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Resumen

En este trabajo de tesis se evalud la interaccion entre nanoparticulas de plata (NPsAg),
sintetizadas mediante reduccion quimica, y eritrocitos humanos de un donador sano, con el
objetivo de determinar su hemocompatibilidad y su potencial uso biomédico. Para ello, se
empled un ensayo de hemolisis a diferentes diluciones a partir de la concentracion de sintesis
de NPsAg (1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000), por triplicado, utilizando Triton X-100 como control
positivo y PBS (solucidn salina tamponada con fosfato) como control negativo. Ademas, se
evalud la actividad antibacteriana mediante un ensayo en caldo de cultivo con la bacteria

Staphylococcus aureus y pruebas de antibiogramas.

La espectroscopia UV-Vis y AFM confirmaron la formacion de las NPsAg, especialmente
abundantes en las diluciones de 1:10 y 1:100 de una concentracion original de 1445 pg/mL,
debido a su estabilidad coloidal. Se analizaron dos muestras de NPsAg, la muestra 1 (NPsAg
1) presentd nanoparticulas esféricas bien distribuidas de aproximadamente de 70-150 nm,
con mejor dispersion; mientras que la muestra 2 (NPsAg 2) mostré mayor aglomeracion y

particulas mas grandes, de aproximadamente 200 nm.

En los ensayos de hemolisis, ambas nanoparticulas presentaron baja citotoxicidad, siendo

NPsAg 1 la mas compatible con los eritrocitos.

En la evaluacion de cultivo bacteriano las nanoparticulas de plata no inhibieron la formacion
de colonias bacterianas, lo que sugiere una aglomeracion de las nanoparticulas de plata en el

medio de cultivo o el aumento del tamaifio de la NPsAg.

Palabras Clave: nanoparticulas de plata, hemolisis, hemocompatibilidad, antibiograma,

actividad antibacteriana, Staphylococcus aureus.



Abstract

This thesis evaluated the interaction between silver nanoparticles (AgNPs), synthesized by
chemical reduction, and human erythrocytes from a healthy donor, with the aim of
determining their hemocompatibility and potential biomedical applications. A hemolysis
assay was performed in triplicate at different dilutions of the AgNP synthesis concentration
(1:1, 1:10, 1:100, and 1:1000), using Triton X-100 as a positive control and PBS
(phosphate-buffered saline) as a negative control. Additionally, antibacterial activity was

assessed using a broth culture assay with Staphylococcus aureus and antibiogram tests.

UV-Vis and AFM spectroscopy confirmed the formation of AgNPs, which were especially
abundant in 1:10 and 1:100 dilutions of an original concentration of 1445 pg/mL, due to
their colloidal stability. Two AgNPs samples were analyzed. Sample 1 (AgNP 1) exhibited
well-distributed spherical nanoparticles approximately 70—150 nm in size, with better
dispersion; while Sample 2 (AgNP 2) showed greater agglomeration and larger particles,

approximately 200 nm in size.

In hemolysis assays, both nanoparticles showed low cytotoxicity, with AgNP 1 being the

most compatible with erythrocytes.

In the bacterial culture evaluation, the silver nanoparticles did not inhibit the formation of
bacterial colonies, suggesting an agglomeration of the silver nanoparticles in the culture

medium or an increase in the size of the NPsAg.

Keywords: silver nanoparticles, hemolysis, hemocompatibility, antibiogram, antibacterial

activity, Staphylococcus aureus.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Nanoparticulas de plata

En la medicina actual, las nanoparticulas de plata (NPsAg) desempenian un papel relevante
en una amplia gama de aplicaciones biomédicas (Figura 1), gracias a sus propiedades, efectos
y biocompatibilidad. Se utilizan en el tratamiento y deteccion de enfermedades, terapias y
transporte de farmacos (1, 2, 3, 4). Desde el punto de vista médico, para que un nanomaterial
sea empleado en el organismo, debe cumplir con ciertos requisitos de biocompatibilidad,
como baja o nula toxicidad, pH ajustable y caracteristicas de inocuidad en los sistemas

bioldgicos (5, 6, 7, 8).

Pie
diabético
Deteccion de Terapia contra
enfermedades el cancer
O a
- U@
/Q(Q‘ 2
Qg 90
~@YQ
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Transporte de biosensores
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medicos

Figura 1. Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas de plata.



Las NPsAg pueden ser sintetizadas con caracteristicas de: tamafo, morfologia, relacion
superficie/volumen y otras propiedades, de acuerdo con el proceso de sintesis y otros
parametros Optimos para su crecimiento (9, 10, 11, 12), de tal forma que sean capaces de
interactuar con los sistemas bioldgicos, mostrar buena biocompatibilidad, generar el efecto
deseado y reducir el impacto toxico, y que no presenten efectos adversos y complicaciones
para la salud humana. Estudios revelan que las nanoparticulas con tamafios entre 1 y 100 nm
tienen una alta relacion superficie/volumen y son mas eficaces que otros agentes
antimicrobianos debido a la liberacion de iones de plata, mientras que aquellas de tamafos
entre 100 y 500 nm, aunque presentan una menor relacion superficie-volumen, son mas

adecuadas para la administracion de farmacos (13, 14).

Las nanoparticulas de plata han contribuido a resolver problemas relacionados con la salud
humana, ya que, en concentraciones adecuadas, resultan efectivas. Se ha demostrado que a
concentraciones igual o menores a 400 pg/mL, las nanoparticulas no muestran un efecto
hemolitico en eritrocitos sanos o diabéticos (15), y tienden a presentar buena estabilidad en
sus interacciones con los sistemas bioldgicos, ademas de una baja toxicidad debido a su
formulacion, manteniendo la estabilidad de la nanoparticula con el agente de recubrimiento
que se emplea (15, 16, 17). Esto se traduce en resultados notables sin provocar efectos

citotoxicos ni genotdxicos, evitando dafios o alteraciones celulares (18, 19, 20, 21).

Existen diferentes métodos de sintesis para obtener NPsAg, como los procesos quimicos,
fotoquimicos y electroquimicos, asi como la sintesis verde, el método sol-gel, el método
solvotermal, el método del poliol y el método por reduccion quimica (21, 23, 24). Para que
la sintesis de las nanoparticulas sea exitosa, es decir que tengan el tamano deseado, debe
haber un control adecuado de variables como la temperatura, el tiempo de reaccion y las

9



concentraciones de los reactivos, puesto que estas condiciones se reflejaran en las

propiedades fisicoquimicas que a su vez influyen directamente en sus bioefectos.

El método de reduccién quimica permite la reduccion de iones de plata utilizando citrato
trisddico, que actia como agente reductor y agente de recubrimiento (25), permitiendo la

sintesis de NPsAg a temperaturas superiores a 60 °C (26).

Estudios han demostrado que, mediante este método, es posible obtener nanoparticulas con
potencial uso terapéutico en protocolos biologicos y quimicos (27, 28); asimismo, se han
realizado evaluaciones antimicrobianas en bacterias como Staphylococcus spp,
Pseudomonas spp. y E. coli, evidenciando su capacidad de inhibir la formacion de colonias
(29), asi como evaluaciones hematoldgicas que demuestran que activan los mecanismos

celulares de defensa en el sistema inmune (30).

