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Resumen

Se prepar6 un nanocompuesto con actividad bactericida a partir de nanoparticulas de cobre en una matriz
de complejos de polielectrolitos (PEC) de quitosano y acido hialurénico. Las nanoparticulas, los PEC y el
nanocompuesto fueron caracterizados empleando técnicas de UV-Vis, IR, AFM, DLS y microscopia 6ptica.
La actividad antimicrobiana del compuesto fue ensayada frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosay Mycobacterium abscessus tipo II, en condiciones limpias y sucias mediante una modificacién
de la prueba cuantitativa en suspensiéon de acuerdo con la norma europea EN 1276. Se encontré que la
matriz de PEC permite la estabilizacién de las nanoparticulas de cobre, evitando su aglomeracién en el
tiempo. Por otro lado, el ensayo de actividad antimicrobiana permitié determinar que el nanocompuesto es
efectivo sobre P. aeruginosa con reduccion de viabilidad de 7-Log,,en 5 minutos en condiciones limpias y
sucias; sobre S. aureus con reduccion de 3,85-Log,, en 120 minutos en condiciones limpias y 6-Log,, en
5 minutos en condiciones sucias y sobre M. abscessus con una reduccion de 7-Log,, en 120 minutos en
condiciones limpias y 2,34-Log,, en 120 minutos en condiciones sucias. Este estudio es un aporte hacia
el entendimiento y mejoramiento del diseno de nanocompuestos con potencial actividad antimicrobiana.
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Abstract

A nanocomposite with bactericidal activity was prepared from copper nanoparticles in a matrix of
polyelectrolyte complexes (PEC) of chitosan and hyaluronic acid. The nanoparticles, PECs, and nanocomposite
were characterized using UV-Vis, IR, AFM, DLS, and optical microscopy techniques. The antimicrobial
activity of the composite was assayed against Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and
Mycobacterium abscessus type 1l under clean and dirty conditions by a modification of the quantitative
suspension test according to the European Standard EN 1276. It was found that the PEC matrix stabilizes
copper nanoparticles, avoiding their agglomeration over time. On the other hand, the antimicrobial activity
test showed that the nanocomposite is effective on P. aeruginosa with a viability reduction of 7-Log, in 5
minutes in clean and dirty conditions; on S. aureus with a decrease of 3.85-Log10 in 120 minutes in clean
conditions and 6-Log,, in 5 minutes in dirty conditions and M. abscessus with a reduction of 7-Log  in
120 minutes in clean conditions and 2.34-Log  in 120 minutes in dirty conditions. This study contributes
to understanding and improving the design of nanocomposites with potential antimicrobial activity.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE UN NANOCOMPUESTO DE COBRE-QUITOSANO/ACIDO HIALURONICO

Introduccion

La nanotecnologia se basa en la
manipulacién de la materia a una escala
casi atdmica y molecular para producir
materiales con caracteristicas fisicoquimicas
mejoradas. Esta tecnologia promete avances
cientificos en muchos sectores (Adams y
Barbante, 2013). Muchos aspectos de la
nanotecnologia se basan en el hecho que
las propiedades de los materiales cambian
cuando alcanzan la escala nanométrica.
A medida que disminuyen las escalas de
longitud de los materiales (por debajo
de los 100 nm), los efectos producto del
incremento del area superficial se vuelven
importantes y aparecen efectos cuanticos
que conducen a cambios profundos en
las propiedades fisicoquimicas de los
nanomateriales (Adams y Barbante, 2013;
Gomez Garzoén, 2018).

Entre los nanomateriales mas
representativos se encuentran las
nanoparticulas (Nps), que son estructuras
con tamanos en el rango de entre 1y 100 nm,
generalmente clasificadas de acuerdo con
su material de composicion en organicas,
inorganicas o a base de carbono. Las Nps
exhiben propiedades fisicas, quimicas y
biologicas unicas en comparacion con las
propiedades de los materiales de las que
estan compuestas a escala microscopica
(Ealias y Saravanakumar, 2017).

