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RESUMEN:

El ZnO es un material semiconductor que ha despertado gran interés debido a sus excelentes
propiedades optoelectronicas. Asi mismo ha sido sefialado como uno de los mejores materiales
empleados en remediacion ambiental. No obstante, aun existen limitantes para su implementacion a
gran escala, entre ellas, mejorar su estabilidad quimica y elucidar la biocompatibilidad del mismo.
Por otra parte, existen muy pocos reportes referentes al uso de campos magnéticos para el control
del crecimiento de microorganismos patégenos. Aungue se reportdé que la exposicion de
Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori a campos electromagnéticos (50 Hz y 1 mT) induce
cambios morfolégicos y fisiologicos, disminuyendo de esta manera su capacidad para formar
biopeliculas, postulando de esta manera que la aplicacion de NPs de ZnO y Fe3O,4 asi como NCs de
ZnO@Fe30,4 en sistemas in vitro generan una alta eficiencia bactericida y una baja o nula toxicidad
en sistemas in vivo. Para determinar esto se procedio a optimizar la sintesis de nanoparticulas de
Fe304 y nanocompositos de ZnO@Fe;04 empleando una ruta solvotérmica activada por microondas,
asi como la evaluacion del desarrollo de biopeliculas de Staphylococcus aureus bajo una densidad
bacteriana 1 x 10° bacterias a 37°C durante 24hrs y de Helicobacter pylori durante 72hrs a 37°C y
40psi de CO, en ausencia y presencia de distintas dosis (1, 2 y 4 mg/Kg) de los nhanomateriales por
método espectrofotométrico con safranina. Los resultados de la optimizacion de sintesis de los
nanomateriales indicaron que al realizar la purificacion de las MNPs a temperaturas de 4°C
aumenta significativamente el rendimiento (39.30 + 4.26%) con respecto al control (18.74 + 2.87%);
asi mismo se demostro la estructura nanometrica de los materiales. Los resultados in vitro
demostraron que bajo una dilucion de 1:40 se puede llegar a formar una biopelicula estable para
ambas bacterias; asi mismo se pudo determinar las dosis minimas bactericidas de cada nanomaterial,
siendo de 1mg/Kg para las NPs de ZnO con un 69% de inhibicion con respecto al control; 2 mg/Kg
para los NCs (52%) y 4 mg/Kg para las MNPs (44%), ulteriormente se pudo determinar la dosis
minima de inhibicion para las biopeliculas, 2 mg/Kg para las NPs de ZnO (55%); 4 mg/Kg para los
NCs (47%) y para las MNPs (48%). Los resultados in vivo demostraron que las interacciones
cronicas de estos materiales los organismos modelos no muestran ningin efecto toxicoldgico,
mientras que una interaccion aguda de ZnO y MNPs generan efectos histoldgicos adversos como la
degradacion hidrépica sobre el parénquima hepatico, pérdida de la integridad alveolar y
vacuolizacion de la zona molecular cerebelar. Estos resultados sugieren que a dosis bajas de los

NMs se puede generar una eficaz actividad bactericida y biocida, con nulo efecto toxicolégico.
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ABSTRACT:
ZnO is a semiconductor material which has aroused great interest due to its excellent optoelectronic

properties. Likewise it has been pointed out as one of the best materials used in environmental
remediation. However, still exist constraints for its implementation at large scale, including
improving its chemical stability and elucidate the biocompatibility of the material. On the other
hand, there are very few reports concerning the use of magnetic fields to control the growth of
pathogenic microorganisms. Although it was reported that exposure of Staphylococcus aureus and
Helicobacter pylori to electromagnetic fields (50 Hz and 1 mT) induces morphological changes,
decreasing its ability to form biofilms. Thus, in this work we evaluate the microbicidal activity and
biocompatibility of ZnO, Fe30,4, and ZnO@Fe3O4 NCs in in vivo and in vitro systems. We postulate
that these materials will exhibit high efficiency in the elimination of these microorganisms as well as
presenting a low or zero toxicity. To determine this, we proceeded to optimize the synthesis of
nanoparticles of Fe;O, and ZnO@Fe;04 nanocomposites using a solvothermal route activated by
microwave (MW) radiation, as well as the evaluation of the development of biofilms of
Staphylococcus aureus under a bacterial density 1 x 10° bacteria at 37° C during 24 hours and
Helicobacter pylori during 72 hours at 37° C and 40 psi of CO, in the absence and presence of
different doses (1, 2 and 4 mg/Kg) of nanomaterials by spectrophotometry with safranin.
Optimization of synthesis conditions indicate that separation and purification of MNP at low
temperatures (4°C) render higher recovery yields. In vitro results showed that under a 1:40 dilution
is possible to form a stable biofilm for both bacteria; Likewise we could determine minimal
bactericidal doses of each nanomaterial, being 1 mg/Kg for the NPs of ZnO with 69% inhibition
relative to the control; 2 mg/Kg for the NCs (52%) and 4 mg/Kg for MNPs (44%), it was
subsequently determined the minimum dose of inhibition for biofilms, 2 mg/Kg for the ZnO NPs
(55%); 4 mg/Kg for the NCs (47%) and MNPs (48%). Evaluation of the toxicity of the materials
using Wistar rats as model organisms indicate that chronic interactions of these materials don't show
toxicological effect, whereas an acute interaction of ZnO and MNPs generate adverse histological
effects as on the hepatic parenchyma hydropic degradation, loss of alveolar integrity and
vacuolization of the cerebellar molecular area. These results suggest that at low doses of the NMs

can generate an effective bactericidal activity and biocide, with no toxicological effect.
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La nanotecnologia es un campo emergente de la ciencia con un interés creciente por sus numerosas
aplicaciones que van desde las tecnologias de la informacion a las aplicaciones medicas, las
implicaciones sociales y econdmicas de este campo a resultado en su incrementada popularidad,
conduciendo a su alta demanda. Esta ciencia es altamente dependiente de la colaboracion de varias
disciplinas cientificas para manipular y alterar las dimensiones de los materiales hasta la escala
atomica; resultando en la formacion de los nanomateriales. Como lo describen Markides et al
(2012), los nanomateriales poseen una, dos o tres dimensiones externas dentro del rango de 1 a 100
nandémetros (nm); rango que es conocido como “la nano-escala”. Actualmente los nanomateriales
han sido el pilar en la busqueda de nuevo conocimiento y aplicaciones, particularmente en los
campos de la medicina regenerativa, microbiologia y la ingenieria tisular; asi mismo la integracion
de la nanotecnologia con la biologia molecular ha resultado en el desarrollo de una nueva area del
conocimiento, la nanobiotecnologia (Gao et al; 2008). Adicionalmente la nanotecnologia ha
permitido a los cientificos, ingenieros y fisicos trabajar a nivel celular y molecular; aunque las
aplicaciones reales de los materiales nano-estructurados en las ciencias bioldgicas son poco
comunes, sin embargo estos materiales al ser comparados con sus contra partes en masa (de mayor
tamafo) proveen excelentes propiedades para su uso en este campo; en este sentido, los nanoclusters
son particulas ultrafinas de dimensiones nanométricas, localizadas entre la region de transicion entre
las moléculas y las estructuras microscopicas; vistos como moléculas, son tan grandes que no
pueden acceder a la categoria cuantica, por otra parte, vistos como materiales son tan pequefios que
exhiben caracteristicas que no son observadas en estructuras mayores (mayores de 100 nm). Es en
este régimen de tamafio que muchos avances bioquimicos se han realizado, asi como el inicio de

aplicaciones industriales, ambientales y farmaco-toxicoldgicas (Tartaj et al; 2003).

En este sentido una nanoparticula puede ser definida como un material con tres dimensiones
externas en el orden de la nano-escala y un diametro contenido entre 1 y 100 nm, asi mismo
contienen cerca de algunos cientos hasta 10° a&tomos (Makides et al; 2012); desde el punto de vista
fisico y quimico, cuando algunos materiales semiconductores alcanzan dimensiones de particulas o
menores que el radio de Bohr, un incremento en la brecha de banda de energia puede ser observada.
En metales nobles la disminucién en el tamafio por debajo del recorrido libre medio de los
electrones da lugar a una intensa absorcién en la region del UV-visible cercano (Tartaj et al; 2003).
En contraste los materiales metalicos que se encuentran dentro de la nano-escala poseen maltiples

aplicaciones, sin embargo el mayor beneficio del uso de las nanoparticulas es que, debido a su
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tamafio, pueden ser maniobradas y dirigidas con precision a una entidad o marcador bioldgico
especifico (Gao et al; 2009); ademas las nanoparticulas pueden interactuar con estructuras celulares
(100 — 1000 nm), subcelulares (20 — 250 nm), proteinas (3 — 50 nm) o estructuras geneticas (10 —
100 nm). Sus propiedades electronicas, Opticas y magnéticas Unicas junto con sus dimensiones
especificas permite que las nanoparticulas puedan ser personalizadas para un proposito especifico
bioldgico, como para el aislamiento celular, el transporte de farmacos, diagnosticos (Resonancia
Magnética Nuclear RMN), imagenologia celular e hipertermia (Issa et al; 2013). Es bien sabido que
las nanoparticulas inorganicas pueden actuar como agentes bactericidas y anti-fangicos debido a su
alta capacidad de interactuar con los componentes de estos microorganismos (Chwalibog et al;
2010).

1.1 Nanoparticulas magnéticas
De acuerdo a las investigaciones de (Issa et al, 2013) los materiales magnéticos son aquellos que

muestran una respuesta al aplicar un campo magnético sobre los mismos, estos son clasificados en
cinco tipos principales; ferromagnéticos, paramagnéticos, diamagnéticos, antiferromagnéticos y
ferrimagnéticos (Kumar et al, 2011). En caso de los materiales ferromagnéticos (como hierro,
niquel y cobalto) un atomo tiene un momento magnético neto que domina, el cual apunta en alguna
direccion. Los momentos magnéticos que dominan estan aleatoriamente distribuidos resultando en
un momento magnético neto de cero del material. Cuando el material ferromagnético es posicionado
en un campo magnético, los momentos magnéticos de los dominios se alinean a lo largo de la
direccion del campo magnético aplicado formando un gran momento magnético neto. Un momento
magnético residual existe incluso después que el campo magnético haya sido removido (Rahimi,
2010). En los materiales paramagnéticos (como el gadolinio, magnesio, litio y tantalo) un atomo
tiene un momento magnético neto debido a los electrones no apareados, pero sus dominios
magnéticos estan ausentes. Cuando un material paramagnético es posicionado en un campo
magnético, los momentos magnéticos de los &tomos se alinean a lo largo de la direccion del campo
magnético aplicado formando un momento magnético neto débil. Estos materiales no retienen
momentos magnéticos cuando se quita el campo magnético (Yigit, 2012). Por otra parte los &tomos
de los materiales diamagnéticos (como el cobre, plata, oro y muchos otros) poseen un momento

magnético neto igual a cero. Estos materiales presentan una respuesta muy débil contra el campo
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magnético aplicado debido a la realineacion de los orbitales de los electrones cuando se aplica un
campo magnético. Estos materiales no retienen momentos magnéticos cuando el campo magnético
es removido (Sandhu, 2010). Los materiales antiferromagnéticos (como lo son el MnO, CoO, NiO y
el CuCl,) son compuestos de dos diferentes &tomos que ocupan diferentes posiciones enrejadas. Los
dos 4tomos tienen momentos magnéticos que son iguales en magnitud y son opuestos en direccion,
los cuales resultan en un momento magnético neto igual a cero (Hussein, 2014). Los materiales
ferrimagnéticos (como la magnetita Fe3O, y la maghemita y- Fe,O3z) son también compuestos de
diferentes atomos que residen en distintos arreglos simétricos con momentos magnéticos anti-
paralelos. Sin embargo, en estos materiales, los momentos magnéticos no se cancelan mientras estos
tengan magnitudes disimiles los cuales resultan en un momento magnético espontaneo neto. Cuando
se posicionan en un campo magnético, los materiales antiferromagnéticos y ferrimagnéticos

muestran un comportamiento similar a los ferromagnéticos (Wang, 2011).

1.2 Nanoparticulas de ZnO
Como ya se ha mencionado anteriormente, las nanoparticulas de metales inorganicos han tenido

gran importancia debido a sus caracteristicas distintivas, tales como las cataliticas, Opticas,
magnéticas, electrénicas, antimicrobianas, procesos de cicatrizacion y antiinflamatorios (Hanley,
2009). Estas propiedades se deben principalmente a las variaciones en sus caracteristicas especificas
como lo son el tamarfio, distribucién atomica y la morfologia de las particulas. Entre las
nanoparticulas de 6xidos metalicos, el 6xido de zinc es interesante debido a sus vastas aplicaciones,
asi mismo la nanoestructura del ZnO exhibe una alta eficiencia catalitica, una fuerte absorcién y es
utilizado frecuentemente en la manufactura de protectores solares, ceramicas, en el procesamiento
del caucho, en tratamiento de aguas residuales y como fungicida (Chinnammal, 2015). Asi mismo
las NPs de ZnO representan una importante clase de materiales aplicados comercialmente, las cuales
han sido generalmente aplicadas en diagnostico, terapéutica, distribucion de farmacos, electrénica,
cosméticos, productos de higiene personal, aditivos para los alimentos, capacitores magnéticos,
actividades cataliticas, semiconductores, microbicidas, agentes protectores contra rayos UV, etc.
(Choi, 2014). Las NPs de ZnO tienen una estructura cristalina de wurtzita en condiciones
ambientales, la cual tiene una unidad central hexagonal con dos parametros en red, los cuales estan

compuestos de dos paquetes hexagonales altamente interpenetrados, los cuales consisten de un tipo
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de &tomo (Zn o O) desplazados con respecto al otro a lo largo del axis c, los cuales se organizan
capa por capa en direccion a lo largo de esta estructura, coordinandose tetraédricamente los iones
Zn*?y 0. La coordinacién tetraédrica del ZnO le confiere una estructura no centro-isométrica. En
la wurtzita hexagonal del ZnO, cada anion esta rodeado por cuatro cationes en cada esquina del

tetraedro, exhibiendo de esta manera un enlace covalente con hibridacion sp* (Kim, 2014).

Debido a sus caracteristicas, varios métodos de sintesis han sido empleados para generar una alta
variedad de nanoestructuras de ZnO, incluyendo NPs, nanocables, nanovarillas, nanotubos,
nanocinturones y otras morfologias complejas, sin embargo los procesos convencionales de sintesis
presentan un alto costo y baja pureza; como una solucion viable, los métodos en solventes organicos
presentan un bajo costo y una sintesis mas rapida, en adicion, la sintesis de NPs de ZnO en rutas
solvotérmicas da como resultado final una forma y tamafio bien definidos de las NPs. En este
aspecto, el principio de la sintesis solvotérmica estd basado en la descomposicion del precursor
organometalico a la de un material oxidado debido a las altas temperaturas de exposicion. Se ha
observado que la morfologia, tamafio y homogeneidad de los productos sintetizados dependen en
mayor medida de la concentracion del reactivo, el solvente, las condiciones de reaccion, la
naturaleza del ligando, el tiempo de reaccién y la temperatura de reacciéon. Dichos pardmetros
explican que la reaccion de complejos organometalicos con oxigeno o humedad, conduce
exotérmicamente a la generacion del material en forma de hidroxido y por accién de hidrélisis y
condensacion se lleva a cabo la oxidacion exotérmica. En general, el mecanismo de sintesis de NPs

involucra tres pasos, nucleacion, crecimiento y maduracion (Chinnammal, 2015).
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2.1. Helicobacter pylori
El patdlogo Robin Warren a principios de 1979, observé por primera vez a Helicobacter pylori en

una biopsia géstrica proveniente de un paciente con gastritis cronica activa. Sus observaciones en
estudios histopatologicos, continuaron por un par de afos, asociando la presencia del
microorganismo con el desarrollo de gastritis. Durante este tiempo hubo intentos para aislar a la
bacteria, sin éxito alguno (Ruiz, 2001). En 1981, el médico gastroenterdlogo Barry Marshall se unié
a la investigacion realizada por Warren confirmando esta asociacion. La bacteria morfol6gicamente
semejaba a un Campylobacter spp; razon por la cual fue llamada Campylobacter pyloridis, sin
embargo fue hasta 1982 que Helicobacter pylori fue aislada por primera vez, observandose
crecimiento después de cinco dias de incubacion (Smith, 2014). Finalmente fue en 1984, que se
publica en la revista Lancet la asociacion de Helicobacter pylori con la gastritis cronica y por
primera vez se sugirié que la Glcera péptica pudiera ser de etiologia infecciosa. En 1994 se efectud
una conferencia consensus por los Institutos Nacionales de Salud, donde Helicobacter pylori se ha
declarado la principal causa de Ulcera péptica y en este afio la Agencia Internacional para la
Investigacion del Céancer de la Organizacion Mundial de la Salud, declara que Helicobacter pylori es

un patégeno cancerigeno en humanos (Testerman, 2014).

2.1.1. Caracteristicas morfoldgicas y tintoriales
Helicobacter pylori es un microorganismo Gram-negativo, curvo, espirilado, que mide

aproximadamente 3.5 por 0.5um, posee multiples flagelos en uno de sus polos (de cinco a seis) lo
que lo hace altamente movil (Garcia, 2014). Posee un glucocalix con un grosor de 40 nm en grosor
que le permite unirse a las microvellosidades de las células epiteliales, dando un aspecto de estar
unidas por hilos. Es un microorganismo de crecimiento lento, tomando de 3 a 5 dias para poder
apreciar las colonias en medio solido, para su crecimiento en el laboratorio se requiere de
condiciones microaerdfilas (10% de CO,) y medios artificiales ricos en nutrimentos como: agar
sangre, peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa y sales como cloruro de sodio y bisulfito de
sodio, complementados con sangre de caballo, suero bovino fetal (SFB) o ambos (Carron, 2006). Su
caracteristica bioquimica mas sobresaliente es la abundante produccién de la enzima ureasa, la cual
cataliza la hidrolisis de la urea en amonio y biéxido de carbono; la produccion de amonio es un
mecanismo importante para la supervivencia de la bacteria en un ambiente con pH bajo, presente en

el jugo gastrico. Esta bacteria coloniza el estomago del humano y como caracteristica especial dicha
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colonizacion se presenta en forma de parches en la mucosa gastrica donde permanece por afios o
décadas (Folkesson, 2008). Las personas infectadas con este organismo tienen una inflamacion
gastrica cronico-activa que se puede presentar tanto en el antro pilérico como en el fondo gastrico,
superficial y difusa que involucra tanto al antro como al fondo gastrico. Esta inflamacion esta
relacionada con las alteraciones patoldgicas en la mucosa géastrica presentes en las diferentes
enfermedades gastroduodenales asociadas con la infeccion por Helicobacter pylori (White et. al.
2014).

