente del hidrogel poli[VP-co-
AMPSNa] vy sintetizado con una relacion molar 1:1 de monomeros en la alimentacion y 3
mol% de entrecruzador, presenta la mayor capacidad antibacteriana contra E. coli y S. aureus
y también es el menos citotoxico sobre cultivos de fibroblastos humanos, generando
porcentajes de viabilidad celular superiores al 80%. Estos resultados son muy prometedores de
cara al posible uso del composito 5 como aposito (en polvo) para el tratamiento de heridas

profundas y exudativas.

Perspectivas

Algunos aspectos que pueden ser estudiados en trabajos futuros, considerando los resultados

de la presente tesis, son:

Evaluar en animales y/o humanos (sistemas in vivo) la actividad antibacteriana y citotoxicidad
de al menos dos de los mejores compositos preparados en esta investigacion. Ampliar la
bateria de bioensayos in vitro a otros microorganismos patdgenos e incluir ensayos de

genotoxicidad.

En caso de comprobar la efectividad in vivo de los compositos, realizar la sintesis de los
hidrogeles mediante el método de polimerizacion en fase inversa, para obtener microesferas de
hidrogel en lugar de granulos con forma irregular y asi, hacer mas atractivo a la vista el
composito hidrogel-nanoplata final, con miras a su potencial comercializacion. Sin embargo,
una dificultad del método de sintesis de fase inversa, es que utiliza solventes organicos y
surfactantes dificiles de eliminar de la matriz polimérica, que podrian atribuirle efectos

citotoxicos al producto final.

Respecto a la sintesis de los hidrogeles, seria importante estudiar la incorporacion de arcillas
en la mezcla inicial de reaccién para evitar la tendencia a la fragmentacion en el producto final

y poderlo utilizar ademas de su presentacion granulada, en una presentacion laminar.|
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Anexos

Anexos

Anexo 1. Tabla ANOVA para LOGyp (Xgc — 0.5) segin “CC1”. Donde Xgc es la zona de
inhibicidn del crecimiento de E. coli (mm) y “CC1” son los compositos procedentes del
coloide N°1 (ver Figura 3.21).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 1.09874 5 0.219747 33.77 0.0000
Intra grupos 0.0780782 12 0.00650651

Total (Corr.) 1.17682 17

Anexo 2. Tabla ANOVA para LOG;o(Xec) segun “CC2”. Donde Xgc es la zona de inhibicion
del crecimiento de E. coli (mm) y “CC2” son los compositos procedentes del coloide N°2 (ver
Figura 3.24).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 1.00523 5 0.201046 44 .47 0.0000
Intra grupos 0.0542534 12 0.00452112

Total (Corr.) 1.05948 17

Anexo 3. Tabla ANOVA para (0.33+Xsp)LOG1(Xsa) segiin “CC1”. Donde Xsa €S la zona de
inhibicion del crecimiento de S. aureus (mm) y “CC1” son los compositos procedentes del
coloide N°1 (ver Figura 3.21).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 0.227915 5 0.0455829 52.45 0.0000
Intra grupos 0.0104287 12 0.000869062

Total (Corr.) 0.238343 17
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Anexo 4. Tabla ANOVA para Xsa segun “CC2”. Donde Xsa €S la zona de inhibicion del
crecimiento de S. aureus (mm) y “CC2” son los compositos procedentes del coloide N°2 (ver
Figura 3.24).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 25.6 5 5.12 55.85 0.0000
Intra grupos 11 12 0.0916667

Total (Corr.) 26.7 17

Anexo 5. Tabla ANOVA para “Viabilidad Celular (%TMX)” segun “AM-1". Donde “AM-1"
son los extractos (en medio MEM) del Dia 1 producidos por los compositos del tipo

polifAAm-co-AMPSNa] y sus hidrogeles de procedencia (ver Figura 3.26).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 0.936669 6 0.156112 17.13  0.0000
Intra grupos 0.446539 49 0.00911304

Total (Corr.) 1.38321 55

Anexo 6. Tabla ANOVA para “Viabilidad Celular (%TMX)” segun “AM-2”. Donde “AM-2”
son los extractos (en medio MEM) del Dia 2 producidos por los compositos del tipo
polifAAm-co-AMPSNa] y sus hidrogeles de procedencia (ver Figura 3.26).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 1.17567 6 0.195945 11.32  0.0000
Intra grupos 0.848029 49 0.0173067

Total (Corr.) 2.0237 55
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Anexo 7. Tabla ANOVA para “Viabilidad Celular (%TMX)” segin “AM-14". Donde “AM-
14” son los extractos (en medio MEM) del Dia 14 producidos por los compositos del tipo

polifAAm-co-AMPSNa] y sus hidrogeles de procedencia (ver Figura 3.26).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 0.434043 6 0.0723405 9.28  0.0000
Intra grupos 0.382113 49 0.00779823

Total (Corr.) 0.816156 55

Anexo 8. Tabla ANOVA para [X EXP(X*)]¥? segiin “VP-1”. Donde X es la “Viabilidad
Celular (%TMX)” y “VP-1" son los extractos (en medio MEM) del Dia 1 producidos por los
compositos del tipo poli[VP-co-AMPSNa] y sus hidrogeles de procedencia (ver Figura 3.25).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 0.432003 6 0.0720005 450 0.0010
Intra grupos 0.783897 49 0.0159979

Total (Corr.) 1.2159 55

Anexo 9. Tabla ANOVA para “Viabilidad Celular (%TMX)” segiin “VP-2”. Donde “VP-2”
son los extractos (en medio MEM) del Dia 2 producidos por los compositos del tipo poli[\VP-

co-AMPSNa] y sus hidrogeles de procedencia (ver Figura 3.25).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 0.458953 6 0.0764922 10.44  0.0000
Intra grupos 0.35909 49 0.00732836

Total (Corr.) 0.818043 55
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Anexo 10. Tabla ANOVA para COS™*(X—0.3)*X? segun “VP-14”. Donde X es la “Viabilidad
Celular (%TMX)” y “VP-14” son los extractos (en medio MEM) del Dia 14 producidos por

los compositos del tipo poli[VP-co-AMPSNa] y sus hidrogeles de procedencia (ver Figura

3.25).

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 356.103 6 59.3505 8.68  0.0000
Intra grupos 335.165 49 6.8401

Total (Corr.) 691.268 55
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