En las ultimas décadas, las Nps
metalicas (MNps) han sido ampliamente
utilizadas en diversas industrias debido a
su amplia gama de propiedades eléctricas,
fisicas, quimicas y Opticas (Khodashenas
y Ghorbani, 2014). Entre los metales, el
cobre (Cu) es de particular interés ya que
los iones de cobre, solos 0 en complejos
de cobre, se han utilizado durante siglos
para desinfectar liquidos, sélidos y tejidos

humanos. Hoy en dia, el cobre se utiliza
como purificador de agua, alguicida,
fungicida, nematocida, molusquicida y
agente antibacteriano y antiincrustante
(Borlow y Gabbay, 2004%).

Mas recientemente se ha determinado
que la supervivencia del virus SARS-CoV-2
disminuye en superficies de cobre en
comparacion con superficies de carton,
acero inoxidable y plastico (van Doremalen
y col., 2020). Se ha considerado que el
efecto del cobre depende del tiempo y la
concentracion, lo que da como resultado un
dano irreversible al virus y la destruccion de
las paredes celulares (Warnes y col., 2015).

En vista de la gran variedad de
aplicaciones del cobre, la sintesis de
nanoparticulas de cobre (CulNps) es muy
apreciada. Generalmente, las MNps se
sintetizan a través de tres tipos diferentes
de métodos: quimicos, fisicos y biologicos.
Sin embargo, solo algunos de los métodos
de sintesis reportados son capaces de
producir CulNps estables, debido a la alta
tasa de oxidacion de las CulNps (Borlow y
Gabbay, 2004; Khodashenas y Ghorbani,
2014).

La estabilizacion de MNps puede
alcanzarse a través de dos métodos:
estabilizacion estérica o estabilizacion
electrostatica (Schmid, 1994). Una
estabilizaciobn combinada de tipo
eletroestérica puede lograrse a través del
empleo de un tipo de nanoestructura que
ha ganado popularidad recientemente,
los complejos de polielectrolitos. Los
complejos de polielectrolitos (PEC) se
forman espontaneamente cuando dos
polielectrolitos (PEL) con cargas opuestas
interactiuan a través de atracciones
electrostaticas al mezclarse en una solucion
acuosa (Yang y col., 2015).
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El autoensamblaje de los PEC es un
proceso reversible donde los complejos
coexisten en equilibrio con los PEL libres
en solucion. Esta naturaleza dinamica de
los PEC inevitablemente compromete su
integridad por la dilucion o adicién de
otras especies cargadas. Como resultado,
la estabilidad de los PEC puede verse
seriamente comprometida en entornos
biolégicos, donde se pueden encontrar
elevadas concentraciones de pequenos
electrolitos y proteinas cargadas (IWu y
Delair, 2015; Insua y col., 2016).

Para solventar este problema, los
PEC se pueden estabilizar facilmente
mediante el entrecruzamiento idénico de los
componentes del PEC, minimizando de esta
manera el intercambio con los polimeros
libres en soluciéon. En relacion con esto
ultimo, se sabe que las propiedades de
union de los PEL a otras especies cargadas
muestran una fuerte dependencia de la
densidad de carga y el numero de grupos
cargados en la estructura del PEL. Como
resultado de la naturaleza cooperativa
de la unién de los PEL, los polimeros
con densidades de carga mas elevadas
muestran una mayor afinidad por los
sustratos cargados (Insua y col., 2016). La
forma mas sencilla de aumentar la densidad
de carga es aumentar el peso molecular
del PEL, y una manera de lograr este fin es
reticulando o entrecruzando los poliiones
en el PEC, aumentando asi drasticamente el
peso molecular general del polimero y, en
consecuencia, su afinidad de unién (Insua
y col., 2016).

La formacion de los PEC pasa por la
escogencia de dos polielectrolitos de
cardga opuesta. Son de interés el quitosano
(polication) y acido hialurénico (polianion),
por su biocompatibilidad y porque se ha
encontrado que los PEC formados a partir

de estos biopolimeros poseen propiedades
de liberacion controlada de farmacos y
proteccion de la carga util encapsulada
contra la degradacion quimica (Yang y
col., 2015), ademas del hecho que estos
biopolimeros, especialmente el quitosano,
pueden actuar como estabilizadores de
MNps, previniendo su aglomeracion y
oxidacion.