2.1.2. Epidemiologia
Los estudios epidemioldgicos han mostrado que la infeccion por Helicobacter pylori esta presente

en la poblacion a nivel mundial. Sin embargo, la incidencia de la infeccion entre paises
desarrollados y en vias de desarrollo es muy diferente. Siendo en los Estados Unidos la incidencia
anual de infeccion ente el 0.5 y el 1% para menores de 10 afios y la infeccion aumenta hasta en un
50% en adultos. Por otro lado, se ha observado que entre un grupo de afroamericanos, hipanos e
indios nativos de ese pais, la infeccion por el microorganismo se presenta en edades tempranas con
una incidencia del 70 al 80% y la transmision familiar es alta (Roesler, 2013). Por el contrario, se
estima que en los paises en desarrollo la mayoria de las personas (del 80 al 90%) se infectan con
Helicobacter pylori a una edad promedio de 10 afios. Se han investigado muchos factores, pero
todos tienen como denominador comun el bajo nivel econémico. El hacinamiento, la vivienda
insalubre, el agua contaminada, la promiscuidad y la consanguinidad estan involucrados. El residir
en comunidades cerradas tales como hogares para pacientes con retraso mental, hospitales de
estancia prolongada para enfermos cronicos y orfanatos son otros factores que aumentan la
incidencia; en estas circunstancias, el contacto entre individuos es mas cercano que el normal y las
normas de higiene son menores (Cole, 2003). De hecho, se ha insistido en que la infeccion por
Helicobacter pylori es un mejor indicador de las carencias. En paises de Latinoamérica como Costa
Rica, Brasil y México se reporta una incidencia anual de 45 enfermos de cancer gastrico asociado a
Helicobacter pylori por cada 100 000 habitantes; por otra parte en México se han observado
regiones de mayor riesgo, como las zonas altas del estado de Chiapas donde existen grupos
indigenas que presentan una alta incidencia de cancer géastrico asociado con el microorganismo
(Lopez, 2010). En un estudio seroepidemiologico realizado en 2007 se mostré que el 20% de los

nifios de un afo de edad presentaban anticuerpos contra Helicobacter pylori y que la seropositividad
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aumentd hasta un 50% de los nifios de 10 afios de edad, lo que indica que la infeccion por el
microorganismo en nuestro pais se adquiere a edades tempranas. La tasa de seropositividad fue
aproximadamente del 5% anual durante los primeros 10 afios de vida y aument6 en un 80% en los
adultos jovenes entre los 18 y 20 afios de edad (Atapoor, 2014). En la actualidad no se conoce un
reservorio no humano, lo que hace suponer que la infeccion es especifica para el hombre, aunque se
ha documentado la infeccion experimental por Helicobacter pylori en primates, los cuales
desarrollan un cuadro clinico de gastritis y Ulcera muy parecido a la del humano. Los mecanismos
especificos de transmision de la bacteria siguen sin determinarse, pero por lo comun de la infeccion
y su amplia distribucién se postula que ocurre de persona a persona, por las vias oral-oral y oro-fecal
(Alzahrain, 2014). La familia del enfermo en la transmision vertical es probablemente un factor de
riesgo importante para perpetuar la infeccién. Dentro de las consideraciones epidemiologicas se
deberia tomar el diagnostico y tratamiento de los miembros de la familia ya que frecuentemente el
tratamiento es personal y no se investiga si hay otros miembros de la familia que presenten sintomas
similares, lo que repercutiria en la eficacia del tratamiento haciendo dificil de valorar si la infeccion
en un individuo que ha recibido tratamiento se debe a la reinfeccion por el tipo de cepa que
predomina en el grupo familiar o por una cepa externa, o bien si se trata de recrudescencia de la

enfermedad por cepas resistentes al tratamiento antimicrobiano elegido (Goh, 2011).

2.1.3. Factores de virulencia
A pesar de la alta incidencia de la infeccion por Helicobacter pylori en todo el mundo, no todas las

personas infectadas por esta bacteria desarrollan una enfermedad, al parecer el tipo de cepa
bacteriana que se encuentra colonizando la mucosa gastrica tiene una funcion determinante en el
desarrollo de la enfermedad. Se han propuestos varios mecanismos de virulencia para Helicobacter
pylori, uno de ellos es la produccion de ureasa (Wong, 2014). Esta enzima se caracteriza por tener
un peso molecular de 550 kDa y esta formada por dos subunidades UreA y UreB; esta enzima es
una de las proteinas mas abundantes, ya que constituye un 5% del total de proteinas que sintetiza el
microorganismo. La ureasa hidroliza la urea, ésta necesita que dos iones de niquel (Ni*?) se fijen en
su sitio activo redituando amonio y bidxido de carbono (Dunne, 2014). ElI amonio es un agente
neutralizante de acido clorhidrico del estbmago, que ocasiona transitoriamente aclorhidria con un
pH gastrico neutro. Este proceso permite que Helicobacter pylori se mueva rapidamente y atraviese
la capa de moco para llegar al epitelio gastrico. Mas aun, la ureasa per se y el amonio como

Antecedentes Ln u a a Pagina 16




producto final del desdoblamiento, tienen una funcion importante en la inflamacion induciendo la
respuesta inmune, ya que el amonio actia como factor quimiotactico que activa a los monocitos y
leucocitos polimorfonucleares para liberar citocinas y ocasiona una respuesta inflamatoria localizada
con dafio en el tejido del epitelio gastrico (Hagymasi, 2014). Otro factor de virulencia es el
lipopolisacérido (LPS) que posee en su antigeno “O” los carbohidratos de Lewis “X” (Lex) o Lewis
“Y” (Ley) o ambos. Se ha demostrado que Lex es similar al antigeno presente en el grupo sanguineo
02 y en la superficie de las células epiteliales gastricas. Los genes involucrados en estas similitudes
son los que codifican para la glucosiltransferasa y la fucosiltransferasa. Estos antigenos tienen una
participacién dual en la patogénesis; por un lado, producen un mimetismo molecular, que
posiblemente ayuda al microorganismo a evadir la respuesta inmune en el momento de la
colonizacion en el estbmago y con ello favorece su permanencia por tiempo prolongado en el nicho
gastrico y por el otro lado la induccion de una respuesta autoinmune contra los antigenos de Lewis
que expresa Helicobacter pylori y que son compartidos por las células eucariotas contribuyendo al
dafo directo o indirecto (lerardi, 2013). Aproximadamente el 60% de la cepas de Helicobacter
pylori producen proteinas codificadas por genes (picB y cagE) localizados en una isla de
patogenicidad denominada cag (PAl-cag). Estos genes se encuentran involucrados con la respuesta
inflamatoria, favoreciendo la induccion de la interleucina-8 la cual es un potente mediador
inflamatorio que recluta y activa neutrofilos. Esta isla tiene un tamafio aproximado de 40kb, con
alrededor de 40 genes. PAIl-cag presenta caracteristicas similares a las de otras islas de
patogenicidad encontradas en E. coli, Salmonella y Yersinia (Lina, 2014). La PAIl-cag puede estar
organizada de forma diferente dependiendo de la cepa que se estudie. Sin embargo la variabilidad
existente entre las cepas de Helicobacter pylori no solo estd dada por la organizacion de PAIl-cag, si
no por otras regiones en el cromosoma. Otro factor de virulencia importante es una proteina de
membrana externa denominada Proteina Asociada a la Citocina (CagA), la cual es codificada por el
gen CagA que se encuentra localizado en el extremo 3" de PAI-cag, esta proteina tiene un peso
molecular que varia entre 120 y 140 kDa, es altamente inmunogénica y cuya funcion se desconoce.
Sin embargo, la deteccion de anticuerpos contra CagA de Helicobacter pylori esta bien
documentada debido a su relacién en 87.5% en pacientes con Ulcera duodenal, 76% en pacientes con
Ulcera gastrica y 56.4% en pacientes con dispepsia no ulcerosa (Moyat, 2014). La produccion de una
citoxina vacuolizante (VacA) es, sin lugar a dudas, otro factor de virulencia importante de
Helicobacter pylori. VacA es responsable de la formacién in vivo de vacuolas en células del epitelio
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gastrico. VacA esta codificada por el gen VacA que es constitutivo y se encuentra en una sola copia
en el cromosoma de Helicobacter pylori, este gen es responsable del grado de inflamacién de la
mucosa gastrica y la regién media del gen es responsable del dafio en tejido epitelial (Yonezawa,
2013). Esta bien documentado que los genotipos de VacA son buenos indicadores de la enfermedad
ulcerosa, siendo la relacion de un 90% en pacientes con ulcera duodenal. En un estudio realizado en
México se mostrd que el 60% de los pacientes mexicanos presentaron infeccion maltiple con cepas
de Helicobacter pylori con diferentes alelos de VacA, sugiriendo que la infeccion multiple en la

poblacién esta mediada por tres tipos de mecanismos de accion de estas citoxina, los cuales son:

a) La formacion de grandes vacuolas en el citoplasma de las células epiteliales, que se originan
a nivel perinuclear hasta llenar completamente el citosol de la célula lo que origina su muerte
(Morales, 2013).

b) Aumento en la permeabilidad de las células polarizadas in vitro al paso de moléculas de bajo
peso molecular, un fendmeno que, al parecer, aumenta el flujo de nutrimientos del interior de
la célula hacia la submucosa favoreciendo la sobrevida de Helicobacter pylori (Garcia,
2014).

c) Formacién de canales a través de la membrana de lipidos de la membrana celular. Se ha
demostrado que la citoxina se activa por un pH acido, formando canales selectivos de baja
conductividad de aniones y dependientes de voltaje. EI aumento en la conductividad de iones
en las membranas endosomales activa la ATPasa V electrogénica favoreciendo el flujo de H”
y CI' del citosol al lumen del endosoma, ocasionando cambios osmoéticos que aumentan el
transporte de agua y, por consiguiente, un hinchamiento del compartimento endosomal
(Lépez, 2010).

Ademas de estos factores de virulencia que participan claramente en el desarrollo de estados
patoldgicos, Helicobacter pylori cuenta con otros mecanismos por los cuales produce dafio directo
al tejido gastrico como son: la produccion de una proteina de 150kDa que favorece la adherencia de
neutrofilos a células endoteliales (Stark, 1998). La inhibicidn de la respuesta secretora de moco por
las células productoras de moco, produce fosofolipasas tipo A, y C que rompen la capa protectora
rica en fosfolipidos de las membranas apicales de las células de moco. Por otra parte, Helicobacter
pylori produce una mucinasa que esté involucrada con la ruptura de mucosa gastrica. Helicobacter

pylori induce la sintesis de radicales libres (como Especies Reactivas de Oxigeno ROS),
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favoreciendo la muerte celular por apoptosis, produciendo Superoxido dismutasa, catalasa y
proteinas de choque térmico. Con todos estos mecanismos con los que cuenta Helicobacter pylori, el
papel del microorganismo en las diferentes patologias gastricas en la actualidad no tiene dudas
(Salamana, 2013).

2.1.4. Tratamiento
A pesar de los avances médicos, es necesaria una conversacion exhaustiva con el paciente antes de

iniciar un tratamiento anti- Helicobacter. Con la finalidad de dar a conocer las posibilidades del
poco éxito de erradicacion del microorganismo, asi como la generacion de efectos colaterales de los
medicamentos, enfatizando la necesidad de un cumplimiento estricto del régimen completo, a pesar
de dichos efectos (Yamaoka, 2010). Aunque la mayoria de los pacientes con Ulcera duodenal
experimentan una notoria mejoria en sus sintomas tras una erradicacion parcial de la bacteria,
pueden llegar a persistir los sintomas siendo necesario un tratamiento invasivo, agresivo y especifico
para cada sintomatologia (Yonezawa, 2009). El tratamiento ideal para la erradicacion de
Helicobacter pylori debera ser sencillo, seguro, sin efectos colaterales, con una eficacia del 100% y
de bajo costo. Sin embargo, este ain no se define y no ha sido posible realizar recomendaciones

especificas para un esquema optimo de tratamiento (Morales, 2013).

2.2. Staphylococcus aureus
El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae, la cual esta formada ademés por

los géneros: Micrococcus, Stomatococcus y Planococcus, siendo los Staphylococcus pertenecientes
al género Micrococcus y son los mas importantes desde el punto de vista médico. Este género esta
formado por 33 especies y 15 subespecies, siendo una en particular la mas frecuentemente
encontrada como causante de enfermedad en el humano (Staphylococcus aureus), aunque es
importante denotar que esta especie se puede encontrar como parte de la microbiota autoctona del

tracto respiratorio superior del humano (Sambanthamoorthy, 2008).
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2.2.1. Caracteristicas morfologicas y tintoriales
Staphylococcus aureus es una bacteria esférica, Gram-positiva, con un tamafio promedio de 1um de

didmetro, se caracteriza por ser inmovil, no forma espora, catalasa positiva y generalmente no tiene
capsula, es anaerobia facultativa y se presenta como células en forma de racimos de uvas. Su pared
celular esta formada de péptidoglucanos y acido teicoico (Archer, 2011). El di-aminoacido presente
en el péptidoglucano es L-lisina, en tanto que el puente interpeptidico es una oligolisina, resistente a
la lisozima pero susceptible a la lisostafina. La estructura antigénica de Staphylococcus aureus es
muy compleja y variada. Las distintas especies comparten varios antigenos entre los cuales se
encuentran los de naturaleza proteica, polisacaridica, y de acido teitoico, éste Ultimo es responsable
de la adherencia de Staphylococcus aureus a las células epiteliales de la mucosa nasal. Las cepas
que tienen capsula, la cual estd formada por polisacaridos son mas virulentas (Kulkarmi, 2012). El
determinante antigénico mas importante de Staphylococcus aureus estd representado por el
polisacarido A, especifico de grupo y ubicado en la pared celular. Este determinante antigénico se
encuentra dado por la unidad N-acetilglucosamina con uniones alfa o beta al ribitol del &acido
teitoico, capaz de inducir la produccion de anticuerpos séricos (Garcia, 2013). La proteina A,
constituye otro componente de superficie de Staphylococcus aureus y se caracteriza por presentar
cuatro residuos de tirosina completamente expuestos, responsable de la actividad bioldgica. Se
encuentra unida covalentemente a la mureina, aunque durante su desarrollo es capaz de liberarla al
medio de cultivo. Ademas de ser anti-complementaria y antifagocitica, promueve reacciones de
hipersensibilidad, produce lesiones plaquetarias, es quimiotactica y centra su capacidad para

interactuar con IgGz (Cramton, 1999).

2.2.2. Factores de virulencia
Staphylococcus aureus produce una amplia variedad de exotoxinas que le capacitan para colonizar y

causar patologias en el hospedero (Boles, 2011). Casi todas las cepas secretan enzimas que incluyen:
cuatro hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas y
colagenasa. Algunas cepas producen una 0 mas exotoxinas adicionales como son: la toxina del
sindrome del choque tdxico; enterotoxinas estafilococicas (A, B, C, D, E, H, 1), y la toxina

exfoliativa (A 'y B) (Fux, 2004). Entre las principales toxinas que secreta esta bacteria se encuentran:

Antecedentes Ln u a a Pagina 20



a) Toxinas epidermoliticas. Se conocen dos tipos de toxinas que actian sobre la epidermis;
exfoliativa A y B, cuyos genes se encuentran localizados en el cromosoma para el tipo A, en
tanto para el B se localizan en plasmido, el cual tiene ademas los genes que codifican para la
tolerancia al cadmio y produccién de bacteriocina (Thurlow, 2011).

b) Enterotoxinas. La enterotoxina A, se encuentra codificada en un bacteriéfago. La B no se
sabe en qué parte del genoma se encuentran los genes asociados a su produccion. La
enterotoxina C estd codificada en cromosoma. En tanto que la D esta codificada en un
plasmido que le confiere la capacidad para la produccion de penicilinasa y tolerancia al
cadmio. La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus, sintetizan enterotoxina A,
pudiendo ademas producir algun otro tipo de ellas (Sambanthamoorthy, 2008).

¢) Hemolisinas y estafilolisinas. A este grupo pertenecen las hemolisinas alfa, beta, gamma y
delta. Productos extracelulares que afectan eritrocitos y otras células de diferentes especies.
Mientras que la leucocidina se encuentra restringida a su accién en granulocitos y
macrofagos. La mayoria de las cepas producen una o mas combinaciones de hemolisinas. Es
la beta-hemolisina la que se produce mas frecuentemente por cepas de origen animal. Esta es
una fosfolipasa C, especifica de la esfingomielina activada por iones de magnesio. También
es llamada hemolisina caliente-fria, ya que su efecto litico no se manifiesta plenamente a
menos que la mezcla de sangre y toxina o cultivos en agar sangre, sean colocados a bajas
temperaturas tras su incubacion a 37°C. La alfa-hemolisina es la principal hemolisina de
cepas de origen humano y dafia también a las plaquetas. La gamma-hemolisina esta formada
por dos proteinas basicas que actian conjuntamente. Son sensibles a ellas los eritrocitos de
conejo, humanos y cordero. Es inhibida por agar, compuestos azufrados, colesterol y otros
lipidos. Es producida por la mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus de origen
humano y dafia eritrocitos de diferentes especies, leucocitos y protoplastos bacterianos
debido a su efecto surfactante (Gaupp, 2013).

d) Leucocidina de Panton-Valentine. Presenta especificidad por neutréfilos y macrofagos de
humanos y conejos, teniendo un efecto dermonecrotico en este Gltimo. Su sitio de accion es
la membrana celular alterando su permeabilidad (salida de K"y Ca*?) y activando ciertas
enzimas de membrana. El gangliésido GM, actla como receptor del complejo llevando

finalmente a la lisis celular (Leid, 2002).

Antecedentes Ln u a a Pagina 21



Como se mencion0 anteriormente esta bacteria secreta y posee enzimas que actlan como parte de
los factores de virulencia, entre las principales enzimas caracteristicas de esta bacteria se

encuentran:

a) Colagenasa. Es una proteasa considerada un determinante primario de patogenicidad. Sin
embargo, como consecuencia de sus propiedades sobre el organismo, es un factor que
promueve la diseminacién del patdgeno en el cuerpo (Boles, 2010).

b) Hialuronidasa. Familia de enzimas que actia sobre el cemento intracelular. Tiene una
condicion equivalente al descrito por la colagenasa. Considerado también como factor de
diseminacion (Boles, 2008).

c) Fibrinolisina. Algunas especies especialmente de origen humano producen estafiloquinasa,
también llamada factor de Midller o fibrinolisina. Aquellas cepas productoras de grandes
cantidades de fibrinolisina, pueden aparecer como coagulasa negativas, sobre todo después
de largos periodos de incubacion (Boles, 2011).

d) DNAsas. Staphylococcus aureus produce una nucleasa resistente a calor (termonucleasa,
DNAasa, fosfodiesterasa), la cual, presenta propiedades de endo y exonucleasa, con la que,
el ADN y ARN pueden ser degradados (Lebeaux, 2013).

e) Penicilinasas. También llamadas betalactamasas son enzimas que producen hidrolisis del
anillo betalactdmico, lo cual conduce a la pérdida en la actividad antimicrobiana,
contribuyendo a la resistencia del microorganismo. Estas betalactamasas son mediadas por
los plasmidos R, inducibles, que difunden al espacio periplasmico para alcanzar su sitio de
accion, que en caso de ser penicilina lo convierte en acido penicilanico, molécula que no
ejerce ninguna accion inhibitoria. En las cefalosporinas, ademéas de la ruptura del enlace
betalactamico hay una mayor degradacion del antimicrobiano. Staphylococcus aureus es
considerado el principal productor de betalactamasa entre las bacterias Gram positivas
(Chew, 2014).

2.2.3. Tratamiento y control
Las infecciones por Staphylococcus aureus tienen un espectro extraordinariamente amplio en sus

localizaciones y gravedad. Las formas graves se presentan frecuentemente en pacientes
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inmunosuprimidos asi como en edades extremas. Se considera que Staphylococcus aureus causa
aproximadamente el 40% de las neumonias, 20 — 40% de las septicemias y 30 — 90% de las
infecciones de heridas, aunque estos datos varian acuerdo al hospital y grupos de edades. En caso de
septicemias por Staphylococcus aureus, en aquellas situaciones en que el microorganismo sea
sensible a la penicilina, ésta puede administrarse en dosis de 20 — 40 millones de U/dia en adulto y
de 3 — 10 millones de U/dia en recién nacidos (Garcia, 2013). En aquellos casos en que
Staphylococcus aureus sea resistente a dicho antibidtico, la flucloxacilina (6 — 12g/dia en 4 — 6
dosis) es el farmaco de eleccion en nifios, a dosis de 3 mg/kg, en 3 — 4 administraciones
intravenosas. Como alternativa, una cefalosporina de primera generacion (cefalotina o cefazolina), a
dosis de 6g/dia para adulto y 20 mg/kg en nifios. En pacientes con alergia a penicilinas la
vancomicina a dosis de 2g/dia en adulto y 4 mg/kg en nifios, repartidos en dos tomas es el farmaco
de eleccién (Garcia, 2014). La duracién del tratamiento depende de la existencia de complicaciones.
Como norma general la presencia de focos supurativos viscerales es la indicacion de tratamientos
durante 4 — 6 semanas. En ausencia de aquellos, 12 — 14 dias de terapia con antibiético es suficiente
para una remocion parcial de la bacteria. En el caso de la meningitis producida por Staphylococcus
aureus posterior a la septicemia, endocarditis, infecciones Oticas y nasales, el tratamiento se
establece a base de flucloxacilina y cloxacilina por via intravenosa, inicialmente hasta que se
establezca la sensibilidad de la cepa causante del proceso (Gaupp, 2013). En pacientes alérgicos a
las penicilinas, la cefuroxima es una forma de tratamiento alternativo, ya que llega mejor al liquido
céfalo-raquideo que otras cefalosporinas. En el caso de infecciones de heridas, el antimicrobiano de
eleccion son las penicilinas estables a la penicilinasa y como tratamiento alternativo: clindamicina.
Para osteomielitis por Staphylococcus aureus, se administra una penicilina estable a la penicilinasa.
Las alternativas son clindamicina y ciprofloxacino (Thurlow, 2011).