1.2 Mecanismos de accion antibacteriana

La actividad antibacteriana de las NPsAg se relaciona con diferentes mecanismos. Estudios
han revelado que estas nanoparticulas pueden interactuar con biomoléculas bacterianas,
penetrar las células, generar especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres (31). Se
han identificado al menos tres mecanismos de accion antimicrobiana: (1) la unién con la
pared o la membrana celular de la bacteria, (2) la penetracion de las NPsAg en las células
bacterianas, lo que causa alteraciones en funciones proteicas y dafio intracelular, y (3) la
induccion de toxicidad mediante la generacion de ROS, lo que desencadena estrés oxidativo

e interrumpe las vias de transduccion de sefiales celulares (31, 32).
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La exposicion de bacterias a las nanoparticulas de plata favorece la adhesion de la
nanoparticula de plata a la pared celular bacteriana, debido a la atraccion electrostatica entre
la carga positiva de los iones de plata generados por la oxidacion de las mismas y la
membrana bacteriana, la cual posee carga negativa. Esta interaccion provoca cambios
morfologicos, incluyendo la contraccion tanto del citoplasma como de la membrana, lo que

finalmente conduce a su ruptura (32).

Las NPsAg, ademas de unirse a la superficie de la membrana, también pueden ingresar a las
células y afectar su funcionamiento al desnaturalizar los ribosomas e inhibir la sintesis de
proteinas. Mediante la liberacion de iones Ag*, interactiian con los grupos funcionales de las
proteinas, lo que provoca su desactivacion. Asimismo, pueden interrumpir la produccion de
trifosfato de adenosina (ATP) al desactivar unas enzimas de la cadena respiratoria llamadas
complejos (IV, I I1); citocromo c oxidasa, NADH deshidrogenasa o succinato deshidrogenasa

que estan localizada en la membrana citoplasmatica bacteriana (33).

La capacidad que tiene las NPsAg de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) llevan al
aumento del estrés oxidativo dentro de la célula, causado por los iones Ag*. Estos interactuan
con las proteinas de la cadena respiratoria, interrumpiendo la reduccion intracelular de Oz e
induciendo la producciéon de ROS, lo que provoca dafio lipidico, fuga de biomoléculas

celulares y, finalmente, apoptosis celular (34, 35).

1.3 La Hemodlisis.

Una de las pruebas necesarias para evaluar las NPsAg antes de su aplicacion en el sector
salud es la de su efecto hemolitico, la cual consiste en analizar el impacto del nanomaterial

sobre los eritrocitos humanos. El Comité Cientifico para la Seguridad del Consumidor
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(SCCS) ha establecido criterios a considerar en el uso de nanomateriales, especialmente si
tienen potencial de absorcidn; en estos casos, deben realizarse pruebas de hemolisis in vitro
(36), y de acuerdo con la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM), para
evaluar la biocompatibilidad de materiales que estén en contacto con la sangre en
aplicaciones médicas; la prueba estandar para el analisis de las propiedades hemoliticas de
las nanoparticulas establece que un porcentaje de hemolisis menor al 5 % que se considera
baja hemolisis o hemolisis clinicamente no significativa, mientras que un valor superior al
10 % se considera hemolisis marcada o clinicamente significativa (37). La hemolisis consiste
en la ruptura y/o alteracion de la membrana de los globulos rojos (eritrocitos), lo que provoca

la liberacién de hemoglobina y otros componentes intracelulares al plasma (16, 17, 38, 39).

Al ser la hemolisis un parametro fundamental en las pruebas de hemocompatibilidad, debido
a sus efectos adversos sobre la hemostasia y a que es un proceso rapido, este fenomeno puede
ser inducido por factores fisicos, quimicos o bioldgicos. El contacto entre una nanoparticula
y un glébulo rojo ocurre en el plasma, donde puede afectar esta interaccion con todos sus
componentes. La interaccion de los globulos rojos con las NPsAg puede producirse por la
unién directa de la nanoparticula de plata a la membrana celular y generar un cambio
estructural, en la mayoria de los casos alterando la integridad de la membrana y provocando
una discontinuidad en la misma llevando a la hemolisis (40, 41). La razon por la cual se
produce la hemolisis puede deberse a interacciones de las nanoparticulas con la membrana

del eritrocito y su internalizacion facilitada por un tamafio pequeiio (42).

La quimica superficial de las NPsAg tiene una fuerte influencia en su hemocompatibilidad.

Actualmente, existen evaluaciones para aplicaciones médicas y terapéuticas que consideran
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tanto interacciones internas como externas en el cuerpo humano, como en la cicatrizacion de
heridas o el tratamiento de enfermedades de la piel (43—50). Sin embargo, la bioseguridad y
eficacia de las NPsAg contintian siendo ampliamente debatidos, haciéndose necesario su

constante evaluacion.

El presente trabajo evalta la interaccion entre NPsAg sintetizadas mediante el método de
reduccion quimica, con un tamafio promedio de 120-200 nm, sin recubrimiento, con
eritrocitos humanos de un donador sano. Se analiza la hemocompatibilidad a diferentes
diluciones por triplicado (1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000), utilizando Triton X-100 como control
positivo y PBS (solucion salina tamponada con fosfato) como control negativo, asegurando

un ambiente isotonico para las células.

Ademas, se evaltia la actividad antibacteriana mediante un ensayo en caldo de cultivo con la

bacteria Staphylococcus aureus, complementando asi el analisis de biocompatibilidad y

seguridad con fines médicos, como el transporte de fArmacos o aplicaciones terapéuticas.
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Capitulo 2. Justificacion

La justificacion de este estudio radica en el potencial de las NPsAg sintetizadas por el método
de reduccion quimica para ser utilizadas en el transporte de farmacos o como recubrimiento
de equipos médicos que interactian con el sistema sanguineo. Su biocompatibilidad
permitiria su incorporacion al sistema circulatorio sin representar un riesgo para la salud
humana. Aunque existe una gran cantidad de estudios sobre las NPsAg, la
hemocompatibilidad de nanoparticulas con tamafios superiores a 100 nm no ha sido abordada
en profundidad. El ensayo de hemolisis resulta crucial para evaluar si un material es

hemocompatible o no, ya que permite determinar su interaccion con los eritrocitos.

De acuerdo con el Instituto Valenciano de Microbiologia (IVAMI), para determinar la
hemocompatibilidad de materiales que entran en contacto con la sangre humana, deben
realizarse diversas pruebas, como la activacion del sistema del complemento,
trombogenicidad, pirogenicidad, deteccion de endotoxinas y hemolisis. Esta ultima permite
evaluar si las NPsAg son biocompatibles. El presente estudio busca aportar evidencia que
contribuya a ampliar el conocimiento sobre la hemocompatibilidad de las NPsAg, brindando
un valor agregado a las investigaciones en el ambito de la biomedicina. La investigacion en
este campo es crucial ante la necesidad de nuevas soluciones para el tratamiento de
enfermedades, como el transporte de medicamentos a través del torrente sanguineo, la
atencion de heridas cronicas o diversas patologias. Estos avances no solo contribuyen a
mejorar la salud humana, sino que también amplian el conocimiento sobre las propiedades y

aplicaciones de las NPsAg.
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Capitulo 3. Marco teorico

El uso de nanoparticulas de plata en la nanomedicina se ha enfocado principalmente en su
funcion como agentes antimicrobianos y en la administracion de farmacos, mientras que su
aplicacion en otras areas sigue siendo menos frecuente. Con el objetivo de mejorar el
potencial de este material para aplicaciones clinicas y terapéuticas, es necesario analizar los
efectos que produce al interactuar con diversos mecanismos biologicos. La comprension de
las interacciones entre las células y las nanoparticulas es fundamental para desarrollar
sistemas de administracion eficaces que generen el efecto deseado. En este contexto, la
evaluacion de la hemocompatibilidad adquiere especial relevancia, particularmente cuando
las nanoparticulas interactian con eritrocitos, ya que pueden inducir hemolisis. Por ello, se
busca obtener NPsAg con propiedades fisicoquimicas ideales que favorezcan una mejor

interaccion entre las células y las nanoparticulas, y minimicen posibles efectos adversos (40).