La nanotecnologiay la creacién de nuevos
materiales con propiedades antimicrobianas
potenciadas reciben cada vez mas atencion
en vista de la creciente preocupacién por
la resistencia antimicrobiana como uno
de los tres problemas mas importantes
de salud publica del siglo XXI (World
Health Organization, 2014). En este
contexto, y de acuerdo con lo expuesto
anteriormente, se propuso formular
nanocompuestos de CulNps en matrices
de PEC de quitosano/acido hialurénico,
que puedan incrementar sus propiedades
fisicoquimicas y antibacterianas,
manteniendo la biocompatibilidad del
biopolimero y reduciendo la posible
toxicidad de las Nps. Esto con el fin de
obtener un nanocompuesto con potencial
actividad antibacteriana y con aplicacion en
el area biomédica.

Materiales y Métodos
NANOPARTICULAS DE COBRE

La metodologia se baso en la aplicada
por Phul y col. (2018) para la obtencion de
CulNps.

COMPLEJOS DE POLIELECTROLITOS

Se prepararon voliumenes iguales de
soluciones de quitosano (Q) en acido lactico
(AL) y acido hialurénico (AH) en agua. En
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agitacion vigorosa, se adicion6 gota a gota
la solucion de acido hialurénico sobre la
de quitosano, a temperatura ambiente.
La aparicion de opalescencia evidencio la
formacion de una suspension de los PEC.
Adicionalmente se estudi6 el efecto que
tiene la adicion de tripolifosfato (TPP) en un
rango de valores entre 0,1y 0,001% m/v en
la estabilidad de las suspensiones de PEC.

NanocompuesTo DE CuNps-PEC

La obtencién del nanocompuesto se
realiz6é por la adicion del solido de CulNps
a la suspensién de PEC previamente
preparada, en agitacion vigorosa, para
asegurar la formacién de una suspension
uniforme. La suspension opalescente de
PEC pasé de una coloracion blanca lechosa
a una rosa por la presencia de las CulNPs.

Se siguieron las siguientes metodologias
para la caracterizacion de las Culps y del
nanocompuesto:

1. Estudio cualitativo de propiedades
opticas

Se estudi6 de manera cualitativa el
comportamiento 6ptico de una suspension
de CulNps empleando un espectrofotometro
de UV-Visible modelo Nicolet Evolution 300,
marca Thermo Electron Corporation. El
medio dispersivo fue agua destilada.

2. Estimacion del radio hidrodinamico

Se evalud el diametro hidrodinamico
de las suspensiones de CulNps y PEC
empleando un montaje experimental para
Dispersion Dinamica de Luz. El montaje
hizo uso de un laser de longitud de onda
(A) 635 nm con un angulo de dispersion de
90°. Para las CulNps, el medio dispersivo fue

agua destilada previamente filtrada. Los
PEC se evaluaron directamente.

3. Analisis de las interacciones en
el PEC

Las interacciones entre el Q, AH
y TPP fueron estudiadas empleando
espectroscopia de IR haciendo uso de un
espectrofotometro de infrarrojo modelo
1310, marca PerkinElmer. La suspension
de PEC se centrifugd y posteriormente el
residuo se seco por liofilizacion. La pastilla
de KBr fue realizada a partir del s6lido seco
resultante empleando una prensa hidraulica
para pastillas de IR marca PerkinElmer.

4. Estudio de la morfologia

Para obtener las imagenes de AFM se hizo
uso de un microscopio de fuerza atémica
modelo Dimension Edge, marca Bruker. Las
muestras se prepararon colocando una gota
de la suspension de PEC sobre una lamina
de mica de silice pulida y dejandola secar
al vacio por espacio de 96 horas.

5. Analisis por microscopia éptica

El analisis por microscopia Optica se
realiz6 directamente a la suspension,
colocando suficiente cantidad del liquido
sobre una lamina de vidrio para microscopio.
La imagen se tom6 empleando un
microscopio 6ptico modelo DMRXA con
ajuste del zoom con montura C ajustable
HC VARIO de aumento 0,33X-1,6X, marca
Leica.