Como ya se menciond con anterioridad la diseminacion de Staphylococcus aureus de persona a
persona es muy dificil de controlar. El lavado de manos y el cubrir las superficies cutaneas
expuestas disminuyen el riesgo de infeccion durante la intervencion quirdrgica (Mooremeler, 2014).
También es dificil el control de la diseminacion de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
debido a que los portadores nasofaringeos asintomaticos constituyen la fuente mas comun de estos
microorganismos. Se han obtenido buenos resultados por medio de la quimioprofilaxis con el uso

combinado de vancomicina y rifampicina; pero como ya se mencion0 anteriormente debido a las
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caracteristicas de poder ser multi-drogo resistentes no existe un tratamiento preventivo que

erradique a Staphylococcus aureus con un 100% de eficacia (Garcia, 2013).

2.3. Biopeliculas y su importancia médica
Las bacterias son capaces de crecer adheridas a casi todas las superficies, formando comunidades

complejas estructuralmente, en 1970 el término “biopelicula” fue utilizado para describir
estructuralmente el complejo ecosistema bacteriano que le permite a las bacterias funcionar
colectivamente de una forma coordinada, y se distribuyen en ambientes naturales, industriales y
clinicos mostrando ser estructuras criticas en muchas infecciones créonicas (Yonezawa, 2013).
Desde entonces, se ha establecido que la mayoria de las bacterias existen en complejos ecosistemas
microbianos unidos a superficies y no tanto como organismos plancténicos. Por lo tanto, el
crecimiento planctonico en cultivo puro no es como la bacteria normalmente existe en la naturaleza
(Carron, 2006). En la naturaleza, las biopeliculas son estructuras asociadas a superficie con
microorganismos comunes encapsulados dentro de una matriz secretada de exopolisacaridos. Las
biopeliculas pueden contribuir a la patologia humana y reducir el desempefio de dispositivos
médicos implantables, debido a que estas estructuras bacterianas expresan propiedades, que
aumentan la resistencia a agentes antimicrobianos. Se cree que este proceso contribuye de manera
importante al desarrollo de las enfermedades infecciosas (Giao, 2008). Por otra parte, en
condiciones naturales, la formacién de biopeliculas microbianas a menudo permite simbiosis
multiestaticas. Hay muchos beneficios que una comunidad de bacterias debe de recibir de la
formacion de biopeliculas, entre las cuales estan la resistencia a antimicrobianos, proteccion de
protozoarios y a la respuesta inmune del huésped. Una posible razon para el incremento de la
resistencia a estrés ambiental observada en biopeliculas parece ser la incrementada porcion de
bacterias persistentes dentro de la estructura (Hestvik, 2010). Se ha propuesto que las células
persistentes son protegidas de la accion de antibidticos porque expresan sistemas toxina-antitoxina
donde el objetivo de los antibidticos es bloqueado por las toxinas moduladoras. En adicion a un
aumento en las células persistentes, la presencia de una matriz extracelular protege
constitutivamente a las células de agresiones externas (Pich, 2013). La matriz extracelular también
puede actuar como una barrera de difusion para moléculas pequefias. Relacionado a esto, la difusion
de nutrientes, vitaminas o cofactores en la biopelicula, es méas lento resultando en una comunidad

bacteriana en la cual algunas de las células son metabdlicamente inactivas. Ademas, la tasa de
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crecimiento bacteriano esta influenciada por el hecho que las células dentro de la biopelicula estan
confinadas a un espacio limitado. Esta condicion es similar a la fase estacionaria creada en
condiciones de laboratorio (Posselt, 2013). Por lo tanto, la formacion de biopeliculas representa la
fase estacionaria natural del crecimiento bacteriano. Durante la fase estacionaria, la bacteria cambia
profundamente su fisiologia para incrementar la produccion de metabolitos secundarios, como son
algunos antibidticos, pigmentos y otras moléculas pequefias (Oleastro, 2013). Los metabolitos
secundarios también funcionan como moléculas de sefializacion para iniciar los procesos de
formacion de biopeliculas o para inhibir la formacion de biopeliculas de otros organismos que
invaden el mismo habitat (Lopez, 2010). Por lo tanto, es critico conocer mejor la composicién y los
factores que conducen a su formacion. La formacion de biopeliculas se inicia cuando la bacteria se
convierte de un estado planctonico a su forma comdn, en el cual estan firmemente unidas a
superficies bidticas o abidticas, por lo tanto el crecimiento de las bacterias en las biopeliculas se dan
en forma de agregados multicelulares encapsulados en una matriz extracelular producida por ellas
mismas (Yonezawa, 2013). Los &cidos nucleicos extracelulares participan en la formacion de
algunas biopeliculas bacterianas, asi mismo la matriz extracelular de biopeliculas microbianas
contienen polisacaridos y enzimas que pueden modificar la propagacion y estabilidad de la propia
biopelicula, dependiendo de las condiciones medio ambientales, sin embargo, algunos tipos de
bacterias precipitan hidroxiapatita intracelular o de las vesiculas de la pared celular que podria
interactuar potencialmente con células de mamiferos durante la formacion de biopeliculas, iniciando
las respuestas inflamatorias caracteristicas de estas estructuras bacterianas (Schwartz, 2009). Por lo
tanto las biopeliculas bacterianas estan frecuentemente embebidas en su propia matriz extracelular
producida por ellas mismas; la matriz de sustancia polimérica extracelular (EPS), la cual puede
constituir hasta el 90% de la biomasa de la biopelicula, es una mezcla compleja de exopolisacaridos,
proteinas, ADN y otras macromoléculas (Yonezawa, 2009). Por lo tanto las infecciones
nosocomiales crénicas por bacterias Gram positivas y Gram negativas al formar biopeliculas se han
convertido en uno de los problemas médicos con mayor prevalencia en los ultimos afos, debido a la
infeccion cronica de implantes prosteticos que pueden servir como foco séptico particularmente en
pacientes inmunocomprometidos. Una vez que las biopeliculas se han formado en las superficies de
implantes prostéticos como pequefias capas, pueden ser muy dificiles de tratar clinicamente debido a
todos los mecanismos de defensa que la bacteria obtiene dentro de la biopelicula. los organismos

mas frecuentemente aislados en asociacion con ciertos tipos de infecciones relacionadas con
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biopeliculas en implantes biomédicos, incluyendo catéteres centrales venosos, agujas para fluido
cerebro-espinal, valvulas prostéticas para corazon, implantes de lentes oculares, catéteres
intravasculares periferales, canulas endotraqueales y de traqueotomia, catéteres para dialisis
peritoneal, canulas nasogéstricas y lentes corneales son Staphylococcus aureus y Helicobacter
pylori, lo que representa a estos microorganismos como una amenaza clinica seria debido a su alta
morbilidad y mortalidad comparada con los modelos de bacterias aisladas o de vida libre (Cramton,
1999).

2.3.1. Formacién de biopeliculas in vitro
En detalle, el mecanismo molecular que regula la formacion de biopeliculas varia grandemente entre

las diferentes especies de bacterias, sin embargo, algunas caracteristicas son reconocidas como
atributos generales de la formacién de biopeliculas, un ejemplo de esto es la matriz extracelular que
mantiene a las células unidas (Roesler, 2013). Esta matriz estd compuesta por un biopolimero
polisacaridico junto con otros compuestos como son proteinas y ADN. La naturaleza de matriz
exopolisacaridica varia grandemente dependiendo de las condiciones de crecimiento, medio y
sustratos. La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus usan un polimero de N-acetil
glucosamina (PNAG) también referido como polisacérido intracelular de adhesion (PIA), para
formar biopeliculas. El operdn ica codifica para la maquinaria que sintetiza este polimero, aunque se
ha demostrado que la deplecion de este operén disminuye la habilidad de formar biopeliculas por
medio de una via independiente de ica. Este mecanismo confia la capacidad de Staphylococcus
aureus para expresar una variedad de proteinas de adhesién que le permiten a las células unirse y
colonizar una gran variedad de superficies (Boles, 2008). Como se menciond con anterioridad, la
matriz extracelular de las biopeliculas también alberga proteinas de adhesion. Por ejemplo, la matriz
de Staphylococcus aureus alberga proteinas asociadas a biopeliculas (conocidas como Bap) que son
necesarias para la formacion de estas estructuras. Estas proteinas se encuentran ancladas a la pared
celular de Staphylococcus aureus y sirven para mantener a las células unidas dentro de la
biopelicula, probablemente por la interaccion con otras proteinas en la superficie de otras células
vecinas (L6pez, 2010). A diferencia de la concentracion de proteinas Bap, esta bacteria también
puede expresar una cantidad menor de proteinas asociadas a la matriz extracelular, denominadas
como TasA y su deplecion disminuye la capacidad de la bacteria para producir exopolisacaridos.
Recientemente se ha demostrado que TasA forma filamentos extracelulares que tiene propiedades
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amiloideas y se cree que juega un papel estructural en la matriz extracelular (Kulkarmi, 2012).
TasA no es la primera proteina tipo amiloidea que se implica en la formacion de biopeliculas, siendo
las proteinas curli las responsables de formar filamentos amiloideos y son criticas para la formacion
de biopeliculas. Hay otras proteinas de union a lectina asociadas a matriz que reconocen y se unen a
fracciones de carbohidratos, estas facilitan las interacciones célula-matriz o célula-célula dentro de
la biopelicula (Fux, 2004). Ademéas de los exopolisacéaridos y proteinas, el ADN extracelular
(ADNe) también proporciona integridad estructural a la biopelicula, debido a que la matriz de la
biopelicula contiene concentraciones importantes de este material genético debido a la lisis celular
de bacterias parésitas o viejas y la subsecuente liberacion de su material genético a la matriz
extracelular, por lo que, la adicion de ADNasa a los cultivos inhibe la formacion de la biopelicula y
disuelve biopeliculas maduras (Chew, 2014). La participacion de mdaltiples moléculas en la
formacion de la matriz extracelular hace imposible presentar una recopilacion sencilla de la matriz

de la biopelicula (Lopez, 2010). Por lo tanto el desarrollo de biopeliculas se da en varios pasos:

a) Condicionamiento.

b) Adhesion.

c) Sintesis de matriz extracelular.
d) Maduracion.

e) Dispersion.

En este proceso se genera una estructura uniforme de células depositadas alrededor de una matriz
que deja canales abiertos, donde el agua puede difundirse libremente. La matriz puede alterar la
superficie bacteriana y promover la adhesion de la bacteria a las superficies. Esta ampliamente
aceptado que las biopeliculas estan implicadas en méas del 80% de las infecciones cronicas causadas
por bacterias (Lebeaux, 2013). La importancia de las biopeliculas en medicina es debido a su papel
en la persistencia de la infeccion debido a que la biopelicula no se remueve por completo y las
bacterias que la incorporan son 1000 veces mas resistentes a los antibioticos y a los sistemas de
defensa de los hospederos, esto comparado con bacterias de vida libre (Leid, 2002). Los

mecanismos involucrados en la resistencia antibiéticos son:

a) Retrasar la difusidn del antibidtico, permitiendo la expresion de los genes de resistencia.
b) Cambio quimico de moléculas como los antibioticos aminoglucosidos los cuales muestran

una difusion alterada a través de la matriz de exopolisacaridos cargada negativamente.
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c) La presencia de enzimas hidrolizantes de antibidticos. Muchos de los antibioticos ejercen su
efecto sobre bacterias en estado de crecimiento, este estado esta en decremento cuando las
bacterias estén formando la biopelicula.

d) La presencia de ROS como consecuencia del estrés oxidativo por células fagociticas que
aumentan la resistencia bacteriana a los antibi6ticos a través del incremento de actividad
mutagénica en los microorganismos por la induccién de sistemas de reparacion de rupturas
de ADN (Boles, 2010).

En adicion, evidencia de experimentos recientes sugieren que la biopelicula es un factor de
virulencia importante en una comunidad bacteriana, debido a que las células bacterianas que residen
en la biopelicula pueden adquirir nuevos atributos de virulencia que las bacterias de vida libre no

poseen (Garcia, 2014).

Al igual que Staphylococcus aureus, los experimentos realizados in vitro e in vivo han demostrado
que Helicobacter pylori pueden tener periodos de vida de formacion de biopeliculas (Carron, 2006).
La primera evidencia de la formacién de biopeliculas por esta especie bacteriana surgio
aproximadamente hace 15 afios; donde la obtencion de la biopelicula por el crecimiento de la cepa
ATCC 43504 de Helicobacter pylori en un medio quimicamente bien definido (Caldo Brucella
suplementado con 0.1% de ciclodextrina) era insoluble en agua y estaba adherida a la superficie de
vidrio del recipiente en la interfase vidrio-agua (Cole, 2003). Cinco afios despues, se estudid la
capacidad de realizar aislados clinicos y cultivos de referencia de Helicobacter pylori en Infusion
Cerebro Corazén (ICC) suplementados con la misma concentracion de ciclodextrina. Ambos
cultivos fueron capaces de formar biopeliculas y estas tenian una progresiéon similar cuando se
compararon con las biopeliculas producidas por otras bacterias (Folkesson, 2008). Por otra parte,
también se analiz6 el efecto de la mutacion especifica de los genes luxS y el gen de secrecién tipo IV
cagE sobre la formacion de biopeliculas por Helicobacter pylori detectando que ambas mutantes
fueron sorpresivamente dos veces mas eficientes para la formacion de biopeliculas que el tipo
isogénico salvaje en los cultivos parentales (Alzahrain, 2014). La adherencia de Helicobacter pylori
a la mucosa gastrica es un paso importante en la interaccion positiva de la colonizacion de las
células gastricas epiteliales del hospedero. Esta adherencia esta mediada por la adhesina BabA, la
cual se une al antigeno Lewis b y facilita la colonizacion de Helicobacter pylori al epitelio gastrico
humano (Giao, 2008). Por otra parte, las células epiteliales gastricas estan protegidas por una capa
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de moco constituida principalmente por MUCS5AC la cual contiene un dominio rico en glicanos
(incluyendo el antigeno Lewis b), en contraste a MUC5AC, la mucina MUCS6 sintetizada en la
mucosa profunda y secretada por las células de la mucosa glandular trabaja como un antibiotico
natural para la inhibicion del crecimiento de Helicobacter pylori, evitando la colonizacion de la capa
de mucosa géstrica profunda por el patdgeno (Yonezawa, 2009). Debido a que esta mucina evita la
adhesion de Helicobacter pylori a las células del epitelio gastrico en condiciones in vivo, se ha
estudiado el efecto de esta mucina sobre la formacion de biopeliculas por Helicobacter pylori,
observando que al incrementar las concentraciones de la mucina favorece significativamente el
crecimiento planctonico de Helicobacter pylori sobre la formacion de biopeliculas, sugiriendo que
esta especie vive principalmente en biopeliculas debido a que prolifera rapidamente como bacteria
de vida libre después de haber estado en contacto con la mucina en el estomago de humano (Wong,
2014). Por otra parte, se ha demostrado que todos los cultivos de Helicobacter pylori son capaces de
formar biopeliculas en la interfase aire-agua de un cubreobjetos. La capacidad aumentada para la
formacion de biopeliculas en algunas cepas de Helicobacter pylori puede deberse a la presencia de
vesiculas fuera de la membrana producidas Unicamente cuando esta bacteria esta formando las
biopeliculas, sugiriendo que estas vesiculas juegan un papel clave en la formacion de estas
estructuras (Garcia, 2014). Por otra parte un estudio realizado en 1998 report6 la formacion de
biopeliculas por Helicobacter pylori en cultivos continuos, esto debido a la sobreproduccion de un
polisacarido extracelular en medio, el cual contenia una alta concentracion de carbono y nitrégeno, a
pesar que no se pudo determinar la composicion y estructura de la biopelicula formada por
Helicobacter pylori, el analisis de carbohidratos de un extracto crudo de esta biopelicula demostro
la presencia de lipidos con cantidades de carbono entre los Cy4 y Ci6, N-acetil glucosamina, fucosa,
glucosa, galactosa y glicero-manno-heptosa, la cual estd compuesta de LPS de Helicobacter pylori,
por otra parte este estudio demostrd que la antigenicidad de los componentes polisacaridicos de los
LPS de Helicobacter pylori es pobre y puede variar con respecto al cultivo y al tipo de enfermedad
gastroduodenal, por lo que, la presencia de anticuerpos para la biopelicula en alta proporcion de
pacientes sero-positivos y sero-negativos sugiere que el material de las biopeliculas que genera la
antigenicidad no son los LPS y que comparte epitopos con otros productos microbianos, asi mismo,
se demostrd que las bacterias que estan rodeadas de una gran cantidad de material extracelular
tendran cierta proteccion contra fluctuaciones en el pH, por otra parte, se ha reportado que el

crecimiento de Helicobacter pylori en medios que contienen almidén producen colonias mucoides,
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lo cual podria extrapolarse a la actividad microbiana en pacientes; debe tenerse en cuenta que la
biopelicula formada por Helicobacter pylori es insoluble en &cido clorhidrico en concentraciones de
0.2 mol/L, sugiriendo que la produccion de EPS por Helicobacter pylori in vivo puede proteger al
organismo del &cido estomacal durante la infeccion y la transmision (Testerman, 2014). En suma, el
EPS puede modular la respuesta de las citocinas, cambiando el tipo de respuesta inmune a la
infeccion, por lo que la produccion de biopeliculas insolubles en agua por Helicobacter pylori puede
ser importante en el aumento de la resistencia hacia los factores de defensa del hospedero,
facilitando la homeostasis y modificando el pH que requiere para el crecimiento y supervivencia de
Helicobacter pylori in vivo (Stark, 1998). A diferencia de Helicobacter pylori, la formacion de
biopeliculas por Staphylococcus aureus es a través de un proceso de dos pasos que requiere la
adhesion de la bacteria a una superficie de un sustrato seguido de la adhesion ceélula-célula,
formando las multiples capas de la biopelicula. Como se mencioné con anterioridad, este proceso
tardio estd asociado con la PIA, la cual estd compuesta de glucosaminoglucanos lineales unidos por
enlaces B-1-6 y por el locus ica, icaADB y C, en donde icaA e icaD juntos median la sintesis de
oligdbmeros de azucar in vitro, usando UDP-N-acetil glucosamina como sustrato, por otra parte, la
actividad de la enzima N-acetil glucosamina transferasa junto con la actividad de icaC generan un
producto in vitro que es reconocido por un anticuerpo surgido contra la PIA y la mutacion de este
locus o de la PIA produce defectos en la formacién de biopeliculas in vitro (Cramton, 1999 y Boles,
2010).

2.3.2. Formacién de biopeliculas in vivo
La primera evidencia de la formacién de biopeliculas in vivo surgié en Estados Unidos durante el

afio 2006; donde se describid que las biopeliculas estan caracterizadas por una actividad metabolica,
crecimiento bacteriano y susceptibilidad a efectos de agentes antimicrobianos disminuidos, estos
hallazgos se realizaron por medio de la comparacion, por medio de escaneo de microscopia
electronica (SEM) , de biopsias gastricas de pacientes con actividad de ureasa positiva (presencia de
Helicobacter pylori) y ureasa negativa (ausencia de Helicobacter pylori), detectando la presencia de
una densa biopelicula madura en las biopsias con el patdgeno positivo mientras que la biopelicula
estuvo ausente en las biopsias con actividad negativa de ureasa, lo cual indica que Helicobacter
pylori es capaz de formar biopeliculas en la mucosa géastrica humana (Carron, 2006). Como
consecuencia de este estudio, en la actualidad se ha tratado de entender las causas de las
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enfermedades géstricas debido a la formacion de biopeliculas por esta especie de bacterias,
realizando un estudio con biopsias gastricas obtenidas de pacientes que recibian tratamiento anti-
Helicobacter pylori durante tres meses antes del analisis, buscando la presencia de la bacteria por
cultivo y deteccidon por PCR retro-transcripcional (RT-PCR) de los genes glmM y luxS. Solamente
el 30% de las muestras fueron positivas para Helicobacter pylori por cultivo, mientras que el 90%
de las muestras analizadas por RT-PCR fueron positivas, sugiriendo de esta manera que
Helicobacter pylori podria estar presente en estos pacientes en su forma de bacteria cocoide viable
no cultivable (VBNC). El analisis de las muestras por SEM demostro una forma de espirilo de las
células bacterianas en todas las muestras que también fueron positivas por el método convencional
microbioldgico en cultivo, con algunas células cocoides embebidas en una matriz extracelular. Por
otra parte, el mismo estudio hecho con estas muestras positivas solamente por RT-PCR mostro la
predominancia de células cocoides. En adicion, las muestras positivas para los genes glmM y luxS
también fueron positivas con respecto a lo encontrado en la SEM y el cultivo microbioldgico,
soportando de esta manera que esta deteccion es un marcador confidencial de la formacion de
biopeliculas de Helicobacter pylori in vivo. Interesantemente, el analisis de susceptibilidad a
antibiéticos hecho a los cultivos de aislados clinicos demostré que solamente la amoxicilina presenta
un efecto parcial sobre las bacterias que se encuentran en la biopelicula (antibidtico usado para la
terapia de erradicacion de Helicobacter pylori), lo cual sugiere que la erradicacion de las
biopeliculas en la actualidad es un proceso desconocido y claramente poco abordado (Folkesson,
2008).