3.1 Hemocompatibilidad de las nanoparticulas

La incorporacion de las nanoparticulas en las células depende de procesos activos que
requieren energia. El contacto directo con la célula puede provocar cambios en el estado de
sumembrana, lo que en muchos casos altera su integridad y provoca hemolisis. En particular,
la actividad hemolitica de los nanomateriales depende de factores como su concentracion,

tamaio y la cantidad de proteinas presentes en el medio (39).

3.2 Limitaciones y cambios bioldgicos.
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A pesar de los grandes avances y la intensa investigacion actual, la interaccion de los
nanomateriales con sistemas bioldgicos puede generar preocupaciones, ya que pueden
inducir cambios en las actividades biologicas. El estrés oxidativo causado por las
nanoparticulas se atribuye principalmente a su superficie, tamafio y composicion. La
interaccion de las nanoparticulas dentro de la célula, al acceder a la mitocondria, puede
estimular la produccioén de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que desencadena una
serie de eventos que incluyen el deterioro de la cadena de transporte de electrones, dafio

estructural a las membranas mitocondriales y despolarizacion de la membrana mitocondrial

(51).

3.3 Efectos del tamaiio de las nanoparticulas en su interaccion con células

Dada la importancia de las propiedades fisicoquimicas de las NPsAg en su disefio para
aplicaciones biomédicas o de otro tipo, las interacciones de las nanoparticulas con la
membrana celular y los orgdnulos pueden alterarse significativamente en la interfaz bio-nano
por dichas propiedades, cambiando la absorcion celular y la nanotoxicidad de las
nanoparticulas. Estudios demuestran que el tamafio de las NPsAg difiere de su tamaio
hidrodinamico en medios bioldgicos, ya que hay una formacidon de una corona biomolecular
y la agregacion de las NPsAg, la agregacion se puede evitar manipulando el equilibrio de
fuerzas atractivas y repulsivas de acuerdo con el estabilizador que se utiliza en la sintesis, y
asi evitar su agregacion que se debe a la repulsion electrostatica. Sin embargo, se ha
observado que el radio hidrodindmico tiende a disminuir de su tamafio original, debido a la
corona proteica que se genera alrededor de las nanoparticulas, Ling et al encuentran que las

nanoparticulas mas pequefias (en términos de tamafio primario, en lugar de tamafio
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hidrodinamico) tienen una mayor citotoxicidad y una disminucién mucho mayor en la

actividad metabolica celular (52, 53).

3.4 Principios basicos del ensayo de hemdlisis y del antibiograma

3.4.1 Hemdlisis.
La prueba de hemolisis es un analisis necesario para la aprobacion de productos destinados
al consumo humano; esta prueba evalua la ruptura o alteracion de la integridad de la

membrana de los globulos rojos, lo que provoca la liberacion de hemoglobina (Figura 2).

hemolytic agent
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Figura 2. Mecanismo béasico de hemolisis (Imagen obtenida Luna-Vazquez-Goémez R, 2021)

'Jm L

En términos funcionales, la ruptura de la membrana de los gldébulos rojos permite que el
contenido de las células escape al plasma. El principal componente citosdlico de los
eritrocitos es la hemoglobina, que representa aproximadamente el 97 % de su contenido.
Ademéds, la hemoglobina estd especializada en el transporte de gases en la sangre de los

animales, por lo que una hemolisis compromete la funcionalidad del tejido (16).
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3.4.2 El antibiograma

El estudio de la sensibilidad in vitro de las bacterias a los antimicrobianos se realiza mediante
métodos fenotipicos (como las técnicas de dilucion y difusion), bioquimicos y genéticos.
Entre ellos, los métodos fenotipicos, como el antibiograma, son los mas utilizados. La
realizacion de un antibiograma se basa en la resistencia especifica de cada bacteria. Estos
estudios permiten diferenciar entre microorganismos patdégenos y contaminantes, y ofrecen
tanto resultados cualitativos —que indican si la bacteria es sensible o resistente a un
antibiotico— como resultados cuantitativos, mediante la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI), que corresponde a la menor concentracién del antimicrobiano

capaz de inhibir el crecimiento bacteriano, expresada en pg/ml o mg/1.

Las técnicas de difusion emplean discos de papel impregnados con una solucidon
estandarizada de antibiotico (Figura 3), que se colocan sobre la superficie de un medio s6lido
previamente inoculado con una suspension bacteriana. Tras un periodo de incubacion de
aproximadamente 18 horas, se forma un halo de inhibicion alrededor de cada disco, cuyo
didmetro se correlaciona con el grado de sensibilidad del microorganismo al antimicrobiano

(71).
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Figura 3. Antibiograma por método de difusion en discos en el que se observa la presencia de halos

de inhibicion (imagen obtenida Emilia Cercenado, 2009, el antibiograma)

3.5 Principios tedricos de las técnicas de caracterizacion utilizadas

3.5.1 Espectroscopia UV-Visible (UV-vis)

La espectroscopia UV-Visible es una técnica analitica utilizada para determinar la
concentracion de un compuesto en soluciéon. Se basa en la capacidad de la materia para
absorber ciertas longitudes de onda dentro del espectro de radiacion electromagnética (Figura
4), el cual esta compuesto por campos eléctricos y magnéticos que oscilan en el tiempo y se

propagan en el espacio en forma de ondas (69).
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Figura 4. Espectro Electromagnético (Imagen obtenida de Owen T, 2000).
Ademas, la energia asociada con la radiacion electromagnética es
E=hv=cA (1)

Donde c es la velocidad de la luz, v la frecuencia de la radiacion, A la longitud de onda y h la

constate de Planck.

Figura 5. Principio de funcionamiento de un espectrometro UV-vis (Imagen obtenida de Owen T,

2000).
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En la espectroscopia UV-Vis, los resultados suelen expresarse en términos de absorbancia.
Cuando la luz atraviesa la muestra, como se muestra en la Figura 5, la cantidad de luz
absorbida se determina como la diferencia entre la intensidad de la radiacion incidente (Po) y
la intensidad de la radiacion transmitida (P). La transmitancia (T) se define como la razon

entre la intensidad de la luz transmitida y la intensidad de la luz incidente, es decir:

T=— )

y la absorbancia como

A = —logT 3)

Con la ley de Lambert-Beer se puede determinar la concentracion de una sustancia en funcion

de su absorbancia

A = —logT (P%) = &bc 4)

Donde ¢ es la absortividad molar, b el tamafio de la celda y c la concentracion. (69)
3.5.2 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La Microscopia de Fuerza Atomica (AFM, por sus siglas en inglés) es una técnica utilizada
para caracterizar superficies de materiales no bioldgicos. El proceso de preparacion de las
muestras para el AFM es sencillo y provoca minima alteracion en la muestra durante el
analisis. El principio del AFM se basa en un disefio que consta de cuatro partes principales:

un cantiléver con una punta afilada de silicio o nitruro de silicio, un escaner piezoeléctrico
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ubicado debajo del cantiléver que impulsa su movimiento, un laser y un fotodetector sensible
(Figura 6). El sistema realiza un barrido sobre la muestra y mide los cambios en el
movimiento del cantiléver causados por la interaccion con atomos u objetos puntuales en la

superficie, los cuales ejercen fuerzas interatdémicas que desplazan la punta.

photodiode
detector
mirror
laser
diode
piezo laser
scanner beam
cantilever
sample

Figura 6. Esquema de detecciéon por microscopia de fuerza atdmica y micrografia del

cantiléver (Imagen obtenida de Chang, K at el, 2000).
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El AFM funciona en diferentes modos, el modo de contacto y el modo sin contacto. En el
modo de contacto, al aplicar una fuerza sobre la muestra, la interaccioén entre la sonda del
AFM y la muestra es repulsiva. A medida que se genera el barrido suavemente la fuerza hace

que el cantiléver se flexione para adaptarse a los cambios en la topografia de la muestra.