6. Ensayosde actividad antimicrobiana

El nanocompuesto fue ensayado
mediante una modificacion de la prueba
cuantitativa para la determinacion de la
eficacia antimicrobiana de desinfectantes
y antisépticos quimicos de acuerdo con la
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norma europea EN 1276 en circunstancias
limpias y sucias a una temperatura de
25 °C. Las cepas empleadas fueron
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
cepa multiresistente de Pseudomonas
aeruginosa de aislamiento clinico, y
cepa de Mycobacterium abscessus tipo
Il de aislamiento clinico. Las cepas se
obtuvieron de la colecciéon del Laboratorio
de Tuberculosis del Instituto de Biomedicina
«Dr. Jacinto Convit» de la Facultad de
Medicina de la Universidad Central de
Venezuela.

Resultados y Discusion

ESTUDIO CUALITATIVO DE LAS PROPIEDADES
OPTICAS

Los nanomateriales de los metales
nobles como el Cu, Ag y Au exhiben un
fendmeno optico conocido como resonancia
de plasmon superficial localizado (LSPR)
que se manifiesta como una banda de
absorcion en las regiones del UV-Vis. En la
Figura 1 se muestra el espectro de UV-Vis
de una dispersion en agua de las CulNPs
obtenidas. El maximo de LSPR para el
cobre esta reportado a alrededor de 580
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Figura 1. Espectro de UV-Vis de una suspension acuosa
de CuNps

nm (Xiong y col., 2011), sin embargo,
factores como el tamano y morfologia
de las nanoparticulas tienen un impacto
importante en el desplazamiento del
maximo de la banda de LSPR. En este caso
el maximo para las CuNPs preparadas
se alcanza a 652 nm (Figura 1). Seria
necesaria mas informacion acerca de la
morfologia de las CuNPs obtenidas para
explicar la posicion del maximo de la
banda.

ESTIMACION DEL RADIO HIDRODINAMICO

En la Figura 2 se muestra el histograma
de frecuencia en funcion de la distribucion
de tamanos de una suspension de CuNps. De
entrada, puede observarse que el diametro
hidrodinamico de las Nps obtenidas se
encuentra dentro del rango de tamano
nanomeétrico, con una cota superior en
aproximadamente 50 nm. Dado que la
distribucion se encuentra sesgada a la
derecha, la media se encuentra desplazada
hacia la derecha del maximo, por lo tanto, el
diametro hidrodinamico promedio para las
Culps preparadas se encuentran alrededor
de los 20 nm.

Feetsnois
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Figura 2. Histograma de frecuencia en funcién del didmetro
hidrodindmico de una suspensién acuosa de CuNps
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Por otro lado, en las Figuras 3 y 4 se
muestran los histogramas de frecuencia en
funcion de la distribucion de tamanos de
las suspensiones de PEC de Q/AH cony sin
TPF, respectivamente. Los histogramas son
muy similares con ligeras diferencias en las
frecuencias. Los PEC que solo contenian Q/
AH resultaron tener un tamano ligeramente
mayor al de los PEC que contenian TPP.
Esto puede deberse al entrecruzamiento
iénico con el TPP, lo que causaria que
el PEC fuera mas compacto. El radio
hidrodinamico promedio para los PEC fue
de aproximadamente 7 nm, mientras que
para los que contenian TPP result6 ser de
aproximadamente 5 nm.

Fre Lt raia

Figura 3. Histograma de frecuencia en funcién del didmetro
hidrodindmico de una suspensién de PEC de Q/AH

Didrmetre hideodinisis [nm)

Figura 4. Histograma de frecuencia en funcion del didmetro
hidrodindmico de una suspensién de PEC de Q/AH con TPP

EsTUDIO DE LAS INTERACCIONES EN EL PEC

En la Figura 5 se muestran los espectros
de infrarrojo por TFIR (Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR), de quitosano
(Q), acido hialurénico (AH), tripolifosfato
(TPP), complejos de polielectrolitos de
quitosano-acido hialurénico entrecruzados
con tripolifosfato (Q/AH-TPP). Asi, se
observa que el quitosano (Q) exhibe una
banda caracteristica intensa y amplia en
la region de 3800-3000 cm!, atribuible a
las vibraciones de estiramiento solapadas
de O-H y N-H participando en puentes de
hidrégeno (Tomaz y col., 2018). Se observa
ademas una banda ancha en la zona entre
2880 cm™ atribuible a las vibraciones de
estiramiento de C-H (Pretsch y col., 2020).
La banda en 1651 cm™ corresponde a
las vibraciones de estiramiento de C=0
de amida (vibracién de amida I) como
un “hombro” caracteristico del quitosano
en el pico de flexion de N-H en 1599
cm-! (vibracion de amida II) (Knaul y
col., 1999; Sacco y col., 2014; Tomaz y
col., 2018). Las bandas de absorcién en
1156 cm! (estiramiento antisimétrico del
puente C-O-C) y 1088 cm™ (vibraciones
que involucran el estiramiento C-O de los
carbohidratos) son picos caracteristicos de
la estructura del quitosano (Sacco y col.,
2014; Tomaz y col., 2018).