En el caso de Staphylococcus aureus su capacidad de formar biopeliculas in vivo esta relacionada
con infecciones cronicas en los tejidos de los hospederos, como las osteomielitis, artritis septica, y
endocarditis. La pronunciada capacidad de Staphylococcus aureus para producir biopeliculas
asociada con estas enfermedades ha llamado la atencion considerablemente durante la pasada
década con el fin de comprender el complejo mecanismo detras de la formacion de estas estructuras
persistentes, para desarrollar estrategias que permitan generar su desmontaje y erradicacion eficaz
(Lu, 2014). Como se menciond con anterioridad, las biopeliculas hechas por Staphylococcus aureus
estdn revestidas en una matriz extracelular compuesta de proteinas, polisacaridos, ADNe, Yy
presumiblemente algunos factores especificos de los hospederos. Esta composicion precisa de la
matriz de la biopelicula varia grandemente dependiendo del estatus fisioldgico de la cepa de

Staphylococcus aureus, los nutrientes viables y las condiciones de prevalencia fisicas in vivo, donde
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el polisacarido de la biopelicula de esta bacteria es un homopolimero parcialmente desacetilado de
uniones [-1-6 de acetil glucosamina (PNAG), el cual forma parte de la PIA, por lo que las
condiciones in vivo que pueden contribuir a la formacion de este PNAG son el crecimiento
anaeradbico, la presencia de concentraciones sub-inhibitorias de antibioticos, altas temperaturas, alta
osmolaridad y otras condiciones de estrés, por lo que se ha demostrado que PNAG juega un papel
crucial para la formacién de biopeliculas altamente densas en tejidos animales, en comparacion de
condiciones in vitro donde la matriz estd compuesta principalmente de proteinas y ADNe (Boles,
2011). Las proteinas conforman el segundo componente mas importante en la biopelicula de
Staphylococcus aureus in vivo, lo que la hace parcialmente susceptible a la accion de las proteasas,
se cree que esta alta concentracion de proteinas dentro de la biopelicula se debe a la actividad de la
proteina para generar la integridad estructural sobre PNAGs, entre las cuales se tienen a las
proteinas de union a fibronectina, proteina A, SasG y la proteina asociada a biopeliculas (BAP),
aunque esta Ultima no se ha encontrado en altas concentraciones en aislados de muestras humanas
(Gaupp, 2013). Una proteina recientemente descrita por tener un papel estructural en la matriz de la
biopelicula de Staphylococcus aureus es la beta toxina, la cual es capaz de unirse al ADNe por
medio de enlaces covalentes entre ella misma y esta estructura genémica; este enlace es susceptible
a las proteasas, proporcionando el primer enlace entre ADNe y proteinas en la formacion del
esqueleto que da lugar el marco de anclaje para establecer la formacion de la biopelicula de
Staphylococcus aureus (Thurlow, 2011). Por altimo, el componente que se ha descrito actualmente
y que se encuentra en menor concentracion en la produccion de biopeliculas de esta bacteria in vivo
es el ADNEe, el cual tiene actividad autocatalitica. Esta actividad de la subpoblacion de células
resulta en la liberacion de ADN genémico que contribuye a la adhesion de las células durante la
formacion de las biopeliculas (Archer, 2011). Se cree que este ADNe tiene un papel estructural en
la matriz de la biopelicula de Staphylococcus aureus y facilita las interacciones entre las células o la
superficie, a pesar de estos estudios, las complejidades de las matrices de las biopeliculas de
Staphylococcus aureus no estdn completamente entendidas, especialmente el papel emergente del
ADNe debido sus bajas concentraciones y poca capacidad de aislarlo in vivo (Boles, 2011)
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2.4. Interés biomédico de las NPs

2.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas de las Nanoparticulas Magnéticas
Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) son aquellas que muestran alguna respuesta a algiin campo

magnético aplicado; en este sentido la sintesis de materiales magnéticos de tamafios nanometricos es
relevante ya que las leyes de la fisica clasica son diferentes a esta pequefia escala (Tran, 2010).
Como el tamafio de la particula disminuye, el radio del &rea de superficie y el volumen de la
particula magnética incrementa. Para este tipo de nanoparticulas, el radio es significativamente
amplio causando que una gran porcién de los atomos residan sobre la superficie comparados con
los encontrados en el nacleo de la particula. EI amplio rango de volumen de superficie de las MNPs
es el factor clave para comparar sus propiedades fisicas, quimicas y mecéanicas comparadas con los
materiales de tamafio normal (Schlorf, 2011). Diversas MNPs de distintos tamafios han sido
sintetizadas por varios meétodos fisicos y quimicos para ser caracterizadas y manipuladas con
algunas técnicas experimentales usando microscopia de fuerza atdbmica, microscopia de efecto de
tinel de barrido y microscopia electronica de transmision. Se ha demostrado que el momento
magnético de cada atomo y la anisotropia de las nanoparticulas magnéticas puede ser diferente a la
de sus homologos de tamafio natural (Krishan, 2010). Esta bien establecido que los materiales
ferromagnéticos de tamafio normal estdn compuestos de regiones pequefias, llamadas dominios;
estos dominios magnéticos resultan de un balance de varios términos energéticos: el intercambio de
energia, anisotropia magneto-cristalina y la energia magnetostatica o dipolar. El intercambio de
energia trata de alinear todos los momentos magnéticos en la misma direccion, la anisotropia
magneto-cristalina trata de orientar todos los momentos magnéticos a lo largo de direcciones
especificas y la energia magnetostatica trata de eliminar la magnetizacion en el material. En cada
dominio los momentos magnéticos de los 4&tomos estan alineados en una sola direccién, dando una
magnetizacion neta de cada dominio. Las direcciones de las magnetizaciones de los dominios son
diferentes (Ragab, 2013). Por lo tanto la magnetizacion de un material magnético resulta de la suma
de las diferentes magnetizaciones de todos los dominios. Los dominios magnéticos en los cristales
ferromagnéticos tienen un tamafio minimo critico alrededor de los 100nm el cual los materiales
ferromagnéticos no pueden dividir entre mas dominios y son llamados como particulas de dominio
simple (Veiseh, 2010). Las MNPs deben de estar compuestas de un dominio magnético simple si su
tamafio decrece por debajo del limite critico; también deben de poseer un comportamiento

superparamagnetico tan grande como los materiales superparamagnéticos, los momentos magneticos
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de las nanoparticulas fluctian alrededor de un eje simple de magnetizacion. Asi, cada una de las
MNPs poseera un gran momento magnético que continuamente cambiara de direccion (Cervadoro,
2013). Cuando un campo magnético es aplicado, las MNPs en su estado superparamagnético
presentan una respuesta rapida a los cambios del campo magnético, sin magnetizacion residual y sin
coercitividad (intensidad de campo magnético para regresar a cero la magnetizacion del material).
Asi en su estado superparamagnético una MNP se comporta como un 4tomo paramagnético con un
spin gigante; a temperaturas bajas estas propiedades no son capaces de causar fluctuaciones en las
orientaciones de los momentos magnéticos de las nanoparticulas (Du, 2013). Para analizar de forma
satisfactoria las propiedades de las nanoparticulas magnéticas es necesario conocer su tamafio,
forma, composicion, estructura cristalina, magnetizacion dependiente de temperatura, saturacion de
magnetizacion, magnetizacion residual, coercitividad y bloqueo por temperatura (Settles, 2011).
Las dos principales caracteristicas que dominan las propiedades magnéticas de las nanoparticulas y

les dan sus varias propiedades especiales son:

a) Efectos de tamafio finito (estructuras de dominio simple o maltiple y confinamiento cuantico
de los electrones).

b) Efectos de superficie, los cuales resultan de la ruptura de la simetria de la estructura
cristalina en la superficie de la particula, la oxidacion, los enlaces colgantes, presencia de
surfactantes, deformacidn superficial o incluso diferentes estructuras quimicas y fisicas del

“nticleo” interno y las partes superficiales de la nanoparticula (Markides, 2012).

En particulas magnéticas grandes, es bien sabido que hay una estructura de dominio multiple donde
las regiones de magnetizacion uniforme estan separadas por muros dominantes. La formacion de

estos muros dominantes es un proceso conducido por el balance entre dos factores:

a) La energia magnetostatica externa (EMS), la cual incrementa con el volumen de la particula.
b) La pared de energia dominante (Edw), la cual incrementa con el area interfacial entre
dominios (Mc Bain, 2008).

Si el tamafio de la particula es reducido, hay un volumen critico menor el cual cuesta mas energia
para crear una pared dominante que soporte la energia magnetostatica externa (campo de
dispersion). Bajo este diametro critico el cual tipicamente yace entre los 10nm (y depende sobretodo

del tipo de material), la particula se constituira de un dominio simple. En una particula con un
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dominio simple, todos los spines estdn alineados en la misma direccion y la particula esta
uniformemente magnetizada; debido a que no existen paredes de dominio para mover, la
magnetizacion serd revertida a través del spin de rotacion en lugar de que sea a traves del
movimiento de los dominios de las paredes (Wang, 2012). Esto resulta en una gran coercitividad de

las MNPs; existen dos factores los cuales resultan en una elevada coercitividad de las NPs pequefias:

a) El movimiento del spin de rotacion en lugar del dominio de la pared.

b) La forma de la anisotropia, donde la coercitividad es mas pequefia cuando las particulas son
esféricas.

c) La forma de la anisotropia también afectara la estimacion del volumen critico (por debajo del
cual la particula posee un dominio simple). Las MNPs esféricas tienen diametros criticos
pequefios comparados con aquellos de una gran forma anisotrépica. Los spines en una
particula aislada estan retenidos en una direccion particular (no necesariamente paralela al
campo aplicado), la energia anisotrépica magnética (la cual es causada por la interaccién
orbital-spin de los electrones). Si las particulas no estan aisladas, otras interacciones estaran
involucradas (Shen, 2012).

Debido al pequefio tamafio de las MNPs, grandes fracciones de todos los &tomos en la nanoparticula
son atomos de superficie con una magnetizacion significativa; generalmente una nanoparticula
magnética en forma de esfera posee un dominio simple con una anisotropia uniaxial (Gao, 2009).
Debido a los efectos de superficie que poseen estas particulas (vacantes atdbmicas, cambios en la
coordinacion atémica, enlaces colgantes y desorden del enrejado atomico), el ferromagnetismo
podria ser una caracteristica universal de las nanoparticulas y sus éxidos. Se ha determinado que al
aplicar un gran campo magnético (> 70kOe) sobre una capa de MNPs superparamagnéticas se
genera una expansion del comportamiento anémalo de la anisotropia. Asi los spines superficiales
tienen configuraciones multiples para cada orientacion del nucleo de magnetizacion (Thomas,
2013). Algunos efectos magnéticos podrian también resultar del tamafio finito de las NPs, las cuales

podrian incluir:

a) La existencia de orientaciones aleatorias de spines superficiales.
b) La existencia de spines paralelos.
c) Laexistencia de comportamientos extrarios en los spines superficiales.

d) La existencia de una capa magnéticamente muerta en la superficie.
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e) El encadenamiento de la anisotropia magnética la cual resulta de la anisotropia superficial.

Se puede enfatizar que los efectos superficiales pueden conducir a un decremento o un incremento
en la magnetizacion de las NPs, aunque la reduccién en la magnetizacion de las MNPs se atribuye a
la existencia de una capa muerta (magnéticamente) sobre la superficie de las particulas, la
existencia de spines paralelos y alteraciones en el comportamiento de los spines (Kumar, 2011). La
magnetizacion total de una MNP esta debida a dos componentes; uno debido a los spines
superficiales y al nacleo de la particula. Asi la magnetizacion de las MNPs puede ser moldeada por
estos dos componentes conduciendo a otro tipo de interaccion magnética dependiendo la interaccion
de los factores (Kim, 2013). En NPs de materiales antiferromagnéticos (AFM) o ferrimagnéticos
(FIM), estas interacciones ocurren en la interfase entre la superficie ferromagnética (FM) y el nucleo
AFM/FIM. En algunas NPs FM, la superficie del metal normalmente se oxida con el aire y forma
carcasas del metal oxidado alrededor del nucleo FM, formando una interaccion entre estas dos fases,
esta interaccion es llamada sesgo de intercambio o acoplamiento. El intercambio por acoplamiento
se desvanece por arriba de una temperatura critica (temperatura de bloqueo), debido a que los
ndcleos AFM/FIM tienen una masa de magnetizacion pequefia, sirve para estabilizar la
magnetizacion de la superficie FM sin adicionar magnetizacion adicional al sistema y obteniendo un
diametro total de la MNP aproximado de 35nm (Lee, 2013).

Las propiedades magnéticas de las MNPs tales como la permeabilidad, coercitividad, o la saturacién
de magnetizacién pueden tener un alto impacto en las aplicaciones biomédicas y microbioldgicas, la
unidad central de estas MNPs esta formada por 32 aniones de O y 24 cationes (divalentes o
trivalentes), por lo que existen 96 posibles posiciones que pueden adoptar esta unidad (64
tetraédricas y 32 octaédricas), la cual tiene la forma de un cubo de “paquete cerrado” (Sun, 2008).
Debido a estas caracteristicas unicas, las MNPs son de gran interés como fluidos magnéticos,
catalisis biomeédica y por su actividad potencialmente microbicida; estas pueden ser usadas también
como agentes de contraste al aumentar la sensibilidad en la imagenologia por resonancia magnetica
(MRI), en la terapia contra tumores son también introducidas cuidadosamente en las células
neoplasicas, por lo que al usar un campo magnético oscilante incrementa su temperatura hasta 43°C
(Esta temperatura hace a las células tumorales mas sensibles a la radiacion y a agentes
quimioterapéuticos); y finalmente también son usados como agentes acarreadores de farmacos a

sitios especificos, los cuales involucran inmovilizacion (Issa, 2013).
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2.4.2. Aplicaciones biomédicas de las MNPs

La sintesis de MNPs para este tipo de aplicaciones no es simple, debido a que necesita el control del

tamafio, forma, estequiometria y estructura de la superficie de la particula, algunos métodos como

lo son la co-precipitacion, la descomposicion y reduccion térmica, sintesis de micelas, asi como la

sintesis hidrotérmica han sido usadas para producir pequefias nanoparticulas con un tamafo y

distribucion aparentemente uniformes, pero con un control de la estructura de superficie bajo

(Yallapu, 2011). Como el tamafio de la nanoparticula es reducido, existen desviaciones con respecto

a las propiedades magnéticas de los materiales de tamafio normal; estas nuevas propiedades son

atribuidas a los efectos de magnetizacion de la superficie asi como a su tamafio finito. Para las

aplicaciones biomédicas, las NPs deben de acatar las siguientes propiedades:

a) Las MNPs deben de ser biocompatibles y no tdxicas.

b) Deben de ser los suficientemente pequefias (10 — 50 nm), lo cual aporta algunas ventajas:

V.

Las NPs pueden preservar su estabilidad coloidal y su resistencia de agregacion si su
interaccion magnética es reducida. Esto puede ser alcanzado si su magnetismo
desaparece después de remover el campo magnético aplicado. Este comportamiento
superparamagnético se logra solamente bajo ciertas especificaciones de tamafio y
temperatura.

Las interacciones dipolo-dipolo disminuyen demasiado, lo que minimiza la
agregacion de las particulas cuando se aplica el campo magnético.

Poseen mayor superficie de contacto por cada cierto volumen de la particula. La
eficiencia de la cubierta conducirda a una mayor resistencia de aglomeracion,
conduciendo a un mayor aclaramiento biologico de las NPs.

Pueden permanecer en la circulacion después de la inoculacion y pasar a través del
sistema de capilares de los 6rganos y tejidos.

Poseerian mayor estabilidad en el agua a pH = 7 y en condiciones fisioldgicas.

c) Las MNPs deben de tener una alta saturacion de magnetizacion.

El movimiento de las particulas en la sangre puede ser controlada con un campo
magnético moderado externo.

Las particulas pueden dirigirse cerca del tejido patologico blanco (Kumar, 2010).
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Las MNPs usadas en aplicaciones biomédicas son principalmente las NPs de 6xido de hierro como
la magnetita (Fe3O,) y sus dos productos oxidados, la maghemita tetragonal (y- Fe,Oz3) y la hematita
hexagonal (a- Fe,O3), de forma natural estos materiales se encuentran en muchos sistemas
bioldgicos. Para que las NPs sean capaces de interactuar con las moléculas bioldgicas, estas deben
de ser capaces de evadir el sistema reticuloendotelial (RES) (Miller, 2013). Inmediatamente
después de ser inoculadas en el torrente sanguineo las NPs se recubren con proteinas plasmaticas.
Este proceso es conocido como opsonizacion, la cual se refiere a la susceptibilidad de las NPs para
ser identificadas y posteriormente removidas por las células fagociticas, por otra parte las NPs
hidrofilicas (debido a su recubrimiento con dextrano y polietilenglicol) pueden resistir la
opsonizacioén y asi incrementar su tiempo de circulacion e incrementar la probabilidad de interactuar
con las celulas blanco. Asi mismo, estos polimeros pueden generar estabilidad coloidal por efectos
estéricos (Chertok, 2010). La configuracion extendida en la superficie de las NPs favorece la
capacidad de las NPs para evadir el RES y asi incrementar los procesos de permeabilidad y
retencién; dentro de los principales sistemas de proteccién por recubrimiento se tiene: los
recubrimientos organicos (surfactantes y algunos polimeros) y los recubrimientos inorganicos
(silica). A pesar del amplio uso de las NPs superparamagnéticas de Oxido de hierro (SPIO) en
aplicaciones biomédicas se siguen generando interrogantes sobre el efecto citotdxico con respecto al
tamano y recubrimiento de las NPs en el organismo, debido a su alta capacidad de generar especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Tartaj, 2003).

Dentro de las aplicaciones biomédicas méas recurrentes de las MNPs se encuentra la Hipertermia
Magnética (MH) la cual emplea a las MNPs como fuente para alcanzar temperaturas tisulares de
~43°C (temperatura de Curie), temperatura bajo la cual las células tumorales son mas sensibles que
las células sanas, esto debido a las bajas concentraciones de oxigeno y nutrientes acopladas con el
bajo pH, tiende a hacer a estas células mas sensibles al calor (Xiang, 2013). Arriba de los 41°C las
células cancerosas tienden a entrar en acidosis, con lo que decrece la viabilidad de las células, altera
las funciones de muchas enzimas y proteinas estructurales que afectan el crecimiento y
diferenciacion celular, conduciéndolas posiblemente a apoptosis. Asi mismo la localizacion de las
MNPs es obviamente critica para la induccion de MH, la implementacion de una modalidad
imagenoldgica para el monitoreo, la distribucion y el posterior aclaramiento de las MNPs juega un
importante papel en la planeacion, ejecucion y evaluacion de los procesos de estudio patoldgico
(Leuba, 2013).
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Las MNPs recubiertas o la aglomeracion de estas pueden ser funcionales para adjuntar varias
moléculas como grupos carboxilo, biotina, etc. Estas moléculas sirven para acoplar varios farmacos
terapéuticos o antibidticos especificos a los complejos de MNPs. Estos acarreadores magnéticos
pueden ser utilizados para la distribucion en un sitio u 6rgano especifico de terapia génica o tumoral.
Estos acarreadores cargados con farmacos esta, en el torrente sanguineo en la forma de un fluido
magnético biocompatible, debido a esto un alto gradiente de campo magnético es usado para
concentrar los acarreadores magnéticos en un sitio especifico (Kucheryavy, 2013). El farmaco
puede ser liberado pasivamente (debido a la degradacion de su acarreador) o activamente (a través
de la aplicacion de activacion en forma de un pulso magnético o calor). Se debe de tener en cuenta
que el ambiente natural del sitio puede jugar un papel importante en la liberacion del farmaco a
través de varias condiciones como son el pH, osmolaridad, etc... El éxito del acarreamiento de la
interaccion del complejo con muchas variables como las propiedades del campo magnético aplicado
y la MNP, incluyendo la unién farmaco-particula, condiciones hidrodinamicas, la concentracion de
la MNP, el método de inoculacion y el sitio blanco de liberacion (Wahajuddin, 2012). Un desarrollo
significativo en el area de las aplicaciones biomédicas de las MNPs ha sido su uso en el
acarreamiento de genes y la terapia génica. Un vector viral que posee un gen apropiado es adjuntado
al recubrimiento de las MNPs y cuando se acercan al blanco la transfeccion y expresion genética
puede sobrevenir y de esta manera rectificar los desérdenes genéticos. Las mejores terapias
genéticas utilizando este proceso con MNPs incluyen las células epiteliales de los pulmones y las
células endoteliales del tracto gastrointestinal, asi como los vasos sanguineos (Mohamoudi, 2011).
La transfeccidbn magnética (o magnetofeccion) se ha utilizado para la expansién de transfecciones
no virales de ADN, ARN vy otras biomoléculas, o en el estudio de genes involucrados en los
mecanismos de accion patolégicos (Smolenski, 2011). Otros mecanismos que han cambiado la
eficacia de la transfeccion y la endocitosis de la particula-gen incluyen la aplicacién simultanea de
ultrasonido y campos magnéticos, o induciendo oscilaciones mecanicas de las muestras in vivo en
direccion lateral al campo magnético aplicado. La distribucion de los metodos de acarreamiento in
vivo de genes permanece en la fase de desarrollo (Sathyanaraynan, 2013).