En el modo sin contacto, el cantiléver oscila a una distancia de aproximadamente 5 a 15 nm
por encima de la superficie de la muestra. En este modo, se establece una fuerza de atraccion
entre la punta y la muestra, influida por fuerzas como las de van der Waals, interacciones
coulombicas y dipolo, dependiendo de la distancia. Los cambios en la frecuencia de
oscilacion, asi como las variaciones en la fase o en la amplitud, pueden ser detectados y

utilizados para generar imagenes detalladas de la superficie analizada (70).

Capitulo 4. Antecedentes

En los ultimos afios, el desarrollo de formulaciones de nanoparticulas de plata para la
administracion de fArmacos con aplicaciones terapéuticas y medicas han estado avanzando a
grandes pasos. Sin embargo, aunque en algunos productos mejora el rendimiento, existen
investigaciones que indican que pueden generarse dafios adversos en los sistemas biologicos.
Para lograr una mejor eficacia en la obtencion de nanoparticulas poco citotoxicas, se
considera que las propiedades fisicoquimicas y el proceso de sintesis mejoran la

biocompatibilidad.
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Aunque las NPsAg son reconocidas como agentes antibacterianos eficaces, también pueden
resultar toxicas para algunas células eucariotas y algunos sistemas biologicos. Se ha
descubierto que la toxicidad in vitro de las NPsAg esta influenciada por el tipo celular, las
propiedades fisicoquimicas y las condiciones de exposicion (pH, concentracion y tiempo)
(54). A pesar de la gran cantidad de informacion, atin no se sabe con claridad qué desencadena
la respuesta bioldgica. La mayoria de los informes sugieren que la liberacion de iones de
plata es el principal responsable de la respuesta biologica (55, 56, 57); sin embargo, otros
estudios indican que son las nanoparticulas completas las que originan dicha respuesta (58,

59).

Los efectos citotoxicos de las nanoparticulas se generan en su mayoria dentro de la célula.
Existen diferentes mecanismos de absorcion de las nanoparticulas, como la fagocitosis y la
pinocitosis (60). Ademas, el tamafo juega un papel muy importante en la captacion celular y
en el efecto de citotoxicidad, debido a la formacion de una corona biomolecular y a la

agregacion de las nanoparticulas (61, 62).

En los estudios de citotoxicidad por hemolisis, diversas investigaciones mantienen
protocolos y pardmetros mdas exhaustos para un mejor entendimiento de la
hemocompatibilidad y la actividad antimicrobiana. Por ejemplo, Liaqat N. et al. sintetizaron
nanoparticulas de plata mediante sintesis verde de tamafio aproximado de 80 nm, logrando
una actividad antibacterial de mayor zona de inhibicidon contra S. aureus y mostrando la
menor actividad hemolitica (63). Por otro lado, Laloy J. et al. demostraron que las NPsAg
recubiertas con polivinilpirrolidona presentan mejor hemocompatibilidad; nanoparticulas de
16 nm a concentraciones de 1 pg/mL, 10 pg/mL y 100 pg/mL no indujeron hemolisis en

sangre total después de 1 h, 4 h y 24 h (64). Las nanoparticulas sintetizadas quimicamente
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pueden presentar una mayor actividad hemolitica, la cual podria atribuirse a su tamafo,
quimica superficial y propiedades fisicoquimicas. Ademas, esta hemolisis también podria
deberse a las interacciones de las especies reactivas de oxigeno (ROS) con la superficie

celular o a cambios en el pH (65).

En los ultimos afios, los estudios sistematizados han contribuido a una mejor comprension
de la biocompatibilidad de las nanoparticulas. Ante la falta de controles ideales en este
aspecto, se ha optado por realizar evaluaciones complementarias, como el andlisis de la
agregacion plaquetaria, la coagulacion, la proliferacion de linfocitos y la activacion del
sistema del complemento después del tratamiento con nanoparticulas (66). Aunque el estudio
de la hemocompatibilidad ha avanzado, atin persisten lagunas debido a la complejidad de los
sistemas biologicos que regulan la interaccion con estos nanomateriales (39). La formacion
de una corona proteica o la apariciéon de equinocitos —aunque este Ultimo sea un proceso
reversible— aparecen por la toxicidad de las nanoparticulas (54). A pesar de su gran
potencial, las nanoparticulas continian generando complicaciones al interactuar con células,
ya que su toxicidad puede modificarse en funcion de las caracteristicas de las nanoparticulas
de plata como el tamafo y la composicion. Por ello, el desarrollo y la optimizacion de rutas
de sintesis resultan fundamentales para reducir o eliminar estos efectos toxicos (67, 68). Este
proyecto busca lograr un porcentaje hemolitico bajo, sin recurrir a procesos complejos ni

provocar inestabilidades antes o después de la interaccion celular.
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Capitulo 5. Hipotesis y objetivos
5.1 Hipotesis
La sintesis de nanoparticulas de plata por el método de reduccion quimica genera

biocompatibilidad estable con los globulos rojos permitiendo su uso seguro en futuras

aplicaciones médicas.
5.2 Objetivos
5.2.1 Objetivo general
Obtener nanoparticulas de plata mediante el proceso de reduccion quimica y comparar la
hemocompatibilidad en un intervalo de concentraciones que produzcan baja y alta hemolisis
en eritrocitos de donador sano para valorar el nivel de citotoxicidad.
5.2.2 Objetivos especificos
e Sintetizar NPsAg utilizando el método de reduccion quimica.

e (aracterizar las NPsAg mediante espectroscopia UV-Vis para determinar su

formacion y estabilidad.
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e (aracterizar las NPsAg mediante microscopia de fuerza atomica (AFM) para
determinar su tamafio y forma.

e Realizar el ensayo de hemolisis incorporando las NPsAg en una suspension de
eritrocitos a diferentes concentraciones.

e Evaluar la hemolisis mediante lectura de absorbancia utilizando espectroscopia UV-
Vis.

e (alcular el porcentaje de hemolisis.

e Realizar el cultivo de Staphylococcus aureus y evaluar su actividad antibacteriana

mediante antibiogramas.

Capitulo 6. Metodologia
6.1 Sintesis de Nanoparticulas de Plata

6.1.1 Disefio Experimental para la sintesis de NPsAg.

Se empled un disefio experimental para sintetizar las nanoparticulas mas adecuadas, con el
objetivo de generar un efecto hemolitico nulo sobre los eritrocitos humanos. Los
experimentos de sintesis se llevaron a cabo en el laboratorio de nanotecnologia de la UABC,
mientras que los experimentos cuantitativos in vitro se realizaron en el laboratorio de
citotoxicidad de la Escuela de Ciencias de la Salud de la misma universidad. Posteriormente,

se recopilaron los datos para su analisis (Figura 7).
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Figura 7. Metodologia general del disefio experimental; sintesis de NPsAg, caracterizacion de las

NPsAg, Ensayo de hemocompatibilidad y evaluacion antimicrobiana Staphylococcus aureus.