Para el acido hialurénico (HA), se observa
la banda caracteristica intensa y amplia en
la region de 3800-3000 cm™, atribuible a
las vibraciones de estiramiento solapadas
de O-H y N-H de los grupos acetilo de
las unidades de N-acetil-glucosamina
participando en puentes de hidréogeno
(Mohammed y Niamah, 2022). La vibracion
de estiramiento caracteristica de C=0
en amida (vibracion amida I) se presenta
en 1622 cm! y la vibracion de flexion de
N-H (vibracion de amida II) en 1565 cm.
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Figura 5. Espectros de infrarrojo por TFF (Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR). De arriba hacia abajo: quitosano
(Q), 4cido hialurénico (AH), tripolifosfato (TPP), complejos de polielectrolitos de quitosano-acido hialurénico entrecruzados

con tripolifosfato (Q/AH-TPP)

Las vibraciones de estiramiento C-N se
observan en 1411 cm™ y finalmente en
1152 cm™ y 1045 cm! las vibraciones de
estiramiento C-O (Mohammed y Niamah,
2022).

El Tripolifosfato (TPP) muestra los
siguientes picos caracteristicos: estiramiento
P=0 en éster fosfato en 1682 cm;
estiramiento P=0 en 1212 cm!; vibraciones
de estiramiento simétrico y antisimétrico
del grupo O-P=0 en 1157 cm’!; vibraciones
de estiramiento simétrico y antisimétrico
del grupo PO, en 1101 cm™ y vibraciones de
estiramiento antisimétrico del puente P-O-P
en 893 cm! (Sacco y col., 2014; Tomaz y
col., 2018).

Por su parte, para los PEC de Q/AH-TPP,
una de las diferencias significativas es la
aparicion de una banda intensa en 1128 cm'!
que se atribuye al estiramiento C-O. Se sabe
que el numero de grupos idénticos en una

molécula altera las intensidades relativas
de las bandas de absorcién en un espectro
de IR (Fessenden y Fessenden, 1983), por
lo que el aumento en la intensidad de esta
banda respecto al Q y al AH puede deberse
a la contribucion tanto del Q como del AH
en el PEC. Por otro lado, alteraciones en la
vibracion del enlace por efecto de grupos
polarizantes produce cambios importantes
en el momento de enlace, generando un
aumento en la intensidad de la banda
(Fessenden y Fessenden, 1983), en este
caso por la presencia del TPP. Todo esto
supone una interaccion conjunta entre el
Q/AH-TPP en el PEC. Se observa ademas
una atenuaciéon de las bandas de amida I
y II por la interaccion de los grupos amino
cargados del Qy los grupos carboxilato del
AH (Nath y col., 2015) y la aparicién de una
banda de intensidad relativa elevada en
1731 cm! correspondiente al estiramiento
P=0 en éster fosfato.
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EsTUuDIO DE LA MORFOLOGIA

La topografia de los PEC se estudio
mediante AFM en modo tapping. En las
imagenes en 2D pueden observarse
estructuras, en ambos casos, de entre 100
y mas de 200 nm. Sin embargo, la imagen
3D muestra que la altura maxima en la
zona estudiada era de alrededor de 7,7
nm para los PEC de Q/AH (Figura 6.A) y de
6,2 nm para los PEC de Q/AH-TPP (Figura
6.B). Esto puede sugerir la formacion de
agregados que conservan la altura media
de la nanoestructura durante la evaporacion
en el proceso de preparacion de las
muestras. Alteraciones en la muestra como
esta se han documentado para diferentes
técnicas empleadas en la caracterizacion
de materiales poliméricos en soluciéon
(Patterson y col., 2014; Insua y col., 2016).