2.4.3. Caracteristicas fisico-quimicas de interés biomédico de las ZnO NPs
Las ZnO NPs como moléculas en solucion son muy sensibles al pH y temperatura, por lo tanto

existe una necesidad general para sintetizar NPs de oOxidos metélicos semiconductores para su
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posible aplicacion en deteccion bioldgica, etiquetas bioldgicas, acarreamiento de farmacos y genes y
nanomedicamentos (Pan, 2014). En particular, debido a su facil fabricacion, amigable con el medio
ambiente natural y una ruta de sintesis generalmente no toxica, las ZnO NPs pueden proveer una
mejor opcién para varias aplicaciones bioldgicas. Sin embargo, la solubilidad en agua y la
biocompatibilidad de las ZnO NPs son los principales requisitos para sus aplicaciones bioldgicas. En
este aspecto se ha reportado la “sintesis bio-amigable” de ZnO NPs en solucion acuosa a pH cercano
al neutro y a baja temperatura (37°C); por lo tanto, en términos de aplicacion, la solubilidad en agua
de un nanomaterial es la principal preocupacion, y generalmente la solubilidad en agua se logra por
la modificacion de la superficie con ligandos solubles en agua, silanizacion o la encapsulacién
dentro de micelas de blogues de copolimeros (Xue, 2014). En este aspecto, se ha reportado que la
sintesis de las ZnO NPs en presencia de otro metal facilita la solubilizacion de estas en agua,
formando asi nanocompositos (NCs) con funcionalidad dual por bioconjugacion. En contraste, se ha
reportado el uso de las ZnO NPs como agentes antimicrobianos debido a su toxicidad ante bacterias
Gram negativas (Escherichia coli), Gram positivas (Staphyloccoccus aureus), sistemas bacterianos y
células inmunitarias primarias del humano, estas aseveraciones confirman sus posibles aplicaciones
biomédicas, ya que en paises europeos recientemente se han utilizado las ZnO NPs como
tratamiento preferencial contra células cancerosas, ademéas de generar la activacion de células T
humanas, observando que el estado de activacion de los linfocitos T citotoxicos contribuye a la
toxicidad de las NPs, mostrando una resistencia relativa de las células T en reposo, las cuales son
estimuladas por las ZnO NPs al unirse al receptor de estos linfocitos, asi como una coestimulacion
con CD28 (Xie, 2011). Esta toxicidad selectiva estd dada aparentemente por la Generacion especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales son segregadas por las células T activadas por ZnO NPs en
linfocitos normales. Asi mismo la aplicacién de ZnO NPs puede inducir apoptosis en células blanco
en un periodo inferior a las 20 horas, debido a la fragmentacion de ADN y nucleo celular, por lo que

se ha desarrollado una nueva estrategia profilactica contra la metastasis del cancer (Vaseem, 2010).

Como ya se mencion6 anteriormente el tamafio de las ZnO NPs es otra de las caracteristicas que
hacen atractiva la aplicacion de estas NPs en el campo biomeédico, debido a su nano-escala, su
tamafno les permite internalizarse dentro de las células, y les permite interactuar con las
biomoléculas dentro de la superficie celular, permitiéndoles afectar potencialmente las respuestas
celulares de forma dinamica y selectiva, asi mismo su tamafio facilita la subsecuente retencion de

estas NPs en el interior de las células, por un proceso conocido como Efecto de Permeabilidad y
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Retencion Mejoradas (EPR) (Vatansever, 2013). Las ventajas del uso del EPR ahora son
reconocidas como un “estandar de oro” en el disefio de agentes terapéuticos. El fendmeno del EPR
puede ser descrito como una combinacion de vasos sanguineos “agujereados” debido a alteraciones
de reguladores angiogenicos, estrechas uniones entre las células endoteliales y el drenaje linfatico
comprometido en el microambiente de un tejido afectado. Este desbalance localizado, permite a las
NPs de cierto tamafio entrar facilmente, pero a su vez también les permite ser retenidas dentro del
espacio intersticial de las células afectadas, aumentando de este modo el potencial terapéutico de
estas NPs, generalmente se ha observado que las particulas de 100 — 200nm de tamafio muestran una
tasa hasta cuatro veces mayor en el ingreso de NPs a las células afectadas comparada con particulas
de tamafio superior a los 300nm o menores a los 50nm (Cho, 2013). Aunque las NPs mas pequefias
no usan el EPR, estas usualmente muestran nanotoxicidad relacionada a su gran superficie de
contacto y rango de volumen (Petrochenko, 2013). La naturaleza electrostatica de las NPs es otra
importante consideracion debido a las interacciones electrostaticas entre NMs cargados
positivamente y las células blanco, permitiendo jugar un papel importante en la adhesion e ingreso
celular. Comparando con las células eucariotas cuyo exterior consiste de una carga neutral de
fosfolipidos zwitterionica, las células en estado patologico frecuentemente mantienen un alta
concentracion de fosfolipidos aniénicos en su exterior, grandes potenciales de membrana y una
sobreexpresion en las cargas de algunos grupos especificos de proteinas y carbohidratos (Hong,
2014). En suma, los estudios han demostrado que el pH intracelular aumenta con las interacciones
con particulas cargadas en la membrana celular, pudiendo causar de esta manera alteraciones en las
biomembranas debido a la formacion de polimeros policationicos de las particulas, aunque la
aplicacion in vivo resultaria en una aplicacion terapéutica méas prolongada debido al aclaramiento
acelerado de estas NPs en el suero (Rana, 2013). Asi mismo, la morfologia de los NMs es otra
consideracién importante para las aplicaciones biomédicas, sobre todo aquellas NPs que son
aproximadamente esféricas, aunque actualmente se ha comenzado con el uso de nanoestructuras
tetraedricas de ZnO debido a que se ha observado que pueden ser sintetizadas de una forma rapida y
eficiente de una alta variedad de materiales, incluyendo semiconductores, los cuales pueden
participar en reacciones REDOX celulares y tener actividad fotocatalitica (Lu, 2012). Por otra parte
el uso de NMs como acarreadores farmacéuticos para incrementar la eficacia anti-tumoral in vivo ha
sido considerada por mas de 30 afios (Salah, 2011). Los primeros estudios del potencial clinico de

los acarreadores de nano-farmacos como liposomas ocurrieron a mediados de 1970 donde los
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tratamientos tumorales realizados en ratones con actinomicina D atrapada en liposomas demostré un
aumento en la calidad de vida. En la actualidad, el uso de NMs para la distribucion de farmacos y
agentes de diagnostico recae como el primer plano de la nanomedicina, donde las més recientes
mejoras han sido descritas por la conjugacion de ligandos especificos de la células a la superficie de
las NPs resultando en un mejor control de la focalizacion de farmacos en el tejido y niveles
celulares, y por la encapsulacion de los farmacos dentro de NPs para mejorar la liberacion de los

farmacos en su sitio de accion especifico (Kim, 2014).

El ZnO es un semiconductor con una amplitud de banda prohibida convencional, el cual en su forma
de NPs ha sido recientemente utilizado como una promesa como biosensor de colesterol, modulador
dietético de la actividad de las hidrolasas, logrando un control de la diabetes y la hiperlipémia.
Adicionalmente las ZnO NPs pueden regular las reacciones alérgicas al inhibir la desgranulacion de
los mastocitos. La diversidad de estas actividades ha permitido que estas NPs sean utilizadas como
tratamiento contra el cancer (Baek, 2012). Una de las principales ventajas para considerar el uso de
las ZnO NPs es su inherente citotoxicidad preferencial contra las células cancerosas in vitro. Su
selectividad a células cancerosas puede estar fuertemente impulsada por su morfologia que
minimiza los efectos perjudiciales en células corporales normales, lo cual se ha observado a altas
concentraciones de las ZnO NPs, particularmente, en un rango de tamafio menor a los 4 — 20 nm
(Hong , 2014). En este aspecto, la superficie quimica de las ZnO NPs rapidamente les permite la
interaccion con proteinas o sus grupos quimicos, y puede ser la clave de su actividad selectiva
(Dimkpa, 2011). Como se mencioné antes, las caracteristicas electrostaticas de las ZnO NPs son
otros rasgos para su aplicacion biomédica, las ZnO NPs normalmente tienen grupos hidroxilos
neutro anclados a su superficie, los cuales juegan un papel clave en el comportamiento de carga de
superficie. En medio acuoso y a pH alto el proton quimisorbido se mueve fuera de la superficie de la
particula dejando la superficie cargada negativamente con atomos de oxigeno parcialmente unidos
(ZnO"). A bajo pH, lo protones del ambiente son probablemente transferidos a la superficie de la
particula generando una carga positiva de la superficie (ZnOH,"). El punto isoeléctrico de 9 — 10
indica que las ZnO NPs tendran una fuerte carga positiva en la superficie bajo condiciones
fisiologicas (Dwivedi, 2014). Dado que las células cancerosas frecuentemente cuentan con una alta
concentracion de interacciones con ZnO NPs cargadas positivamente se espera que sean conducidas
a estas células por interacciones electrostaticas, para de este modo, permitir el ingreso celular, su

fagocitosis y su final citotoxicidad. La concentracion de varios grupos quimicos (-ZnOH,", -ZnOH, -
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ZnO") sobre la superficie de las ZnO NPs es pH dependiente. La disponibilidad de los grupos
quimicos reactivos conduce a las ZnO NPs a la funcionalizacion anticuerpo/proteina mediante la via
de la N-hidroxisuccinimida/l-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)-carbodiimida (NHS/EDC) la cual
puede focalizar fuertemente a las células cancerosas (Moos, 2011). Las ZnO NPs también han
mostrado una fuerte propiedad de adsorcion a proteinas, la cual puede ser usada para modular la
citotoxicidad, el metabolismo y otras respuestas celulares. Otra caracteristica importante de las ZnO
NPs es el proceso relativamente sencillo que permite a su tamafio y distribucién ser controlados
(Jan, 2013). Los estudios demuestran que la citotoxicidad contra células cancerosas y bacterianas
esta directamente relacionada con el tamafio, por lo que a menor tamafio de las NPs, mayor sera su
toxicidad, por lo que es posible tomar ventaja del EPR para incrementar las concentraciones intra-
tumorales/intra-bacterianas de las ZnO NPs (Hanley, 2009). Otra consideracion importante es que
las NPs son hidrofilicas a tamafio de 100nm o menos, estas tienden a permanecer en circulacion por
un tiempo mayor y son mas propensas a evitar su aclaramiento por macrofagos, aunque poseen un
aclaramiento en suero mayor debido al RES (Chakraborti, 2013). En contraste, las NPs con una
preponderancia de superficies hidrofébicas tienden a ser preferencialmente ingeridas por las células
hepaticas, seguidas por el bazo y los pulmones. La capacidad de las ZnO NPs de modificar sus
caracteristicas electrostaticas y de superficie (potencial Zeta) es una caracteristica deseable, asi
como morfologia esférica, la cual esta bien estudiada para ser removidas del torrente sanguineo por
los rifiones para ayudar a evitar la acumulacion de estos materiales en el higado (Adamcakova,
2014). El potencial Zeta de estas NPs puede ser variado, de -30mV al no estar recubiertas, o hasta
+50mV al estar recubiertas con surfactantes cationicos como el bromuro de cetiltrimetil amonio
(CTAB), el polimetil metacrilato, dodecil sulfato de sodio (SDS), albumina de suero bovino, entre
otros. La evaluacion detallada de las variaciones electrostaticas de las ZnO NPs en sistemas in vivo
es importante para la identificaciéon de la carga Optima necesaria para mediar la adhesion vy
citotoxicidad de estas en las células blanco, evitando el aclaramiento sanguineo y la toxicidad en los

organos por estas NPs (Bondarenko, 2013).

2.4.4. Generacion de estrés oxidativo mediado por ZnO NPs
Otra caracteristica de las ZnO NPs, como se mencioné anteriormente, es su habilidad para generar

ROS, las cuales pueden conducir a la muerte celular cuando la actividad antioxidante es excedida
(Papavlassopoulos, 2014). Esta capacidad para generar ROS, estd relacionada a su potencial
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REDOX; sin embargo existen otros materiales semiconductores que no pueden generar ROS. A
diferencia de los metales, los cuales tienen estados electronicos continuos, los electrones en los
semiconductores pueden tener energia solamente dentro de ciertas bandas. La region de vacio, la
cual se extiende desde la parte superior de la banda de valencia llega hasta la parte inferior de la
banda de conduccion vacia es también llamada como banda prohibida y es de ~3.3eV para la forma
cristalina del ZnO (Nuriez, 2014). Consecuentemente, la luz de ciertas longitudes de onda contienen
suficiente energia para estimular a los electrones para viajar hacia la banda de conduccion, dejando
vacios electronicos (h*), o estados desocupados en la banda de valencia. Estos electrones y los
vacios se recombinan rapidamente, pero también pueden migrar a la superficie de la nanoparticula

donde pueden reaccionar con especies quimicas adsorbidas, permitiendo:

a) La reaccion de los electrones con el oxigeno.
b) La reaccion de los vacios con los iones hidroxilo del agua o con los iones superdxido

Debido a estas interacciones las ZnO NPs pueden realizar procesos foto-oxidativos con los cuales se
puede realizar la foto-destruccion de células cancerosas y bacterianas por la via del dafio oxidativo,
la cual se explica debido al gran numero de vacios de banda de valencia y/o a los electrones de la
banda de conduccién, los cuales se cree que estan disponibles para ser utilizados en las reacciones
REDOX incluso en la ausencia de luz UV (Salah, 2011). Una de las razones de estas reacciones es
gue a medida que el tamafio de las ZnO NPs decrece también lo hace la calidad del nanocristal
(morfologia), lo cual resulta en el incremento de los iones zinc y oxigeno intersticial y posiblemente
impurezas donador/aceptor. Estos defectos del cristal pueden conducir a la generacién de un gran
nimero de pares electron-hueco (e - h*). Los huecos son poderosos oxidantes y pueden dividir las
moléculas de agua derivadas del ambiente acuoso del ZnO en H" y OH". Los electrones de la banda
de conduccion son buenos reductores y pueden mover la superficie de la particula para reaccionar
con moléculas disueltas de oxigeno para generar aniones del radical superdxido (Oy), el cual
sucesivamente reacciona con H* para generar radicales HO,. Estas moléculas HO,. Pueden entonces
producir aniones de peroxido de hidrégeno (HO;). Los aniones HO, pueden entonces reaccionar
con H* para producir peroxido de hidrégeno (H,0,) (Bondarenko, 2013). La posicion relativa de los
limites de banda para las bandas de conduccion y valencia del ZnO, y el potencial REDOX para
adsorber sustancias provee un amplio potencial (con diferencias de voltaje) para generar reacciones

REDOX vy la generacion de ROS en ambientes celulares. Las diversas moléculas de ROS producidas
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de esta manera puede disparar un ciclo de cascadas REDOX en la célula blanco, o sobre las
membranas celulares adyacentes, conduciendo a la deplecién de las reservas enddgenas celulares de
antioxidantes, produciendo asi un dafio oxidativo irreparable a las células (Chinnammal, 2015). En
contraste, el recubrimiento de las ZnO NPs con iones de metales de transicion ha demostrado ser
otra ventaja al mejorar el potencial terapéutico, asi como potenciar los ciclos de cascadas REDOX.
Se ha postulado que la incorporacion de iones Fe*®en los cristales de ZnO aumenta la capacidad de
la particula para generar ROS por la catélisis de la disociacion de H,O, al radical hidroxilo, ion
hidroxido o al ion H* y al radical hidroperoxido, seguido de las reacciones de Fenton (Choi, 2014).
En suma, los recientes estudios han demostrado que los iones Fe** ayuda a las ZnO NPs a mejorar
su actividad catalitica para la produccion de H,0,, asi mismo la introduccién de iones libres de
metales de transicion puede inducir a la oxidacion de proteinas y a las reacciones REDOX en el
interior celular. Aunque en otros estudios se ha reportado que el recubrimiento con hierro del ZnO
puede no funcionar de esta manera, lo cual puede estar ligado a las condiciones de sintesis de las
ZnO NPs (Hussein, 2014).

2.4.5. Precauciones toxicoldgicas de las ZnO NPs
Aunque las NPs de muchos tipos diferentes de materiales pueden ser producidas en cuestiones de

compatibilidad con células vivas, los tipos de NMs estan siempre bajo consideracion para su uso en
aplicaciones biomédicas (Vaseem, 2010). ElI ZnO es considerado como un compuesto
“generalmente reconocido como seguro” (GRAS) por la FDA. Sin embargo, la designacion GRAS
comunmente se refiere con un tamafio perteneciente a la microescala o superior, por lo que cuando
estas sustancias son reducidas a la nano-escala pueden generar nuevas acciones de citotoxicidad.
Como resultado, una evaluacion detallada de la toxicidad de los NMs tanto en sistemas in vivo como
in vitro es necesaria, asi como una valoracién de la identificacion de la reduccion de efectos
indeseados de toxicidad (Dimkpa, 2011). Un enfoque comun para aumentar la biocompatibilidad y
reducir la agregacion de las particulas involucra el revestimiento de las NPs con polimeros de
tamafio discreto para hacerlas menos tdxicas, probablemente mas fagocitadas por las células, y
potencialmente mas adecuadas para las aplicaciones de acarreamiento de farmacos. El principal
método por el cual las NPs se exponen de forma inadvertida en humanos puede ocurrir por via de
inhalacion, ingestion o contacto déermico (Jan, 2013). Después de acceder al torrente sanguineo las
NPs pueden ser distribuidas a través del cuerpo y los drganos especificos y ser fagocitadas por las
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células a través de distintos mecanismos fagociticos o endociticos. El higado, el corazén, el bazo, el
pancreas y todos los huesos aparentan ser los sitios blancos de las ZnO NPs en ratones, y la
inhalacion de estas particulas en ratas produce una inflamacion pulmonar reversible. En humanos, se
desarrolla una enfermedad pulmonar ocupacional comuin conocida como fiebre por humos
metélicos, un tipo de influenza resultante de la inflamacion del tracto respiratorio. Otra ruta de
exposicion comdn de las ZnO NPs en humanos ocurre via topica por la aplicacion de protectores
solares y productos cosméticos los cuales incorporan estas NPs debido a su capacidad de absorber
luz UV, pudiendo de esta manera entrar al cuerpo y causar toxicidad, aunque la mayor parte de los
estudios indica que las ZnO NPs no penetran la piel y no causan enfermedades notorias (Hanley,
2009).