6.1.2 Materiales y reactivos.
Se utilizé nitrato de plata (AgNO3) 99.0% como precursor del metal, asi como citrato
trisddico dihidratado (C4HgNa30gq - 2H,0) 99.0% como agente reductor y estabilizador para

la sintesis de NPsAg y agua destilada. Ambos reactivos fueron adquiridos de Sigma Aldrich.

6.1.3 Equipo

La sintesis de NPsAgl se llevo a cabo en un matraz de fondo redondo de 100 mL, utilizando
el método convencional y un procesador ultrasonico (Hielscher Ultrasound Technology) para
sonicar la solucion obtenida. Para la segunda sintesis de NPsAg2, se emple6d el método

convencional, acoplado a un destilador de vidrio en modo reflujo, colocado sobre un agitador
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magnético con calentamiento (Thermo Scientific Cimarec+), con el fin de prevenir la pérdida

del solvente durante la reaccion.

6.1.4 Sintesis de NPsAg usando el método de reduccion quimica

Se selecciond el método de reduccion quimica para sintetizar NPsAg, ya que permite ajustar
el tamafio de las nanoparticulas variando la relacion molar entre las sales de plata y el citrato
utilizados en la reaccion, ademas de ser manejable sin requerir condiciones extremas de
temperatura y presion. El proceso de sintesis sigue el método de reducciéon quimica en su
sintesis convencional y modificado, de acuerdo con el procedimiento descrito y publicado

por Velescu, B. S. et al. (30) (Figura 8).

Citrato trisédico Citrato trisédico

/  Agua Agua
dihidratado ‘ desionizada dihidratado ‘ desionizada

Nitrato de Plata ‘ Agua desionizada Nitrato de Plata ‘ Agua desionizada

Solucién de citrato Solucién de citrato
trisédico trisédico
dihidratado 34 mM dihidratado 10 mM

Solucién de Nitrato de Plata Solucién de Nitrato de Plata
\ / 1mM \ / 4mM

Goteo de solucion — Calentamiento a Goteo de solucion S Calentamiento a

citrato trisédico S 100°C citrato trisédico S 80°C
dihidratado 0 e dihidratado 0 L

l !

S#.%  Solucién coloidal o
735 deNPsAg 1
Sonicacién 1 hr

7’;?}*: Solucién coloidal
“95Y de NPsAg

Sintesis de NPsAg 1 Sintesis de NPsAg 2

Figura 8. Diagrama del proceso de sintesis de NPsAg 1 y 2 propuesto.
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Inicialmente, para la primera sintesis de NPsAg 1, se prepararon dos soluciones precursoras.
La primera consistio en una solucion de nitrato de plata (AgNOs) a una concentracion de 1
mM disolviendo 8.49 mg del reactivo en 50 mL de agua destilada. La segunda correspondio
a una solucion de citrato trisodico dihidratado (CsHsNasO7-2H>O) a 34 mM, preparada
disolviendo 100 mg del compuesto en 10 mL de agua destilada. Ambas soluciones fueron

agitadas manualmente hasta lograr su completa disolucion.

Se verti6 la solucion de AgNOs en un vaso de precipitacion y se sometio a calentamiento con
agitacion constante. El sistema se llevo a ebullicion, estableciendo una temperatura de 100
°C. Una vez alcanzada la temperatura, se adiciond la solucion de citrato trisodico, lo que
provoco la formacion de nanoparticulas de plata. EI cambio de color de la solucion, de un
tono gris-azulado transparente a un color amarillo-marrén dorado, confirm¢ la formacion de
las NPsAg. Finalmente, la solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se transfirié a

tubos Falcon de 50 mL para su almacenamiento y uso posterior.

Posteriormente, para la segunda sintesis de NPsAg 2, se prepararon dos soluciones
precursoras. La primera consistid en una solucion de nitrato de plata (AgNOs) a una
concentracion de 4 mM disolviendo 34 mg del reactivo en 50 mL de agua destilada, La
segunda correspondid a una solucion de citrato trisddico dihidratado (CsHsNasO--2H20) a 10
mM, preparada disolviendo 29 mg del compuesto en 10 mL de agua destilada. Ambas

soluciones fueron agitadas manualmente hasta lograr su completa disolucion.
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Se vertio la solucion de AgNOs en un vaso de precipitacion y se sometio a calentamiento con
agitacion constante. El sistema se llevo a ebullicion, estableciendo una temperatura de 80 °C.
Una vez alcanzada la temperatura, se adicion6 la solucidn de citrato trisodico utilizando una
pipeta, lo que provocéd la formacion de nanoparticulas de plata. El cambio de color de la
solucion, de un tono gris-azulado transparente a un color amarillo-marréon lechoso, confirmo
la formacion de las NPsAg. El calentamiento y la agitacion se mantuvieron durante 15
minutos para asegurar la completa reduccion del AgNOs y la estabilizacion de las
nanoparticulas. Posteriormente, se sonico la solucion durante 1 hora. Finalmente, la solucion
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se transfirié a tubos Falcon de 50 mL para su

almacenamiento y uso posterior.

6.2 Caracterizacion de las NPsAg

6.2.1 Espectroscopia UV-Visible

Se utilizé espectroscopia UV-Visible para obtener el espectro de absorbancia de las NPsAg,
con el objetivo de identificar su pico caracteristico, confirmar su formacion y evaluar su
concentracion y estabilidad. Las mediciones se realizaron utilizando un espectrofotometro
UV-Vis Genesys 30 visible spectrophotometer de la marca Thermo Scientific (Figura 9),

operando en un rango espectral de 325 a 1081 nm.

Para la medicion, se prepararon disoluciones de NPsAg a diferentes concentraciones (1:1,
1:10, 1:100 y 1:1000) utilizando agua destilada como medio de dilucidn, sin necesidad de
pretratamientos adicionales. Cada muestra se colocé en una celda de cuarzo estandar,

empleando agua destilada como blanco en el espectrofotometro.
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Figura 9. Espectrofotometro.

6.2.2 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Las muestras fueron analizadas mediante Microscopia de Fuerza Atomica (AFM), lo que
permitié6 examinar caracteristicas superficiales clave como la morfologia, distribucion,
tamafio y grado de aglomeracion de las NPsAg. Para ello, las nanoparticulas se depositaron

sobre un sustrato de vidrio limpio y se dejaron secar a 50 °C. Las mediciones se realizaron
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utilizando un microscopio AFM modelo NANOSURF EASY SCAN 2, de la marca Nanosurf
(Figura 10), operando en modo de fuerza estatica (static force mode). Se empled una punta
de con una constante de fuerza de 20 nN. Las iméagenes topograficas se adquirieron en un
area de escaneo de 5.08 x 5.08 um, 2.42 x 2.42 um, 7.93x 7.93um y 3.65 x 3.65 um, con una

resolucion de 512 x 512 pixeles y una resolucion lateral estimada de 10 nm.
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Figura 10. Microscopio AFM.
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6.3 Pruebas Citotoxicas

6.3.1 Ensayo de hemdlisis

Para evaluar la hemocompatibilidad de las NPsAg, se llevo a cabo un ensayo de hemolisis in
vitro. A continuacion, se describe el procedimiento experimental, que incluy¢ la preparacion
de una suspension de eritrocitos humanos, la mezcla con diferentes concentraciones de

NPsAg, y el analisis de la liberacion de hemoglobina mediante espectroscopia UV-Vis.

a) Preparacion de suspension de eritrocitos

Se extrajeron 25 mL de sangre venosa de un donante sano mediante flebotomia al vacio,
utilizando heparina dipotésica para evitar la coagulacion. Después de la extraccion, la sangre
fue centrifugada durante 15 minutos a 2500 rpm; se marcaron los niveles de hematocrito y
plasma, eliminando este ultimo mediante aspiracion suave con pipeta y sustituyéndolo por
solucién tampon PBS.