Tomando este hecho en consideracion,
los tamanos concordarian con los obtenidos

por DLS. Ademas, se observa igualmente
en este caso que la presencia del TPP en el
PEC genera una reduccion en el tamano de
la nanoestructura, también en concordancia
con los datos obtenidos por DLS.

ANALISIS POR MICROSCOPIA OPTICA

Las imagenes mostraron que las CulNps
se encontraban dispersas en la matriz de
los PEC de Q/AH-TPP, evidenciando que la
matriz es capaz de estabilizar las Culps y
evitar la formacion de agregados (Figura 7).

ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los resultados de la actividad bactericida
se resumen en la Tabla I. La tabla muestra
el promedio de dos ensayos realizados.
Se ensayo el nanocompuesto empleando
Staphylococcus aureus, COmo organismo
modelo de las bacterias Gram-positivas;

Figura 6. A) Imagenes de AFM 2D (izq.) y 3D (der.) de PEC de Q/AH. B) Imagenes
de AFM 2D (izq.) y 3D (der.) de PEC de Q/AH con TPP
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Figura 7.Imagen de microscopio 6ptico del nanocompuesto de PEC de Q/AH-TPP y CuNPs. A) Magnificacién:
5X. Aumento: 0,33X. B) Magnificacién: 5X. Aumento: 1,6X.

Tabla I.
Efecto bactericida del nanocompuesto con 200 pg/mL de CulNps con aumento
en el tiempo de exposicion en condiciones limpias y sucias

Condiciones limpias Condiciones sucias
. . Tiempo de exposicion . .
Microorganismo (min) Log (n) % Reduccién Log (n) % Reduccion

5 - - 6,00* 100,00
15 - - 6,00* 100,00
S. aureus 30 - - 6,00* 100,00
60 2,87 99,86 6,00* 100,00
120 3,85 99,98 6,00* 100,00
5 7,00* 100,00 7,00* 100,00
15 7,00* 100,00 7,00* 100,00
F. aeruginosa 30 7,00* 100,00 7,00* 100,00
60 7,00* 100,00 7,00* 100,00
120 7,00* 100,00 7,00* 100,00

5 0,88 86,92 1,03 90,77

15 1,48 96,69 123 94,07

M. abscessus 30 175 98,23 1,68 97,92
60 2,33 99,54 2,11 99,23

120 7,00* 100,00 2,34 99,54
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Pseudomonas aeruginosa para el caso de las
bacterias Gram-negativas y Mycobacterium
abscessus tipo Il como representativa del
género Mycobacterium, conocido por su
elevada resistencia a la desinfeccion (Bello
y col., 2006).

Los resultados muestran que el
nanocompuesto fue eficaz frente a estas
tres bacterias; sin embargo, hay dos
factores a destacar: el primero fue la
efectividad del nanocompuesto, a pesar de
que la concentracion de CulNps empleada
fue de apenas 200 pg/mL y segundo, el
hecho de que S. aureus presenté mayor
resistencia respecto a F. aeruginosa.

En general, las bacterias Gram-positivas
muestran una mayor susceptibilidad a las
Nps de cobre y sus 6xidos (Reny col., 2009;
May col., 2022) por lo que se requeriria una
menor cantidad de Nps para lograr el efecto
bactericida. De acuerdo a la literatura, la
mayor resistencia de las bacterias Gram-
negativas esta relacionada con la pared
celular caracteristica de estas bacterias
(Azam y col., 2012; Betancourt-Galindo y
col., 2014; Wang y col., 2017). La pared
celular de las bacterias Gram-negativas
esta compuesta por lipopolisacaridos,
lipoproteinas y fosfolipidos, que forman
una barrera que solo permite la entrada de
macromoléculas (Wang y col., 2017; Gupta
y col., 2019). En cambio, la pared celular
de las bacterias Gram-positivas incluye una
fina capa de peptidoglicano, asi como acido
teicoico y abundantes poros que permiten el
ingreso de moléculas extranas, provocando
danos en la membrana celular y la muerte
de las células. Ademas, en comparacion con
las bacterias Gram-negativas, las bacterias
Gram-positivas tienen una elevada carga
negativa en la superficie de la pared celular,
que puede atraer a las Nps (Wang y col.,
2017; Qupta y col., 2019).