El mecanismo de citotoxicidad de las ZnO NPs no estd completamente entendido, pero la
generacion de ROS se cree que es la principal causa. Cuando las NPs interact(an con las células, los
mecanismos de defensa celular se activan para minimizar el dafio, sin embargo, si la produccién de
ROS excede la capacidad de defensa antioxidante de la célula, da como resultado un dafio oxidativo
de las biomoléculas, lo que puede conducir a la muerte celular. Se ha descrito el estrés oxidativo
mediado por ROS como un modelo de tres pasos. El primer paso involucra el incremento de las
enzimas antioxidantes para iniciar con las defensa antioxidante, seguido por el segundo paso, el cual
incluye un incremento de las citocinas pro-inflamatorias, conduciendo a la inflamacion, mientras
que el tercer paso esta caracterizado por la perturbacién mitocondrial resultando en la muerte celular
por apoptosis o necrosis (lerardi, 2013). Estos tres pasos han sido observados en células epiteliales
bronquiales por ZnO NPs, conduciendo al dafio de lipidos, proteinas y ADN, aumento de la
liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) y la muerte mediada por apoptosis 0 necrosis. Los
estudios han demostrado algunos grados de toxicidad de las ZnO NPs en una amplia gama de
organismos incluyendo bacterias, macroalgas, levaduras, protozoarios, peces cebra y ratones. Esta
toxicidad ha sido atribuida a el potencial de solvatacién de las ZnO NPs en iones libres de Zn*?,
mientras otros reportes indican que la disolucién de las particulas en iones Zn*2 no es el mecanismo
principal de citotoxicidad (Tartaj, 2003). Estas diferencias en las propiedades de disolucion de las
NPs pueden probablemente estar relacionadas a diferencias en las condiciones de sintesis.
Normalmente, los niveles fisiolégicos de zinc son importantes para una amplia variedad de
procedimientos de crecimiento y desarrollo, como lo son la buena regulacién del sistema inmune

para el control de las actividades de muchos tipos diferentes de enzimas incluyendo factores de
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transcripcion, metaloproteinas, y polimerasas (Baek, 2012). Bajo condiciones normales, la célula
tiene una alta concentracion relativa de zinc unido a varias proteinas, mientras los niveles de iones
libres de Zn** permanecen en niveles muy bajos y estrechamente regulados por mecanismos
homeostaticos. El exceso de zinc puede ser perjudicial, sin embargo, con acumulacion intracelular
implicada en toxicidad neuronal y lesiones cerebrales. EI consumo del exceso de zinc o la inhalacion
también ha demostrado causar ataxia y fiebre de humos metalicos respectivamente (Chwalibog,
2010). La disolucién de las NPs puede ocurrir en ambientes acidos incluyendo los compartimentos
intracelulares lisosomales, los iones de zinc hidratados en conjunto con las ZnO NPs pueden
conducir al dafio mitocondrial y a la disrupcion de la homeostasis celular del zinc condiciendo a la
muerte celular. EI ultimo papel toxico o citoprotectivo probable del zinc se refleja en la ruta de
administracion y en la dosis, con altas concentraciones de sales de zinc pueden causar dafio en la

membrana celular debido a la disrupcion osmotica (Rasmussen, 2010).

2.5. Ensayos sobre las biopeliculas
Debido a la susceptibilidad antibacterial de algunas cepas particulares, estos tratamientos se ven

favorecidos cuando la biopelicula estad desestabilizada, se cree que una combinacion de agentes
antimicrobianos y moléculas anti-biopeliculas podrian generar sinergia (Schwartz, 2009). Sin
embargo, solamente dos compuestos anti-biopeliculas se han ensayado contra Staphylococcus
aureus y Helicobacter pylori: la Curcumina, un colorante natural extraido de Curcuma longa, y la
N-acetil-cisteina, un agente mucolitico que provee actividad anti-biopelicula contra estos y otros
patdégenos. La curcumina actia sobre la formacion de la biopelicula de forma dosis dependiente
cuando se ensay0 a concentraciones sub-inhibitorias, sugiriendo su utilidad como coadyuvante
estandar de primera opcién para la erradicacion parcial de Helicobacter pylori y Staphylococcus
aureus especialmente en infecciones recurrentes por la formacion de biopeliculas. Un afio después,
el efecto de la N-acetil-cisteina sobre la formacion de biopeliculas fue analizado tanto in vitro como
in vivo; este ensayd demostrdé que la N-acetil-cisteina es capaz de disminuir la formacién de
biopeliculas y la desestabilizacién de las biopeliculas ya formadas a concentraciones mayores de 10
mg/Kg, aunque los estudios in vivo demostraron que solamente del 20 al 65% de los pacientes con
diagndstico positivo de biopeliculas tuvieron una erradicacion parcial de esta estructura de

virulencia de Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori, por lo que se debe de encontrar nuevas
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propuesta para su eliminacion total sin ejercer efectos secundarios toxicos en los pacientes (Garcia,
2014).

Debido a estas serias amenazas de salud publica con respecto a estas enfermedades infecciosas,
especialmente con las emergencias de bajo indice de erradicacion y de cepas resistentes a
antibioticos de amplio espectro cuando las bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori) se encuentran formando sus respectivas biopeliculas
es que en la actualidad se busca un tratamiento eficiente contra estas estructuras de patogenicidad
(Mooremeler, 2014). En los ultimos afios se han realizado avances en la nanobiotecnologia,
particularmente la capacidad de sintetizar NPs de éxidos metalicos, como lo son el ZnO y el Fe304y
debido a sus caracteristicas fisicoquimicas de interés biomédico, estas se podrian utilizar para el
desarrollo de nuevos agentes anti-biopeliculas, debido sobre todo a la actividad antimicrobiana
descrita por las NPs con tamafio menor a los 100nm (Kaittanis, 2009). Esta actividad
antimicrobiana de las NPs ha sido ampliamente estudiada en bacterias patdgenas humanas como lo
son Staphylococcus aureus y Escherichia coli, aunque nunca se ha realizado este estudio a detalle
para Helicobacter pylori. Por otra parte, estos microorganismos aparentan ser altamente sensibles a
las ZnO NPs, tomando en cuenta que esta actividad antimicrobiana depende sobre todo de su
tamano, estabilidad y concentracion en el medio de cultivo en condiciones in vitro, aunque dichos
parametros y actividad antimicrobiana no ha sido bien establecidos en la interaccion de las NPs y los
agentes patdgenos en condiciones in vivo (Azam, 2012). Debido a esto y que los mecanismos de
actividad antibacterial varian de NP a NP, se han propuesto mecanismos in vivo relacionados a la
estructura fisica de las NPs y a la liberacién de iones metalicos de la superficie de las mismas. El
area de superficie especifica de una NP aumenta, mientras su tamafio de particula disminuye,
permitiendo una gran interaccion de los materiales con el ambiente que los rodea, por lo que, para
materiales inertemente antibacteriales como el Zn, aumentar la superficie aumenta la tasa de
volumen del efecto antibacterial (Kolthatkar, 2013). Una NP de material antibacterial inerte puede
entonces, tener maltiples mecanismos de actividad antibacterial como lo son la penetracion de la
pared celular o el dafio membranal. Una de las ventajas de las ZnO NPs, es que se ha demostrado
que posee una actividad natural para reducir el crecimiento de un gran numero de cepas bacterianas
sin el uso de antibidticos, tanto en células suspendidas en medios liquidos o en superficies solidas
del organismo. Asi mismo se ha demostrado en cultivos celulares, la completa inhibicion de

Staphylococcus aureus al usar ZnO NPs, a concentraciones menores de 1mM (81.408ug/mL) en un
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periodo de exposicion de 10hrs, aunque también es necesario mencionar que la luz UV posee un
papel potenciador en las propiedades antibacteriales de las ZnO NPs, por lo que los tiempos de
exposicién podrian disminuirse, probablemente por el aumento en la produccién de iones Zn*? la
produccién aumentada de ROS o bien un dafio masivo a la membrana celular de los patdégenos. Los
iones de Zn inhiben multiples actividades de las células bacterianas, como lo son la glucdlisis, el
transporte de protones por la membrana y la tolerancia acida (Chwalibog, 2010). En contraste a la
presencia de ZnO NPs, la presencia de iones de Zn solos, permite solamente la inhibicion de la
proliferacion bacteriana (efecto bacteriostatico); por otra parte se ha demostrado que la presencia de
ZnO NPs resulta en un incremento dosis-dependiente en la presencia de ROS, resultando este
aumento en una alta tasa de actividad bactericida; aunque se debe de considerar que las propiedades
antibacteriales de las ZnO NPs dependen de multiples mecanismos de defensa de las bacterias. A
pesar de esta teoria, el mecanismo de la actividad antibacterial de las ZnO NPs in vivo es muy
complejo (Archer, 2011). Por otra parte, a pesar que el Oxido de hierro convencional no esta
considerado como un agente antibacterial, unos pocos estudios sobre bacterias in vivo han
demostrado que este material posee una actividad de inhibicion bacteriana hasta en un 95% a
concentraciones de 3 mg/Kg con tiempo de exposiciéon de 48hrs en lineas celulares de higado; se
cree que la actividad antimicrobiana de las MNPs estaba relacionado con la capacidad de las NPs
para penetrar dentro de la célula y generar ROS; el potencial zeta negativo de las NPs y las
interacciones electrostaticas minimas con las cargas superficiales negativas de la bacteria, podrian
explicar porque concentraciones relativamente altas de estas MNPs son necesarias para producir un
efecto bactericida en condiciones in vivo (Chinnammal, 2015). Las MNPs poseen un interées
particular no solamente por su propiedad antibacterial inerte, si no también debido a sus propiedades
superparamagnéticas que le podrian permitir a las particulas ser insertadas directamente dentro de la
biopelicula o del soma bacteriano al usar un campo magnético, incluso se ha reportado que se ha
aumentado su actividad antimicrobiana al recubrir estas MNPs con agentes con mayor fuerza
antimicrobiana (como la plata) por lo que se ha propuesto la asociacion de varios 6xidos metalicos

para generar sinergia antimicrobiana como un tratamiento anti-biopeliculas in vivo (Seil, 2012).

Como ya se ha hablado, las propiedades de las MNPs y ZnO NPs en condiciones in vitro han sido
fuertemente estudiadas de forma aislada, aunque solo un grupo de investigadores han realizado
hipotesis de la generacion de un efecto bactericida mas fuerte al generar “mezclas” de estos dos

tipos de NPs, generando estructuralmente nanocompdsitos (NCs), lo cuales consisten de nucleos
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magnéticos y capsides luminiscentes (Beltran, 2010); sin embargo, no existen estudios reportando
la muerte o inactivacion de los patdgenos bacterianos; especificamente Staphylococcus aureus y
Helicobacter pylori por medio de estos NCs; se ha teorizado que la interaccion eficaz de
Fe3s0,@Zn0O NCs para la captura e inhibicion simultanea de bacterias Gram positivas y Gram
negativas es debida a la interaccion fisico-quimica de los iones superficiales de estos NCs con los
agentes patdgenos, una de estas interacciones podria ser por inactivacion bacteriana mediada por
hipertermia debido las propiedades magnéticas que poseen estos NCs al exponerlos a un campo
magnético externo; por otra parte algunos estudios han sugerido que los Fe3O,@ZnO NCs podrian
ser utilizados como una terapia fotodindmica contra estos agentes patogenos, donde la luz UV
interactuaria con estos NCs generando una alta concentraciéon de iones O lo cuales serfan
responsables de la muerte de la células bacterianas selectivamente; esto ultimo debido a que estas
nanoestructuras podrian ser conducidas hacia las células blanco aunque estos patdgenos se
encontraran en tejidos profundos, por otra parte la capacidad de ambos materiales (FesO4 y ZnO ) de
generar ROS podria ayudar a la destruccion de las biopeliculas por medio de estrés oxidativo
(Beltran, 2010). Especificamente, el desarrollo de NCs biocompatibles tiene un fuerte potencial en
el area biomédica, por lo tanto la aplicacidn de estos NCs podria resultar en el desarrollo de nuevos
tratamientos econdmicamente viables, los cuales aliviarian las patologias asociadas con las
biopeliculas formadas por estas bacterias, asi mismo estos NCs podrian abrir nuevas posibilidades
para la investigacion de efectos sinérgicos de distintas NPs, asi como abordar un gran nimero de
aplicaciones, que estas de manera individual no serian capaces de hacer; sin embargo el efecto

citotoxico de estos NCs no ha sido completamente dilucidado (Singh, 2014).
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En la medicina moderna, el uso de biomateriales como implantes y dispositivos con el fin de
restaurar y soportar funciones vitales de algunas estructuras del cuerpo humano se ha convertido en
una practica comun con una alta tasa de éxito, en términos de aumentar la calidad de vida del
paciente. A pesar de esto, un serio problema asociado con el uso de biomateriales es la alta
incidencia de infecciones microbianas. Las infecciones asociadas a biomateriales representan
complicaciones serias relacionadas con una alta tasa de mortalidad y altos costos en el cuidado de la
salud. EI promedio de prevalencia de estas infecciones asociadas a biomateriales se ha estimado en
el 7.1% de la poblacién mundial, lo que se traduce en aproximadamente 4131000 pacientes
afectados; por otra parte, los costos asociados con el cuidado de la salud por infecciones asociadas a
biomateriales supera los 78 billones de ddlares anuales; debido a que aproximadamente mas de
800000 protesis ortopédicas se encuentran infectadas con distintos tipos de antropo-patdgenos.
Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori son los patdgenos que se aislan frecuentemente de
superficies de implantes de biomateriales en pacientes con infecciones severas. Esta concurrencia de
infecciones nosocomiales son atribuidas principalmente por la capacidad de estas bacterias de
formar estructuras de proliferacion y resistencia denominadas como biopeliculas. Para evitar este
foco de infeccion se han realizado diversas modificaciones en las superficies de los biomateriales y
en los tratamientos paliativos con el fin de inhibir la formacion de biopeliculas y la eliminacion de
estos patégenos del organismo, aunque, hasta ahora, estas modificaciones solo han podido reducir la
capacidad de adhesion de estas bacterias por un breve periodo de tiempo, ademas que la eliminacion
de estas bacterias en tratamientos in vivo no es total. Actualmente la aplicacion de metales en su
forma nano-particulada es considerada como un tratamiento prometedor para resolver las
infecciones relacionadas con Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori, esto debido a las
caracteristicas fisico-quimicas Unicas que presentan como lo son un diametro menor a los 100nm,
reactividad quimica relacionada a su area de superficie y potencial biocompatibilidad. Dentro de
nuestro grupo de investigaciéon, se lograron implementar rutas solvotérmicas para la sintesis
controlada de materiales nanoestructurados de ZnO y magnetita (FesO4). De igual manera se ha
demostrado la naturaleza superparamagnetica de las particulas de 6xido de hierro. Por ello, con este
trabajo se pretende evaluar la actividad microbicida de ambos materiales y la accion sinérgica de los
mismos (compdsitos ZnO@Fe30,4), en contra de microorganismos patdgenos de importancia clinica
(H. pylori y S. aureus). Se postula que ambos materiales contribuiran en inhibir el crecimiento de

estos microorganismos, particularmente, la formacion de biopeliculas. De igual manera, se evaluara
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la biocompatibilidad de los materiales (simples y compuestos), mediante la implementacién de
estudios de toxicidad in vitro e in vivo, esto con el fin de desarrollar un material bactericida eficiente
que idealmente represente bajo o nulo impacto a otros seres vivos (mamiferos). Las pruebas in-vitro
se llevaran a cabo empleando H. pylori y S. aureus como organismo modelo, mientras que las

pruebas in- vivo se realizaran en ratas Wistar

Hipotesis.

El ZnO es un material semiconductor que ha despertado gran interés debido a sus excelentes
propiedades optoelectronicas. En dltimas fechas, el ZnO ha sido sefialado como uno de los mejores
materiales que pueden ser empleados en remediacion ambiental (purificacion y desinfeccion de aire,
agua y superficies mediada por foto-catalisis heterogénea). No obstante, aun existen limitantes para
su implementacion a gran escala, entre ellas, mejorar su estabilidad quimica y elucidar la
biocompatibilidad del mismo. Por otra parte, existen muy pocos reportes referentes al uso de
campos magnéticos para el control del crecimiento de microorganismos patégenos. Recientemente
se reportd que la exposicion de Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori a campos
electromagnéticos de baja intensidad (50 Hz y 1 mT) induce cambios morfolégicos en estos
patégenos, disminuyendo la capacidad de las mismas para formar biopeliculas, postulando que la
aplicacion de NPs de ZnO y Fe30, asi como los NCs de ZnO@Fe3;0,4 en sistemas in vivo e in vitro
generan una alta eficiencia en la eliminacion de estos microorganismos, ademas de presentar una

baja o nula toxicidad.
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Objetivo general:

Sintetizar, caracterizar y evaluar la toxicidad y bioactividad de NPs magnéticas simples
(FesO4) y compuestas (ZnO@Fe30y).

Objetivos especificos:

Optimizar condiciones de reaccién para la sintesis de NPs magnéticas empleando una

ruta solvotérmica y radiacion de microondas.

Optimizar condiciones de reaccion para la sintesis de nanocompositos de tipo

ZnO@Fe304 empleando una ruta solvotérmica y radiacion de microondas.

Caracterizar NPs y nanocompositos mediante microscopia electrénica de barrido, Raman,

difraccion de rayos X y Espectrometria de energia dispersiva.
Evaluar la toxicidad de NMs y nanocompositos en ratas Wistar macho.

Evaluar el desarrollo de bio-peliculas (Helicobacter pylori y Staphylococcus aureus) en

presencia y ausencia de NPs y nanocompadsitos.

Objetivos
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Pruebas in vitro

Evaluacion de la toxicidad de
nanomateriales

Pruebas in vivo

ZnO@Fe;0,NCs

Fe;0, NPs

y Staphylococcus aureus en
medio sélido

y Staphylococcus aureus en
medio liquido

Desarrollo de biopeliculas en
microplaca

Inoculacion de NMs
(crénco y agudo)

Caracterizar NPs y NCs

Interaccion con
nanomateriales

Pruebas de identificacion

Pruebas de quimica clinica

Analisis histoldgico

Microcopia Electrénica de
Barrido

Difraccién de rayos X

Cuantificacion de inhibicion

Detreminacion de DMI

Tincién de Gram

Prueba de Catalasa

Prueba de Ureasa
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Cronograma de actividades.
2015 2016

Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun

Sintesis de X X X X X
NMs

Caracterizacion X X
de NMs

Evaluacion de X X X X X X X
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Sintesis de materiales nano-estructurados:
Esta fue una investigacion experimental, analitica y prospectiva, la cual consistio en la sintesis de

tres tipos de nanomateriales; ZnO NPs, MNPs (Fes0,) y NCs (ZnO@Fe30,), dichos materiales
fueron sintetizados por medio de una ruta solvotérmica activada por microondas (como se observa
en el diagrama 1) siguiendo lo establecido por Herrera (2013) con ligeras modificaciones, dicho
proceso de sintesis se basa en el método solvotérmico de Bilecka et al (2008) modificado,
consistente en dispersar 1 mmol de Fe(acac); (Sigma-Aldrich, 97%) en 5 mL de alcohol bencilico
(J.T. Baker, 99.90%) en ciclos de calentamiento: el primero a 60°C en microondas (CEM Discovery
908005, U.S.A.) en condiciones atmosféricas durante 2 minutos y un segundo a 215°C durante 5
minutos con agitacion constante y dejando enfriar 20 minutos a temperatura ambiente una vez
terminada la reaccion. Posteriormente se someti6 el producto obtenido a una separacion con el fin de
obtenerlo en forma de polvo. En primer lugar se llevo a cabo una separacion en centrifuga (UNICO
HX-C822, U.S.A.) a 3400 r.p.m. durante 15 minutos, eliminando el sobrenadante. El precipitado se
sometio a dos lavados con 2 mL de una mezcla 1:1 V/V de etanol anhidro (Alquime, 99.5%): éter
etilico anhidro (Golden Bell, Grado técnico) para eliminar impurezas, sometiendo a ciclos de
centrifugado a 3400 r.p.m. durante 10 minutos posterior a cada lavado. Por ultimo se resuspendié el
producto obtenido en la misma mezcla de solventes y se sometié a secado en parrilla eléctrica
(Barnstead Thermolyne, Deutschland) a 100 °C en campana de extraccion, obteniéndose  los
productos secos después de alrededor de una hora. El rendimiento se establecid obteniendo la masa
del producto seco en una balanza analitica (OHAUS Pioneer PA214, U.S.A.) y calculando las
relaciones molares correspondientes. A este tratamiento se le denomino como TRATAMIENTO
CONTROL. Adicionalmente, para realizar la optimizacion del rendimiento molar de esta ruta de
sintesis se procedié a modificar las temperaturas de lavado de las MNPs una regulando el proceso a
61°C (TRATAMIENTO A) y otro bajo temperaturas de 4°C (TRATAMIENTO B).
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Diagrama 1.Sintesis de MNPs. Se observa el procedimiento realizado para la sintesis solvotérmica activada por
microondas de las Fe;O4 NPs; realizando el pesaje de 1 mmol de precursor (a), ciclos de calentamiento en microondas
CEM Discovery® a condiciones ambientales. Paso 1: rt = 1 min., t = 2 min., T = 60°C; Paso 2: rt =3 min., t = 2-6 min.,
T = 150-215°C (b). Lavado de nanopolvos con solventes organicos (c). Calculo del rendimiento molar (d). Magnetita
nanoestructurada (e).