Después de tres lavados con PBS, con centrifugacion a 2500 rpm durante 15 minutos en cada
uno, se obtuvo un paquete de eritrocitos. Para la preparacion de los experimentos, se diluyo
0.5 mL del paquete de eritrocitos en 24.5 mL de PBS en un tubo de fondo cénico, obteniendo

asi una suspension madre de eritrocitos en proporcion 1:50 (25 mL).

b) Preparacion de Soluciones para la evaluacion de hemocompatibilidad.
Se prepararon las soluciones a partir de la solucién madre obtenida de la sintesis de
nanoparticulas, mezclando 50 pl de NPsAg con 950 pl de una suspension de eritrocitos al

2 %.
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Se prepard una solucion tampén de PBS con agua nano pura (Milli-Q), ajustada a un pH de
7.2. También se prepard una solucion de Triton X-100 al 20 % como control positivo,
mezclando 20 mL de Triton X-100 en 80 mL de agua nano pura, agitando de manera

controlada para evitar la formacion de burbujas.

¢) Incorporar las NPsAg en una suspension de eritrocitos a diferentes concentraciones

Para el montaje de los tubos experimentales para evaluar la hemdlisis de las NPsAg, se
anadieron 950 uL de la suspension de eritrocitos a 50 uL de las soluciones de NPsAg en
diferentes concentraciones (1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000), por triplicado. Para el control
negativo ¢ (-), se anadié PBS a la suspension de eritrocitos, mientras que para el control

positivo ¢ (+), se afiadid Triton X-100 al 20 %.

Posteriormente a la preparacion de las suspensiones, los tubos se incubaron simultaneamente
a 37 °C durante 2 horas, agitandolos cada 30 minutos mediante inversion suave. Finalizada
la incubacidn, los tubos se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos. y el sobrenadante
fue transferido a nuevos tubos para su posterior lectura de absorbancia a 450 nm en un

espectrofotometro UV-Vis (Figura 11).
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Figura 11. Prueba de Hemolisis en donador sano. (imagen: Autoria propia).

d) Calculo del porcentaje de hemolisis.

Después de realizar el ensayo de hemdlisis, se utilizo espectroscopia UV-Visible para cuantificar
la liberacion de hemoglobina, la cual se empled para calcular el porcentaje de hemolisis
inducido por las NPsAg. Esta medicion permitié evaluar el grado de hemdlisis en funcion de

la concentracion de nanoparticulas.

El porcentaje de hemdlisis se determind a partir de los valores de absorbancia obtenidos
mediante un espectrofotometro Genesys 30 visible spectrophotometer de la marca Thermo
Scientific. Para ello, se midio la absorbancia de los sobrenadantes de eritrocitos tratados con
diferentes dilucioness de NPsAg (1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000), asi como de los controles

positivo y negativo, y de los controles negativos individuales asociados a cada concentracion.
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En total, se registraron 38 valores de absorbancia, uno por cada tratamiento y la absorbancia
utilizada para el calculo se registrd especificamente a una longitud de onda de 450 nm,
correspondiente al pico de Soret, caracteristico de la hemoglobina liberada durante la
hemolisis, este pico es el mas comiunmente usado en ensayos espectrofotométricos, ya que

es sensible a la concentracion de hemoglobina libre en solucion.

El calculo del porcentaje de hemolisis para cada tratamiento se realizé utilizando la siguiente

formula:

)

Ap — Ac (—)ind
% Hemolisis = 100*< p ) )

Ac(+) — Ac(-)
Donde

Ap= absorbancia de cada muestra (NPsAg + eritrocitos)

Ac (-) ind= absorbancia del control negativo individual para cada muestra (eritrocitos sin
NPsAg)

Ac (+) = absorbancia del control positivo (eritrocitos + Triton X-100 al 20 %)

Ac (-) = absorbancia del control negativo (eritrocitos + PBS)

Los datos obtenidos fueron registrados en una tabla que muestra los valores de absorbancia
y los porcentajes de hemolisis para cada concentracion de NPsAg, y posteriormente fueron
representados graficamente para facilitar la comparacion y analisis de los resultados.

6.3.2 Antibiograma con cultivo de bacteria de Staphylococcus aureus.
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Para evaluar la actividad antibacteriana de las NPsAg frente a Staphylococcus aureus, se
empled la técnica de antibiograma por difusion en disco. Esta metodologia permite observar
la capacidad de las nanoparticulas para inhibir el crecimiento bacteriano mediante la
formacion de halos de inhibicion alrededor de discos impregnados con las muestras. A

continuacion, se describe detalladamente el procedimiento realizado

Para la realizacion del antibiograma con la bacteria Staphylococcus aureus, primero se llevod
a cabo la preparacion del medio de cultivo. Para ello se suspendieron 19 g de Agar Mueller-
Hinton en 500 mL de agua purificada. La mezcla se llevo a ebullicion y se esterilizé en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizado, el medio se vertié en placas
(cajas) Petri estériles, llenando aproximadamente 25 mL por placa. Las placas se dejaron

solidificar durante 24 horas a temperatura ambiente (Figura 12).

A continuacion, se procedid con la inoculacion de las bacterias. Se prepard el cultivo de
Staphylococcus aureus en caldo de cultivo. Con un hisopo estéril, se inoculd la superficie de
las placas con el cultivo bacteriano mediante un extendido uniforme, utilizando la técnica de
estriado en superficie.

Seguidamente, se llevo a cabo la preparacion de los discos impregnados, los cuales fueron
replicados por triplicado. Para ello, se impregnaron discos de papel filtro estériles con 10 pL
de cada solucion por disco, en concentraciones 1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000, ademés de un

control positivo (+).
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Después de esto, se realizd la colocacion de los discos sobre las placas ya inoculadas. Los
discos se colocaron cuidadosamente sobre la superficie del agar, inoculado manteniendo una

distancia adecuada entre ellos para evitar la superposicion de los halos de inhibicion.

Posteriormente, se procedié con la incubacion de las placas, colocandolas boca abajo a una
temperatura de 37 °C durante un periodo de 24 horas. Finalmente, se llevd a cabo la
evaluacion de los resultados, midiendo los diametros de los halos de inhibiciéon formados
alrededor de cada disco. Las mediciones se realizaron en milimetros utilizando una regla o
calibrador. Los valores registrados se organizaron en una tabla para facilitar su analisis y
comparacion, y los resultados obtenidos permitieron comparar la efectividad de las

nanoparticulas con respecto al control positivo.
LA
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Staphylococcus horas medida de halos de
inhibicion

aureus

Figura 12. Procedimiento de cultivo bacteriano Staphylococcus aureus en caldo de cultivo

contra NPsAg. (Disefio por autor propio)
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Capitulo 7. Resultados y discusiones

7.1 Sintesis de NPsAg utilizando el método de reduccion quimica.

La sintesis de NPsAg se evidenci6 por el cambio de color en la solucion, una caracteristica
visual indicativa de su formacion. Este fenomeno se debe a la resonancia de plasmones
superficiales localizados (LSPR), que ocurre cuando los electrones libres en la superficie de
las nanoparticulas de plata oscilan colectivamente al interactuar con la luz. Esta oscilacion
genera una absorcion y dispersion especificas, lo que produce una coloraciéon visible que
varia entre tonos rojo, verde o marrdn, dependiendo del tamafno y la forma de las
nanoparticulas. Durante el proceso, la solucion de las NPsAg 1 adquirié una tonalidad color
amarillo-marrén dorado, lo cual sugiere la presencia de NPsAg, y la solucion de las NPsAg
2 adquirié una tonalidad color marrén grisaceo. Este cambio de color se puede observar

claramente en la figura 13.