Se requeririan otros estudios para explicar
de la mayor susceptibilidad de las bacterias
Gram-negativas a pesar de lo anteriormente
expuesto, sin embargo, puede inferirse que
los demas componentes del nanomaterial
juegan un papel importante. La presencia
de un exceso de quitosano en relacion al
acido hialurénico, generaria un exceso
de carga positiva en la superficie de los
complejos de polielectrolitos, potenciando
el efecto sobre la pared celular Gram-
positiva. En relacion a esto, Qiy col. (2004)
sugieren que la actividad antimicrobiana
del quitosano se debe a la disrupcion
de la pared celular, dada la densidad de
carga positiva del polimero respecto a la
densidad de carga negativa caracteristica
de las paredes celulares bacterianas. El
aumento en la densidad de carga superficial
en el pequeno tamano de las Nps podria
causar la lisis de la membrana externa
Gram-negativa, exponiendo la membrana
interna de menor grosor que en el caso de
las bacterias Gram-positivas.

Por otro lado, se sabe que el acido lactico
también posee actividad antimicrobiana.
Pasricha y col. (1979) encontraron que
acido lactico 0,1, 1 y 2% causa inhibicion
en el crecimiento de diversas cepas de S.
aureus y F. aeruginosa. Para el caso de
M. abscessus, la evidencia en relacion a
este tipo de ensayos de susceptibilidad
es escasa. Sin embargo, Cortesia y col.
(2014) encontraron que el acido acético al
6% elimind eficazmente M. abscessus en
30 minutos. Ademas, el acido propioénico
al 6% también produjo una reducciéon
importante de la viabilidad. Por lo tanto,
podria esperarse una actividad similar para
el acido lactico.

Otro factor importante es la distribucion
de tamanos de las Nps. Se conoce que el
tamanoy forma de las Nps contribuyen con su

232



TOVAR Y COL.

rendimiento como agentes antimicrobianos
(Dolai y col., 2021; Ma y col., 2022). Se ha
sugerido que, debido a su pequeno tamano
y a su elevada relacion superficie/volumen,
las Nps pueden gjercer una mejor actividad
antimicrobiana que los metales ordinarios y
esta actividad mejora con la disminucién del
tamano (May col., 2022). Las Nps preparadas
para la formulacion del nanocompuesto
presentaron tamanos menores a 50 nm con
un promedio de 20 nm; Betancourt-Galindo
y col. (2014) reportan tamanos menores a
20 nmy Reny col. (2009) reportan tamanos
de entre 20 y 95 nm. La cercania entre
los valores reportados y lo encontrado en
esta investigacion sugiere que debe haber
otros factores influyendo en la actividad del
nanocompuesto, debido a la reduccion de
los tiempos de actividad del nanocompuesto
en relacion con lo reportado. Betancourt-
Galindo y col. (2014) y Ren y col. (2009),
determinaron valores de concentracion
minima inhibitoria de entre 250-3600 ng/mL
de Culps para lograr el efecto bactericida en
experimentos de 4 horas (Ren y col., 2009)
y 16 horas (Betancourt-Galindo y col., 2014).
Sin embargo, el nanocompuesto preparado
en esta investigacion reduce la viabilidad
entre 6-Log , y 7-Log,, empleando 200 ug/
mL de Culps en el nanocompuesto en un
tiempo de exposicion de 2 horas.

Lo anterior podria sugerir que la mayor
susceptibilidad de las bacterias Gram-
nedgativas respecto a las Gram-positivas
se debe al efecto combinado de las
nanoestructuras presentes en la formulacion,
a saber las CulNps y los PEC de Q/AH.

Conclusiones

Esta investigacion representa un aporte al
entendimiento del diseno de nanomateriales
y su aplicacién en el area biomédica. El

estudio mostré una posible sinergia entre
los componentes del nanomaterial, lo
que contribuyé a incrementar la accion
antimicrobiana frente a organismos como
S. aureus y P. aeruginosa respecto a la
accion de los componentes individuales del
nanomaterial, de acuerdo con la literatura. Por
otro lado, dada la limitada literatura disponible
acerca de la accion de nanomateriales frente
a bacterias de elevada resistencia, como las
del género Mycobacterium, este estudio
muestra el potencial que tiene el empleo de
nanocompuestos como potenciales agentes
antimicrobianos con accion prolongada en
el tiempo.
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