En el caso de las ZnO NPs se realizé su sintesis solvotérmica siguiendo la metodologia de Bilecka
et al (2008) con modificaciones en los ciclos térmicos (como se observa en el diagrama 2), dicha
metodologia consistio en dispersar 1 mmol de (CH3COO),Zn-2H,0 (Sigma-Aldrich, 95%) en 5 mL
de alcohol bencilico en dos ciclos de calentamiento en microondas CEM: el primero a 60°C en
condiciones atmosféricas durante 2 minutos y un segundo a 200°C durante 3 minutos con agitacion
constante y dejando enfriar 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizada la reacciéon se
procedié a realizar la separacion del NM en forma de polvo. En primer lugar una centrifugacion a
4500 r.p.m. durante 15 minutos, eliminando el sobrenadante. El precipitado se sometid a dos lavados
con 3 mL de éter etilico anhidro para eliminar impurezas, sometiendo a ciclos de centrifugado
posterior a cada lavado. Por ultimo se resuspendié el producto obtenido en la misma mezcla de
solventes y se sometié a secado bajo temperatura ambiente, obteniéndose los productos secos
después de alrededor de tres horas. El rendimiento se establecié obteniendo la masa del producto

seco en una balanza analitica y calculando las relaciones molares correspondientes.
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Diagrama 2.Sintesis de ZnO NPs. Se observa el procedimiento realizado para la sintesis solvotérmica activada por
microondas de las ZnO NPs; realizando el pesaje de Immmol de precursor (a), ciclos de calentamiento en microondas
CEM Discovery® a condiciones ambientales. Paso 1: rt = 1min., t = 2min., T = 60°C; Paso 2: rt = 2min., t = 3min., T =
200°C (b). Lavado de nanopolvos con solventes organicos por centrifugacion (c). Calculo del rendimiento molar (d).
ZnO nanoestructurado (e).

Para la sintesis de NCs se siguio la técnica sugerida por Chin et al (2010) modificado (como se
observa en el diagrama 3), realizando la dispersion 1 mmol de Fe(acac); con Immol de ZnO NPs en
10 mL de alcohol bencilico durante 5 minutos en sonicador (BRANSON CPXH; U.S.A),
ulteriormente se realizd la reaccion solvotérmica en microondas CEM bajo dos ciclos de
calentamiento: el primero a 60°C en condiciones atmosféricas durante 2 minutos y el segundo a
215°C durante 5 minutos con agitacion constante, dejando enfriar 20 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se sometieron los productos obtenidos de cada uno de los tres
tratamientos al proceso de purificacion de los nanopolvos del TRATAMIENTO B en la sintesis de
MNPs, ademas el rendimiento se establecié obteniendo la masa del producto seco en una balanza

analitica y calculando las relaciones molares correspondientes.
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Diagrama 3.Sintesis de NCs. Se observa el procedimiento realizado para la sintesis solvotérmica activada por
microondas de los ZnO@Fe;0, NCs; realizando el pesaje de 1mmmol de ZnO NPs y 1mmol de Fe(acac), (a).
Sonicacion de la mezcla de materiales (b). Ciclos de calentamiento en microondas CEM Discovery® a condiciones
ambientales. Paso 1: rt =1 min., t = 2 min., T = 60°C; Paso 2: rt =3 min., t = 2-6 min., T = 150-215°C (c). Lavado de
nanopolvos con solventes organicos (d). Calculo del rendimiento molar (e). NC nanoestructurado (f).

Cultivo de microrganismos
Para obtener los organismos modelo de esta investigacion se llevo a cabo la metodologia sugerida

por Garcia y Morales (2013) para cultivo selectivo de Helicobacter pylori y Staphylococcus aureus
(véase el diagrama 4); en el caso de la primera se utilizaron indculos bacterianos (500 UFC/mL)
congelados a -40°C en ICC/glicerol 10%) bajo ultracongelador (ULTRA.GUARD™ UF V 500
BINDER; U.S.A.) de un aislado clinico (cepa A97) caracterizado previamente por pruebas
bioquimicas y moleculares; dichos in6culos fueron descongelados a temperatura ambiente para su
posterior separacion del medio de cultivo por medio de centrifugacién bajo mircocentrifiga (SCI
LOGEX; U.S.A.) por 5 minutos a 10 000 R.P.M.; posterior a la centrifugacién se procedid a
resuspender el pellet obtenido en 100uL de medio Infusién Cerebro Corazon (ICC;BD Bioxon;
México), con este nuevo volumen del inoculo se procedid a tomar alicuotas de 10uL para su cultivo
por estria cruzada en medios sélidos de Agar base Sangre (10% sangre de borrego adulto; BD
Bioxon; México) sin antibidtico y suplementados con 5% de antibidtico selectivo (5 mg/mL
Vancomicina, 2.5 mg/mL, Cefasolodina, 2.5 mg/mL Anfotericina), posterior al cultivo se procedio a
incubar las cajas Petri bajo camara de cultivo (LAB-LINE INSTRUMENTS Inc.; U.S.A.) a 37°C
bajo 40 PSI de CO, (Smith’s; México) durante 72 horas; la inyeccién de CO, se realiz

periédicamente cada 48 horas posterior a cada resiembra, asi mismo la resiembra en medios sélidos
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se efectud cada 72 horas antes de la realizacion de los ensayos con el fin de trabajar con la fase de
crecimiento logaritmica de esta bacteria. Por otra parte, para realizar el cultivo de Staphylococcus
aureus se partio de un stock concentrado de bacterias multi drogo resistentes (5000 UFC/mL)
suspendidas en medios ICC inactivado a 4°C (Mabe; U.S.A.), este stock fue llevado a incubacion en
camara de cultivo (Prendo; México) durante 24 hrs bajo 37 °C para poder realizar la reactivacion de
estos microorganismos; posterior a la activacion de las bacterias se procedio a realizar la resiembra
de los microorganismos tomando 10uL del stock e inoculandolos en tubos falcon (AXYGEN;
U.S.A.) con 7 ml de medio ICC fresco a temperatura ambiente (25°C) e incubado bajo las anteriores
condiciones de cultivo; el stock fue inactivado a 4°C para su uso posterior en situaciones de
contaminacion de los in6culos sembrados; la resiembra en medios liquidos de esta bacteria se llevé a
cabo cada 24 horas anterior a la realizacion de los experimentos, con el fin de trabajar con la fase de

crecimiento logaritmica de esta bacteria.

Diagrama 4.Cultivo de microorganismos. Se observa el procedimiento realizado para la propagacién de bacterias; re-
suspension de primocultivo en ICC (a). Siembra de indculos bacteriano en medios de Agar Sangre por estria cruzada
(b). Incubacién de microorganismos a 37°C (c). Evaluacién de crecimiento bacteriano (d).

Caracterizacion de microrganismos
Con el fin de asegurarse que se trabajo con cultivos monoxenicos de los microorganismos cultivados

se procedié a realizar una serie de pruebas bioquimicas especificas de este tipo de microorganismos,
estas pruebas fueron basadas en la metodologia propuesta por Bayona (2013); como se puede
apreciar en el diagrama 5, partiendo de los cultivos de Helicobacter pylori se procedié a tomar una
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asada (10 UFC/mm) y ponerlas en interaccion con 200uL de reactivo de Peroxidasa bajo una
dilucion 1:10 (Sigma-Aldrich, 95%), bajo esta prueba se espera observar la formacién de un
burbujeo intenso en el medio debido a la accién de la enzima Catalasa presente en esta bacteria
Gram negativa, la cual es capaz de hidrolizar el peroxido y realizar la liberacion de O, en forma de
burbujas; por otra parte se realizo la prueba de ureasa al efectuar la interaccion de una asada de las
colonias de Helicobacter pylori con 200uL de reactivo de Ureasa bajo una dilucién 1:50 (Sigma-
Aldrich, 90%), con esta prueba se esperd observar un viraje de coloracion del medio hacia una
tincién rosa intensa, este cambio de coloracion es debido al cambio de pH en el medio ya que la
accion de la enzima ureasa presente en Helicobacter pylori permite la hidrolisis de la urea presente
en el medio para la posterior liberacion de acido carbdnico y amoniaco, causando una disminucion
del pH del medio y el cambio subsecuente de la coloracion. Por otra parte para realizar la
caracterizacion por medios bioquimicos de Staphylococcus aureus se procedio a realizar la prueba
de Peroxidasa al poner a interaccionar 5uL del cultivo de esta bacteria Gram negativa con las misma
condiciones del reactivo para la prueba con Helicobacter pylori, esperando la presencia de burbujeo
intenso en el medio; asi mismo otra prueba que se realizé para caracterizar el crecimiento en los
cultivos de Staphylococcus aureus fue la siembra de 10pL del cultivo en medio sélido en placa para
identificacion de DNAsas (Sigma-Aldrich, U.S.A.), donde se esperd observar que en este medio se
lograra la formacién de un codgulo debido a la accién de esta termonucleasa a 37°C por la
degradacion del material genético presente en el medio sélido; por otra parte se realizo el cultivo de
estos microorganismos en medios sélidos de Sal y Manitol (Sigma-Aldrich, U.S.A.) por estria
cruzada durante 24 horas a 37°C esperando observar el cambio de coloracion de este medio hacia
una tincion amarilla palido debido a la degradacion del manitol y las peptonas del medio realizando
un cambio en el pH del medio; bajo este principio este cultivo sélido es especifico para
Staphylococcus aureus, ulteriormente se realizo el cultivo de esta bacteria Gram-positiva en medios
de Agar Base Sangre 10% sin antibiéticos a 37°C durante 24 horas, esperando observar la presencia
de un halo B-hemolitico caracteristico de estas bacterias. Finalmente la morfologia de ambas
bacterias fue corroborada por medio de tincion de Gram modificada, la cual se efectud al re
suspender una asada de cada cultivo bacteriano en 10pL de Solucion Salina Fisiologica (SSF), los
cuales fueron fijados en portaobjetos (Optik Labor; U.S.A.) a temperatura ambiente, posterior a esta
fijacion de las alicuotas bacterianas se procedidé a adicionar 10uL de colorante microbiologico
Cristal Violeta a cada fijacion microbiana por 3 minutos para su posterior lavado con agua, posterior
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al lavado se adicionaron 10 pL de Lugol (Delva, 15%) por 3 minutos, este reactivo posteriormente
se elimind por decantacion, ulteriormente se adicionaron 200uL de Etanol — Acetona (Sigma-
Aldrich, 90%) en una dilucion 1:9 (V:V) para su posterior enjuague con agua Yy una ultima
interaccion con 10pL de Safranina (Sigma-Aldrich, 90%) durante 2 min, bajo esta tincion se espero
observar bacterias curvo espiriladas Gram negativas para Helicobacter pylori y bacterias esféricas
Gram positivas para Staphylococcus aureus.

Diagrama 5.Caracterizacion de microorganismos. Para Helicobacter pilory: Bacterias translucidas en Agar-Sangre
(a). Hidrolisis de urea (positivo) (e). Actividad de peroxidasa con abundante burbujas (positivo) (f). Bacterias espirilares
Gram-negativas (g). Para Staphylococcus aureus: Viraje de coloracién en Sal y Manitol ( ) (b). Presencia de f-
hemolisis en Agar-Sangre (c). Aglutinacion de ADN (d). Actividad de peroxidasa con abundante burbujas (positivo) (f).
Bacterias esféricas Gram-positivas (h).

Formacion de Biopeliculas
Debido al alto potencial de patogenicidad que presentan las estructuras microbianas complejas

denominadas como biopeliculas y con el fin de establecer una propuesta de erradicacion de esta
estructura se procedio a realizar la metodologia (modificada) propuesta por Cramton et al (1999)
para obtener biopeliculas estables de Helicobacter pylori y Staphylococcus aureus en condiciones in
vitro; en primer lugar se procedié a tomar un inéculo de cada cultivo bacteriano en fase de
crecimiento logaritmico y sembrarlo en PBS (pH 7.2), bajo estas condiciones se realizaron
diluciones de este inoculo realizando lecturas bajo espectrofotometro (JENWAY 7305; U.S.A.)
hasta obtener una absorbancia de 0.5 bajo longitud de onda de 465 nm, la cual es correspondiente a

1 x 10° UFC/mL (corroborado por cuantificacién de colonias en medio sélido) de acuerdo a los

Metodologia t,]uaa Pagina 65



establecido por Sutton (2011). Una vez obtenido este indculo se procedié a adicionar 200L de estos
indculos en placas de cultivo celular (COSTAR; U.S.A.) en tres medios distintos, ICC normal, ICC
suplementado con 3% de Glucosa (Sigma-Aldrich, 95%) e ICC suplementado con 5% de Peptona
(Sigma-Aldrich, 90%) con el fin de demostrar si una mayor concentracion de carbohidratos
favorece la formacion de biopeliculas y que tipo de nutriente favorece esta formacion de
biopeliculas, una vez realizado el inéculo en la placa se procedio a dejar una incubacion de las
placas a distintas condiciones, siendo para Helicobacter pylori una incubacion bajo 37°C con 40 PSI
de CO; durante 48 horas y para Staphylococcus aureus una incubacion bajo 37°C durante 12 horas,
posterior a estos tiempos de incubacion se procedio a realizar diluciones 1:10, 1:20, 1:40, 1:80,
1:160 y 1:320 del inéculo principal (CONTROL) con el fin de establecer las mejores condiciones de
crecimiento de biopeliculas, una vez realizadas esta diluciones se realizaron nuevas incubaciones de
la placas de cultivo a distintos tiempos 24, 48, 72, 96 y 120 horas con la finalidad de observar la
cinética de formacion de esta estructura microbiana bajo las condiciones de temperatura y presion de
CO, anteriormente descritas; posterior a estas incubaciones se procedio a realizar la cuantificacion
de la densidad de biopelicula formada por medio de espectrofotometria al realizar 3 lavados con
PBS y dos lavados con agua destilada estéril de cada pozo de cultivo; ulterior a estos lavados se
adicionaron 20uL de Safranina a cada pozo durante 2 minutos y se realizaron lavado con agua
destilada estéril; una vez removido el exceso de colorante se procedié a realizar las lecturas en
espectrofotometro (BIOTEK ELx800; U.S.A) bajo una longitud de onda de 450 nm; las medidas
fueron procesadas en el sistema digital (Gen 5; Step Wise). Posterior a este ensayo se procedio a
tomar una muestra de sobrenadante y de la misma biopelicula para realizar su estudio de morfologia
bajo microscopio éptico invertido (Zeiss; Alemania) y su inoculacion en medios sélidos de Agar
Base Sangre 10% sin antibi6ticos a los tiempos especificados para cada bacteria y su posterior

analisis de morfologia por tincion de Gram.
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Diagrama 6.Formacion de Biopeliculas. Se observa el procedimiento realizado para la formacion de biopeliculas:
Cultivos monoxénicos (a). Interaccion bacteriana con medios suplementados (b). Inoculacion bacteriana bajos distintos
tratamientos (c). Incubacién a 37°C (d). Tincion con Safranina y lectura de absorbancia (e). Evaluacién microscépica de
biopeliculas (f).

Determinacion de actividad bactericida y de inhibicion de biopeliculas
Una vez establecidas las condiciones de cultivo bajo las cuales se generan biopeliculas estables para

cada bacteria se procedid a realizar ensayos de actividad antimicrobiana sobre nuestros organismos
modelo; este tipo de ensayo se realizo6 siguiendo la metodologia establecida por Sadeghi et al (2014)
modificada (véase diagrama 7); bajo esta referencia se procedié en primer instancia a realizar
cultivos monoxenicos de cada bacteria y realizar la incubacién de indculos de 1 x 10° UFC/mL en
medios ICC no suplementado como se describié anteriormente en las placas de cultivo; posterior a
esta inoculacion se adicionaron distintas dosis de cada NM (1 mg/mL, 2 mg/mL y 4 mg/mL) bajo
esta densidad bacteriana conocida, dejando un grupo de pozos sin interaccion (CONTROL)
posterior a esta inoculacion las placas se dejaron en incubacién con agitacion constante (Lumistell
IRO-60; U.S.A.); una vez concluido el tiempo de incubacién se dejaron reposar los indculos durante
8 horas para asegurar la union de las bacterias al fondo de la placa, asi mismo al concluir este
tiempo se realizo el lavado de cada pozo con PBS/agua destilada para la remocion de lisados
bacterianos y los NMs, posteriormente cada pozo fue tratado con Safranina para la cuantificacion de
la densidad bacteriana como se describio anteriormente y realizar las comparaciones en orden de
densidad bacteriana y establecer las Dosis Minimas Bactericidas (DMB) para cada NM. En orden de

determinar las dosis biocidas o Dosis Minimas Inhibitorias (DMI) necesarias para ejercer un efecto
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de disminucién significativa contra las biopeliculas de cada bacteria se realiz6 la formacion de esta
estructura bajo una dilucion 1:40/24hrs de cada microorganismo; una vez obtenidas las biopeliculas
de cada bacteria se procedid a dejar en interaccion con los NMs para su posterior analisis
espectrofotométrico y realizar la comparacién en orden de densidad de biopelicula, cabe mencionar
que tanto el ensayo de DMB como de DMI se realizaron los sondeos en alicuotas de sobrenadante y
de masa unida a placa por medio de miscrocopia Optica, asi mismo los resultados obtenidos de DMB
fueron corroborados por medio de una prueba de actividad bactericida bajo un estimulo de luz y
oscuridad por 6 horas, partiendo de una densidad de 1 x 10° bacterias/mL, bajo incubacién a 27°C
en agitacion constante en bafio de agua (Lab Companion; Bs-06), para las pruebas de actividad con
estimulo de luz se utilizé una lampara (Kit-Circular; 22 watts 120 V, 60 Hz), posterior a cada hora
de interaccion con las DMB se realizo la inoculacion de una alicuota (100 bacterias/mL) en medios
de Sal y Manitol para su posterior cuantificacion 24 hrs post-interaccion, se procedio a realizar la
comparacion de actividades contra los estdndares especificos de alta eficiencia en el tratamiento de
estos patdgenos, bajo las dosis recomendadas por las instituciones de salud; en el caso de las pruebas
comparativas para Staphylococcus aureus, se realizé una primera interaccion con bacterias (1 x 10°
bacterias/mL) suspendidas en ICC en forma planctonica sobre una placa de cultivo celular de 24
pozos, para la posterior adicion de 2 mg/mL de Kanamicina diluida en agua inyectable, este mismo
procedimiento de interaccion se llevé a cabo posterior a la formacion de biopeliculas de esta
bacteria, igualmente las DMB y DMI de cada NM fueron utilizadas para llevar a cabo esta
comparativa, dejando bajo interaccion por 24hrs bajo las condiciones de cultivo previamente
descritas para esta bacteria, y realizando la lectura de resultados por espectrofotometria, este
protocolo se llevo a cabo para Helicobacter pylori, modificando los tiempos de interaccion (72hrs) y
el antibidtico a estudiar (Pylopack), posterior a cada ensayo se tomd una alicuota de la biopelicula
para inocularla en medios enriquecidos para su posterior analisis de resistencia bacteriana en su

forma de biopelicula.
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Diagrama 7.Efecto de los NMs in vitro. Se observa el procedimiento realizado para la evaluacion de la DMI y DMB de
los NMs: Interaccion NMs/antibidtico y bacterias/biopeliculas (a). Inoculacién bacteriana/biopeliculas bajos distintos
tratamientos (b). Incubacion a 37°C (c). Tincién con Safranina y lectura de absorbancia (d). Evaluacién microscopica de
biopeliculas (). Conteo de colonias remanentes de biopeliculas tratadas (f)