Figura 13. Color caracteristico de NPsAg 1 (izquierda) y NPsAg 2 (derecha).
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7.2 Caracterizacion de las NPsAg mediante espectroscopia UV-Vis

En la Figura 14 se presenta el espectro UV-Vis correspondiente a las muestras NPsAg 1 y
NPsAg 2. La muestra NPsAg 1 presenta un pico de absorbancia maximo a 436 nm, mientras
que NPsAg 2 muestra su maximo a 440 nm, ambos picos caracteristicos de la resonancia de
plasmones superficiales de las nanoparticulas de plata, generalmente localizada entre 400 y

450 nm. La presencia de ambos picos confirma la formacién de nanoparticulas de plata.

Al comparar la intensidad de las curvas, se observa que la muestra NPsAg 1 presenta mayor
absorbancia que NPsAg 2. Esta diferencia sugiere que NPsAg 1 contiene una mayor
concentracion relativa de nanoparticulas, lo que podria estar asociado a una mejor estabilidad
coloidal y menor tendencia a la aglomeracion. Asimismo, una mayor absorbancia puede
reflejar una sintesis mas eficiente, posiblemente favorecida por condiciones de reaccion mas

controladas o una relacidon mas adecuada entre los reactivos utilizados.

En cuanto a la forma del pico, en ambas muestras, los picos plasmoénicos son anchos y
presentan una cola de dispersion que decae gradualmente, lo que indica que las muestras son
polidispersas, es decir, contienen particulas con diferentes tamafios. El pico de NPsAg 2 esta
desplazado ligeramente hacia el rojo con respecto al de NPsAg 1, lo que sugiere que las
particulas de NPsAg 2 son relativamente mas grandes que las de NPsAg 1. Al comparar los
picos, se observa que el perfil de NPsAg 2 es ligeramente mas ancho que el de NPsAg 1, lo
que indica que NPsAg 1 posee una distribucion de tamafos mas uniforme y mejor dispersion

de particulas.

41



Finalmente, en la region del espectro correspondiente a longitudes de onda superiores a 500
nm, ambas curvas muestran una disminucion progresiva de la absorbancia, lo cual es
caracteristico de las nanoparticulas de plata. La ausencia de picos secundarios relevantes
sugiere que no se generaron subproductos o impurezas Opticamente activas, lo que refuerza

la idea de una sintesis limpia y bien dirigida.
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Figura 14. Espectro de absorbancia de las NPsAg 1y 2.

7.3 Caracterizacion de las NPsAg mediante microscopia de fuerza atdmica (AFM)

Se analizaron dos muestras de NPsAg mediante microscopia de fuerza atémica (AFM),

muestra 1 y muestra 2.
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En la muestra 1 (Figura 15), se observa una distribucion homogénea de las nanoparticulas de
plata, con una morfologia predominantemente esférica y un tamafo promedio de 120 nm
(tamafios entre 70-150 nm). Las particulas presentan una dispersion uniforme sobre la
superficie, con minima aglomeracion, lo que sugiere una sintesis controlada y condiciones

favorables durante el proceso de obtencion.

Figura 15. Imagen topografica obtenida mediante AFM de las NPsAg (muestra 1).

En contraste, la muestra 2 (Figura 16) muestra una mayor densidad y una evidente
aglomeracion de nanoparticulas en varias zonas. Aunque se mantiene mayoritariamente la
forma esférica, el tamafio promedio es mayor, alcanzando los 200 nm, y se identifican areas
con sobrecarga de particulas, lo que podria deberse a diferencias en las condiciones de
sintesis 0 a una menor estabilidad coloidal. Estos resultados concuerdan con los resultados
del analisis UV-Vis de cada solucién, lo que confirma el crecimiento de las nanoparticulas,

y una mayor tendencia a la aglomeracion en las NPsAg 2.
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Figura 16. Imagen topografica obtenida mediante AFM de las NPsAg (Muestra 2).

7.4 Evaluacion de citotoxicidad

7.4.1 Ensayo de hemdlisis: Cuantificacion por espectroscopia UV-Vis y calculo del

porcentaje de hemolisis

El porcentaje de hemolisis, cuantificado a partir de la liberacion de hemoglobina, se utilizo
como indicador de la biocompatibilidad hematica de las nanoparticulas evaluadas. A
continuacion, se presentan los resultados obtenidos para dos muestras de nanoparticulas de
plata (NPsAgl y NPsAg?2) en eritrocitos humanos expuestos a distintas diluciones (1:1, 1:10,
1:100 y 1:1000). Las Figuras 17 y 18 muestran las graficas de los porcentajes de hemolisis
obtenidos para cada muestra. En las Tablas I y II se presenta el porcentaje de hemdlisis

inducido por NPsAgl y NPsAg?2 a distintas concentraciones, respectivamente. En el eje X se
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representan las concentraciones evaluadas para cada muestra, y en el eje Y, el porcentaje de

hemolisis calculado a partir de la liberacion de hemoglobina.

Tabla 1. Porcentaje de hemolisis inducida por NPsAgl a diferentes concentraciones.

‘ Tratamiento H Ap (muestra) ||Ac(—) ind”Ac(+)H Ac(-) H % Hemolisis |
| NPsAg 1:1 | 0.266 || 0.13866 | 2.74 |(0.13866] 4.92055356 |
| NPsAg 1:10 | 0271 || 0.13866 | 2.74 |/0.13866] 5.0871348 |
| NPsAg 1:100 | 0.17366667 | 0.13866 | 2.74 [0.13866] 2.01178883 |
| |
| |
| |

NPsAg 1:1000 | 0.13866667 | 0.13866 | 2.74 0.13866] 1.34546386
Control negativo (PBS) || - I - -1 = 1 0%
Control positivo (Tritén X) | - - | -1 = | 100%
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Figura 17. Porcentaje de hemolisis inducido por NPsAg 1 a distintas concentraciones.

45



En el caso de NPsAgl (Figura 17), se observo que el porcentaje de hemolisis se mantuvo

muy bajo en todas las concentraciones evaluadas, con valores que no superaron el 10%,

incluso en las concentraciones mas altas 1:1 (8.4935 pug mL ") y 1:10 (0.8493 ng mL™") y en

concentraciones mas diluidas 1:100 (0.0849 pg mL™") y 1:1000 (0.00849 pg mL™) el efecto

hemolitico es menor, acercandose al valor del control negativo (PB). Esta baja respuesta

hemolitica indica que NPsAgl presenta una excelente biocompatibilidad con eritrocitos o

baja citotoxicidad hemolitica, sin inducir dafio significativo a la membrana de los eritrocitos.

Ademads, se observa un comportamiento decreciente de la hemolisis con la dilucion,

mostrando una curva estable, lo cual refuerza su consistencia y seguridad.

Tabla II. Porcentaje de hemolisis inducida por NPsAg?2 a diferentes concentraciones

‘ Tratamiento HAp (muestra) HAc(—) indHAc(+)|| Ac(-) H % Hemolisis |
| NPsAg 1:1 | 039333 ][0.214666 | 2.74 |0.214666] 7.0749736 |
| NPsAg 1:10 | 0302  ][0.214666 | 2.74 |0.214666] 3.45828933 |
| NPsAg 1:100 | 04723 ||0.214666 | 2.74 ||0.214666]| 10.2032735 |
| NPsAg 1:1000 | 0304  ||0.214666 | 2.74 ||0.214666] 3.537486 |
‘ Control negativo (PBS) H - H — H - || - H 0% |
|Control positive (Tritén X)| - I - -1 - | 100% |
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Figura 18. Porcentaje de hemolisis inducido por NPsAg?2 a distintas concentraciones.

En contraste, en la Figura 18 se observa que las NPsAg 2 mostraron un comportamiento
diferente, teniendo una respuesta mas variable y menos compatible. La concentracion 1:100
(0.33974 pg mL™") supero el umbral del 5% y alcanz6 10.2 %, lo que indica potencial
citotoxicidad hemolitica. Aunque las concentraciones 1:1 (33.974 ugmL™), 1:10 (3.3974 pg
mL™)y 1:1000 (0.033974 ng mL™") se mantuvieron por debajo del 10%, se observo un perfil
de hemdlisis irregular, con un comportamiento hormético, caracterizado por una curva en
forma de U, donde se evidencia un aumento de toxicidad en concentraciones intermedias,

mientras que en concentraciones altas y mas diluidas presentan una menor actividad
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hemolitica. Este aumento podria deberse a una mayor interaccion con la membrana celular,
posiblemente atribuible a diferencias en la composicion, el tamafio, la morfologia o la carga

superficial de las nanoparticulas, influenciadas por el agente estabilizante de las NPsAg2.

Ambas muestras presentan compatibilidad con sangre a nivel in vitro; sin embargo, las
NPsAgl presentan un perfil mas uniforme y seguro, con una disminucion del porcentaje de
hemolisis de forma casi logaritmica, como se espera en este tipo de ensayos: a menor
concentracion, menor interaccion con la membrana celular. En contraste, las NPsAg2 no
siguen este patron, ya que no muestran una caida logaritmica, lo que podria indicar cambios
en la superficie de las nanoparticulas al diluirse. No obstante, ninguna de las dos
formulaciones provocé una hemolisis significativa o comparable con la lisis total inducida
por el control positivo, lo que indica que ambas mantienen un perfil hemocompatible
aceptable. Sin embargo, los resultados sugieren que NPsAgl ofrece una mayor seguridad
para aplicaciones biomédicas en las que se prevea contacto con la sangre, debido a su menor

potencial hemolitico.

7.4.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana mediante antibiogramas.

Se presentan los antibiogramas obtenidos tras la evaluacion de la actividad antibacteriana de
las nanoparticulas de plata mediante el método de difusion en disco. Las Figuras 19 y 20
muestran los halos de inhibicion formados alrededor de los discos impregnados con
diferentes concentraciones de nanoparticulas y con el control positivo (halos marcados). Sin

embargo, ninguna de las dos muestras mostrd actividad antimicrobiana. Esto puede deberse
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al tamafio de las nanoparticulas: al tener radios grandes, disminuye la relacion

superficie/volumen, lo que reduce la liberacion de iones Ag*.

Figura 20. Ausencia de actividad antimicrobiana.
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Capitulo 8. Conclusiones y trabajo futuro

Conclusiones

La presente investigacion permiti6 sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata (NPsAg)
mediante el método de reduccion quimica, con el proposito de evaluar su
hemocompatibilidad y su potencial aplicacion biomédica. Los resultados obtenidos permiten

extraer las siguientes conclusiones principales:

1. Sintesis y caracterizacion:

e La espectroscopia UV-Vis confirmo la formacioén de nanoparticulas de plata
con picos de absorbancia caracteristicos en 436 y 440 nm.

e El andlisis morfologico por AFM mostré que las NPsAg 1 presentaron
particulas esféricas, homogéneas y con tamafios promedio entre 70—150 nm,
mientras que las NPsAg 2 alcanzaron didmetros cercanos a 200 nm, con
mayor aglomeracion y menor estabilidad coloidal.

e Los resultados sugieren que es necesario ajustar la relacion citrato-Ag y la
temperatura durante la sintesis, ya que estos factores probablemente

influyeron en el tamafio y la estabilidad de las nanoparticulas.

2. Hemocompatibilidad:
e Losensayos de hemolisis demostraron que las NPsAg 1 y NPsAg 2 presentan

baja citotoxicidad, con porcentajes de hemdlisis inferiores al 5% y 10%
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respectivamente, lo que las clasifica como no hemoliticas o ligeramente
hemoliticas segun la norma ASTM F756.

e Las dos muestras mostraron buena hemocompatibilidad, pero NPsAg 1
demostrd una alta biocompatibilidad, ya que presentd un menor porcentaje de
hemolisis por debajo del umbral de 5%, indicando una interaccion mas segura
con los eritrocitos y, por tanto, mayor biocompatibilidad en aplicaciones
hematicas, la dosis mas alta probada, 8.49 ppm, resulto en solo 4.92% de

hemolisis.

3. Actividad antimicrobiana:

e Las pruebas de antibiograma frente a Staphylococcus aureus no mostraron
actividad antibacteriana detectable. Este resultado sugiere que factores como
el tamafio de particula, la estabilidad coloidal y la limitada liberacion de iones
Ag" pudieron reducir la eficacia antimicrobiana bajo las condiciones

experimentales empleadas.

4. Aplicaciones potenciales:
e Aunque las NPsAg sintetizadas no mostraron efecto bactericida, presentan
biocompatibilidad sanguinea, lo que las convierte en candidatas para

aplicaciones topicas y para sistemas de liberacion de farmacos.

En conjunto, los hallazgos confirman la hipotesis planteada y cumplen con los objetivos del
estudio, ya que fue posible obtener nanoparticulas de plata estables, con bajo efecto

hemolitico y potencial aplicabilidad biomédica.
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Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos, se identifican diversas lineas de investigacion que

permitirdn ampliar y optimizar el uso de nanoparticulas de plata en el &mbito biomédico:

1. Optimizacion de la sintesis:

e Con base en los resultados obtenidos, se propone optimizar las condiciones de sintesis
mediante el aumento de la relacion citrato—plata, la variacion de la temperatura de
reaccion y el ajuste del tiempo de sonicacion. Asimismo, la aplicacion de sonicacion
en frio podria contribuir a prevenir la coalescencia de las particulas. Estas
modificaciones permitirian obtener nanoparticulas de menor tamafio (10-30 nm), lo
que favoreceria una mayor superficie activa y, en consecuencia, una mejor capacidad
antimicrobiana.

e Actualmente, las investigaciones en nanoparticulas priorizan su actividad
antimicrobiana, con el objetivo de obtener particulas con alto potencial
antimicrobiano sin comprometer su biocompatibilidad. En este sentido, se sugiere

continuar optimizando su disefio para conservar este equilibrio.

2. Uso de recubrimientos y estabilizantes:
e Incorporar un polimero estabilizante o agentes de recubrimiento que prevengan la

aglomeracion de las nanoparticulas y favorezcan una mayor estabilidad coloidal

3. Ensayos complementarios de biocompatibilidad:

52



o Realizar los ensayos de hemolisis en un intervalo lineal a concentraciones mayores
de 8.5 pg/mL para NPsAg 1 y entre 0.033974 y 3.3974 pg/mL para NPsAg 2 con el

fin de evaluar con mayor precision su hemocompatibilidad.
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