Determinacion de actividad toxicologica in vivo
Una vez establecida la actividad de nuestros NMs sobre las bacterias en su estado planctonico asi

como en su forma de biopelicula se procedié a elucidar la actividad de estos NMs sobre sistemas
bioldgicos in vivo usando como organismo modelo ratas Wistar macho adultas (2 meses de edad:;
200gr), este analisis se realiz6 con 8 grupos experimentales (como se observa en el diagrama 8): a)
Prueba crdnica con ZnO b) Prueba aguda con ZnO, c) Prueba crénica con MNPs crénico, d) Prueba
aguda con MNPs, e) Prueba cronica con NCs crénico, f) Prueba aguda con NCs agudo g) Prueba
cronica con Agua destilada (control cronico) y h) Prueba aguda con Agua destilada (control agudo)
(n = 7/gpo); este procedimiento se realizo siguiendo el modelo establecido por (Roghayeh , et al.,
2015), el cual esta basado en la suspension de los NMs en un volumen establecido de excipiente
(como se aprecia en el diagrama 8), siendo en este caso la suspension de 1, 2 y 4 mg (para la
interaccién crénica) y 6, 9 y 12 mg (para la interaccion aguda) en 1mL de agua destilada estéril y
posteriormente sonicadas por 5 min, esta suspension fue tomada en una jeringa de insulina de 1000
unidades (BECTON DICKINSON®), posterior a la preparacion de las muestras se procedié a
anestesiar los organismos modelo usando dosis hipnoéticas de pentobarbital sédico; la inoculacion de
los NMs se realiz a través de la vena caudal realizando una aplicacion lenta de la muestra para

evitar el dafio en la vena, posterior a la aplicacion las ratas fueron divididas en dos subgrupos, uno
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de ellos (n=3/gpo) con el fin de realizar el anélisis de los pardmetros fisioldgicos de ingesta de agua,
volumen de orina excretada, peso, y bioacumulacion; las ratas pertenecientes a estos subgrupos
fueron dispuestas en jaulas metabolicas (TECNIPLAST®), estos parametros fisiologicos fueron
medidos durante 90 dias para el modelo cronico y durante 30 dias para el modelo agudo, realizando
la inoculacion de los NMs en estos subgrupos los dias 1, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 para la interaccion
cronica y en una Unica dosis el dia 1 en la interacciéon aguda; otro subgrupo de roedores (n=4/gpo)
fueron dispuestas en jaulas estandar de andlisis veterinario, para realizar el estudio de los parametro
bioquimicos en suero de TGO, TGP, Albumina, Creatinina, Glucosa y Bilirrubina total y directa
para establecer el posible dafio sistematico de la interaccion de estos NMs a distintas dosis con
respecto al tiempo, el estudio de estos parametros enzimaticos se realizé en equipo automatizado
CLIMA PLUS (DPC), en suero en distintos dias de la intoxicacion; 1, 15, 30, 45, 60, 75y 90 para la
interaccidn cronica y diariamente en la intoxicacion aguda; asi mismo se realizaron pruebas de
absorcién atémica en las muestras de orina, para determinar la cantidad de iones metalicos de cada
NM eliminada, dicho analisis se llevé a cabo por espectrofotometria de absorcion atémica (Perkin
Elmer; PinAAcle 900 T), bajo lamparas especificas para Zn y Fe; las muestras de orina fueron
previamente tratadas, bajo una digestion en medio acido, dicha reaccion se llevo acabo al afadir
acido nitrico (hasta alcanzar un pH de 5 en la muestra) a las muestras (5mL) esta mezcla se dejé en
interaccion bajo bafio de aceite y con extraccion de gases (Fisher Hamilton) hasta lograr el
aclaramiento de la muestra; posterior a esta digestion la muestras fueron conservadas bajo
refrigeracion (4 °C; LG, Smart fresh) hasta el dia de su analisis. Posteriormente se procedid a
realizar el sacrificio de los organismos modelo mediante perfusion sistémica, la cual se basé en la
previa anestesia de los organismos modelo con pentobarbital sédico (SEDALPHORTE®); posterior
al proceso de anestesia de los organismos modelos y obtener un estado de hipnosis profunda se
procedio a sujetar los animales a una cama quirurgica, realizando una incision por encima de la
epifisis xifoides y realizar la fractura de la cavidad toracica, con el fin de dejar al descubierto el
corazén (aun funcional), este organo fue lavado con solucién salina fisioldgica y se le retiro las
capaz de pleura y pericardio que lo rodeaban, posterior a esto se realizd una lesion en la parte
superior a la auricula derecha permitiendo el desangramiento del animal por volumen controlado,
mientras que en el ventriculo izquierdo se realiz6 una puncion con una canula conectada a una
bomba peristaltica, con lo cual se realizé el lavado de los 6rganos por medio de la aplicacion de
120mL/ de Solucion de lavado y 120mL de Solucion fijadora, posterior a este proceso de fijacion

Metodologia Lﬂuaa Pagina 70



por perfusion, los drganos fueron extirpados de los animales y conservados en 200mL de Formalina
Neutra (J.T. BAKER) por 7 dias, posterior a este tiempo con conservacion se realiz6 la inclusion en
parafina de los 6rganos utilizando un equipo automatizado (LEICA, TP 1020). 24 horas después a la
inclusion de parafina se tomaron muestras de estos 6rganos, las cuales fueron colocadas en bloques
de parafina por métodos automatizados (LEICA, EG 1150H) para su posterior conservacion a 4°C
(LG, smart fresh) por 48 hrs, ulterior a esta conserva se realizaron cortes histologicos de cada
organo en micrétomo (LEICA, RM 2125RT) con un grosor de 5nm, una vez obtenidos los cortes se
elimino el exceso de parafina bajo incubacion (37°c / 24hrs) (LYON, 48-OR), posterior a esta
incubacidn, las laminillas fueron tefiidas siguiendo la técnica de Hematoxilina-Eosina bajo equipo
automatizado (LEICA ST 4040), una vez tefiidas las muestras histolégicas estas fueron montadas y
selladas con Entellan (MAILE) para su posterior analisis bajo microscopia de luz visible (ZEISS,

Primo Star).

Diagrama 8. Efecto de los NMs in vivo. Se observa el procedimiento realizado para la evaluacion de la toxicidad de los
NMs en rata Wistar Macho: Interaccion NMs-Ratas (a). Lectura de parametros fisioldgicos y quimica sanguinea (b).
Absorcion atdmica de iones metalicos en orina (c). Tincién histolégica por H-E y evaluacion microscépica (d).

Andalisis estadistico
La correlacion de los resultados in vitro se realizd por evaluaciones estadisticas en modelos

ANOVA de Tukey y analisis estadistico descriptivo realizado en programa computacional GraphPad
Prism 5.00.
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3.1 SINTESIS DE MNPs (Fe;0,):
Para poder dilucidar la biocatividad y toxicidad en sistemas in vitro e in vivo que poseen las Fe;O,

MNPs, se realizé la sintesis y optimizacion de estos NMs a través de distintas variantes en las etapas
iniciales (reposo en frio) y en las etapas finales (secado) del proceso de purificacion; con la finalidad
de incrementar el rendimiento final en la sintesis de estas NPs en comparacion a la metodologia
tradicional sugerida (Herrera, 2013) (Tratamiento control); realizando varios ensayos de sintesis (n =
10) bajo consideraciones estequiométricas de 1 mmol, se realiz6 la comparacion estadistica entre los
rendimientos de los tres tratamientos de sintesis para determinar el mejor modelo para la produccion
de estos NMs; como se puede observar en la grafica 1 al hacer las comparaciones entre el
tratamiento control y el procedimiento A (secado a 61°) no existen diferencias significativas (P >
0.05) entre los rendimientos finales de las MNPs obtenidas con el control (18.74 + 2.87%) y las
obtenidas con el tratamiento A (21.78 = 3.79%); sin embargo como se puede observar las NPs
obtenidas bajo este procedimiento de sintesis tienden a ser de una coloracién mas rojiza con respecto
a la control. Por otra parte al realizar la comparacion estadistica en el tratamiento control y el
procedimiento B (reposo en frio) se puede observar una clara diferencia significativa (P < 0.05)
entre el rendimiento obtenido del tratamiento B (39.30 = 4.26%) con respecto al control; cabe

mencionar que estos NMs se asemejaban en coloracion a los obtenidos en el control.

Sintésis de MNPs

5
H3
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Gréfica 1. Sintesis de MNPs. Se optimizaron las condiciones de sintesis y purificacion por recapturacion
magnética de MNPs. La recapturacion a bajas temperaturas (B), incrementa los rendimientos hasta 39.30 +
4.26% con respecto al control (18.74 + 2.87%) y a tratamientos a altas temperaturas (A) (21.78 + 3.79%).

Estos resultados sugieren que la purificacion por recapturacion magnética de 6xidos magnéticos
nano-estructurados a bajas temperaturas logra aumentar significativamente el porcentaje de
rendimiento molar con respecto a las condiciones de extravasacion sugeridas por Herrera (2013).
Debido a que en este tipo de procesos, las condiciones de reaccién, como lo son los reservorios de
solvente, la temperatura y el tiempo, usualmente tienen un efecto importante sobre los productos; asi
mismo cabe resaltar que el tamafio de las NPs de Fe;O, aumenta con un tiempo prolongado de
reaccion. Al mantener una alta cantidad de reservorio de solvente (alcohol bencilico), el producto
resultante puede generar una menor precipitacion de MNPs de acuerdo a lo establecido por Laurent
et al (2008) con lo que se podria explicar el bajo porcentaje de rendimiento molar en el tratamiento
control. Como lo estipulan Sun et al (2006) la generacion de NMs depende de la temperatura de
reaccion en mayor medida debido a que la nucleacion de estos materiales nano-estructurados se
beneficia a altas temperaturas generando un tamafio de particula menor a los 30 nm; asi mismo se ha
descrito que las reacciones de sintesis a altas temperaturas con Hierro (I11) acetilacetonato en
solventes organicos generan MNPs mono-dispersas caracterizadas por ser altamente hidrofobicas
hasta la adherencia de un agente surfactante bipolar. Por otra parte Lopez et al (2010) describen que

la purificacion de MNPs a temperaturas inferiores a los 10°C podria favorecer la de reduccion de
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agentes externos a la reaccion (como agentes estabilizadores) o bien para prevenir la agregacion

interparticula al disminuir los enlaces electrostaticos existentes entre los atomos de la NP.

3.2 SINTESIS DE NCs:
Ulterior de la optimizacion de la purificacion de las MNPs se procedid a realizar la obtencion de

ZnO NPs y de ZnO@Fe3;04 NCs por ruta solvotérmica activada por microondas (n = 10); como se
demuestra en la gréafica 2 el rendimiento maximo de los NCs de ZnO@Fe30, fue de 47.30 + 2.39%);
correspondiente al tratamiento C (ZnO NPs + Fe(acac)s), el cual posee un porcentaje de rendimiento
molar significativamente mayor (P < 0.05) que el rendimiento obtenido por el tratamiento D (ZnO
NPs + MNPs) correspondiente a 2.6 £ 1.04%; sin embargo es posible observar que los tratamientos
A ((CH3COO0),Zn"2H,0 + Fe(acac);) y B (ZnO NPs + Fe(acac)z) no lograron la sintesis de este NC
bajo las condiciones de reaccion propuestas.

Sintésis de NCs
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Gréfica 2.Sintesis de NCs: Se optimizaron las condiciones de sintesis y purificacion por recapturacion
magnética de NCs. La mezcla de las ZnO NPs con el Fe(acac); (C), incrementa los rendimientos hasta
47.30 £ 2.39% con respecto al tratamiento D (2.6 £ 1.04%) y los tratamientos A (0%) y B (0%).
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Como se puede observar en la gréafica 2 la sintesis de NCs Unicamente fue posible mediante la
mezcla de 1 mol de ZnO NPs previamente sintetizadas y 1 mol de Hierro (I11) acetilacetonato, bajo
reaccion solvotérmica activada por microondas (condiciones de sintesis de MNPs), lo cual puede
explicarse a los establecido por Hong et al (2008), los cuales establecen que el realizar una sintesis
de NCs a temperaturas de 200 — 250°C partiendo de MNPs, estas perderian sus propiedades
magnéticas debido a su oxidacion de Fe3O, a Fe,Os, por otra parte se teoriza un mecanismo de
sintesis de NCs, donde, el Fe(acac)s; se oxida a Fe3O,4 a la par que interaccionan y recubren a las
ZnO NPs, generando un composito con propiedades opto-eléctricas y fotocataliticas semejantes al
ZnO y superparamagnéticas como las FesO4 NPs, asi mismo planteando lo establecido por Wei et al
(2011) se puede observar una mayor dispersion y homogeneizacion de los NCs en medios acuosos
en contraste a las MNPs debido la estabilidad que le confiere el nicleo de ZnO NPs cubiertos de

Fe304, sin necesidad de usar algun agente estabilizador como lo postulan Beltran et al (2010).

3.3 CARACTERIZACION DE MATERIALES NANO-ESTRUCTURADOS:

3.3.1. Caracterizacion morfoldgica y elemental.
Ulterior a la sintesis, se procedi6 a realizar un analisis con respecto a la morfologia cristalina y la

identificacion de la composicion elemental de los NMs sintetizados; lo anterior se realizé por medio
de microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia dispersiva (EDS),
realizando el estudio por triplicado (n =3); como se observa en la imagen 1, la morfologia cristalina
de las ZnO NPs puede ser descrita como esferas aglomeradas nano-estructuradas (a) con un tamafio
aproximado de 25 nm + 10 nm (b); asi mismo en el analisis por EDS (c) se puede apreciar que estos
NMs se encuentran constituidos en su mayoria de Zn'y O en alta proporcion molar caracteristicos de
este NM.
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Imagen 1.Caracterizacion morfoldgica y elemental de ZnO NPs: Se observa la morfologia cristalina de
las ZnO NPs sintetizadas; encontrando que a 50000x (a) se observa el material nano-estructurado y
aglomerado; mientras que a 250000x (b) presentan una morfologia esférica con un diametro aproximado de
25 nm £ 10 nm, asi mismo se puede observar en el andlisis elemental (c) la composicién en mayor
proporcion de Zny O de este NM.

Haciendo énfasis en la aglomeracion de las ZnO NPs mostrada en la imagen 1 (a), esta se podria
explicar debido a los procesos de pulverizacion fisica aplicados a este NM, donde posiblemente la
fragmentacion por pulverizacion mecanica no fue lo suficientemente homogeénea o bien el tiempo de
exposicion a sonicacion de estos materiales fue poco para lograr ZnO NPs disgregadas, lo anterior
estd sustentado de acuerdo a la investigacion realizada por Kumar et al (2011); por otra parte al
observar el diametro aproximando de este NM (b) se encontrd que concuerda con los experimentos
realizados Seil et al (2012) quienes obtuvieron cristales esféricos nano-estructurados con un

diametro aproximado de 28 nm, lo que respalda que nuestras condiciones de sintesis para ZnO NPs
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son optimas. Por otra parte en el estudio por EDS (c) se puede denotar la presencia de remanentes
de Cu y Ca en una baja proporcion molar lo cual estd relacionado directamente con el soporte

utilizado para este analisis.

Por otra parte como se observa en la imagen 2 las MNPs presentan una morfologia esférica nano-
estructurada con diversas aglomeraciones (a) con un diametro aproximado de 5 + 3 nm (b); asi
mismo en el andlisis por EDS (c) se puede apreciar que estos NMs se encuentran constituidos en alta

proporcion molar de Fe y O caracteristicos de este NM.

det WD curr HV | mag B
TLD | 4.1 mm |86 pA|5.00 kV | 150 000 x

Imagen 2.Caracterizacion morfoldgica y elemental de MNPs: Se observa la morfologia cristalina de las
MNPs sintetizadas; encontrando que a 150000x (@) se observa el material nano-estructurado y aglomerado;
mientras que a 350000x (b) presentan una morfologia esférica con un didmetro aproximado de 5 nm + 3 nm,
asi mismo se puede observar en el analisis elemental (c) la composicién en mayor proporcion de Fe y O de
este NM.
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Como se puede observar en la imagen 2, estas MNPs se encuentran aglomeradas (a) esto podria
deberse en mayor medida al proceso de secado, como lo sugiere Herrera (2013) debido a que la
disgregacion del ferro-fluido se encuentra compresa debido al didmetro del recipiente, por lo que es
posible que la aglomeracion se llevara a cabo de esta manera, sin embargo al evaluar el diametro de
estos NMs, este se encontraba dentro de la nano-escala; este didmetro concuerda con la
experimentacion realizada por Bilecka et al (2008) quienes obtuvieron cristales esféricos nano-
estructurados con un didmetro aproximado de 8 nm, gracias a estos resultados se puede respaldar
que nuestro proceso de optimizacion del proceso de purificacién por recapturacion magnética a
bajas temperaturas son benéficas para este estudio. Asi mismo en el estudio por EDS (c) se pueden
observar remanentes a baja proporcién molar de Cu y C, siendo el primero relacionado con el
soporte utilizado para este analisis, y el segundo atribuible a una contaminacién del precursor o bien
la presencia del solvente, sin embargo el estudio realizado por Herrera (2013) indica que la

presencia de C en el analisis, esta relacionado al Electrodag 502 utilizado en este analisis.

En contraste como se observa en la imagen 3 los NCs se pueden describir como aglomeraciones
cristalinas nano-estructuradas (a), conformadas por dos tipos de esferas, una de diametro mayor
(correspondientes aparentemente a ZnO) rodeadas de los cristales esféricos de menor didametro
(correspondientes aparentemente a Fe30,4) (b). Al realizar el anélisis por EDS (c) se puede apreciar
que estos NMs se encuentran constituidos de Fe, Zn y O lo cual era esperado de acuerdo a nuestro

proceso de sintesis.
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Imagen 3.Caracterizacion morfologica y elemental de NCs: Se observa la morfologia cristalina de las
NCs sintetizados; encontrando que a 250000x (a) se observa el material nano-estructurado y aglomerado;
mientras que a 350000x (b) presentan una morfologia esférica, asi mismo se puede observar en el analisis
elemental (c) la composicion en mayor proporcion de Fe, Zny O de este NM.

Como se puede observar en la imagen 3, estas MNPs se encuentran aglomeradas (a) esto podria
deberse en mayor medida a la gran cantidad de interacciones electrostaticas presentes en el NM,
como lo sugiere Lopez et al (2010), por lo que es posible que la aglomeracion se llevara a cabo de
esta manera gracia a la alta cantidad de iones en el NC. Asi mismo en el estudio por EDS (c) se
pueden observar una baja proporcion molar de Cu, C y Ca, siendo el primero y el tercero
relacionados con el soporte utilizado para este analisis, el segundo atribuible al Electrodag 502

utilizado en este analisis.
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3.3.2. Difraccion de Rayos X (DRX)
Posteriormente, se procedié a realizar un andlisis con respecto a la identificacion de la fase cristalina

de los NMs sintetizados; lo anterior se realizd por medio de DRX realizando el estudio por
triplicado (n =3); como se observa en la imagen 4, el difractograma de ZnO NPS indica la formacién
de un material cristalino con una estructura tipica hexagonal de Wurtzita 2H P63mc (186), asi
mismo el difractograma de MNPS indica la formacién de un material cristalino con una estructura
clbica de magnetita Fd-3m (227); en contraste el difractograma de NCs indica la formacién de un

material cristalino con una estructura Hexagonal Wurtzitay algunas similitudes con magnetita.

Por otra parte como se puede observar en la imagen 4 las ZnO NPs presentan el difractograma
caracteristico de cristales hexagonales, posiblemente de Wurtzita, sin embargo se pueden apreciar
maximos de intensidad anormales no pertenecientes a esta estructura cristalina entre los 40 y 50 cm’
! dichos maximos pueden ser explicados debido a la presencia de las bajas proporciones molares de
contaminantes (posiblemente de CaCO3) aungue no se sabe con exactitud de donde provienen, bajo

estos resultados se corrobora los resultados obtenidos en el EDS para estos NMs (imagen 1).
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Imagen 4. DRX: Se observa la fase cristalina de cada uno de los NMs, encontrando fase hexagonal para las ZnO NPS, en el caso de las MNPs se
encontro una fase cristalina cubica, también se observa una fase cristalina hexagonal para los NCs; se anexa una ampliacion del difractograma de MNPs
en la parte superior y los difractogramas control de wurtzita y magnetita en la parte inferior
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Asi mismo en la imagen 4 se puede apreciar el difractograma de MNPs, el cual concuerda con la
estructura cristalina cubica de la magnetita de acuerdo a lo establecido en las cartas cristalograficas
y a lo reportado por Herrera (2013) y Aliahmad et al (2013), sin embargo es posible observar que
los maximos de intensidad de esta caracterizacion se encuentran un tanto dispersos lo cual es
explicado por la presencia de remanentes de CaCO3; como se presenta en el EDS de este NM
(imagen 2), sin embargo como lo describen Aliahmad et al (2013) la presencia de este tipo de

impurezas no afectan en gran medida a la propiedades optoeléctricas y magnéticas del material.

En base a lo anterior al interpretar los resultados obtenidos del difractograma para NCs (imagen 4)
se pudo observar la presencia de los maximos de intensidad caracteristicos de cada uno de los NMs
que lo constituyen sin embargo es posible observar que los maximos pertenecientes a la fase
cristalina hexagonal de ZnO poseen una mayor intensidad que los que pertenecen al Fe3zOq, lo que
puede sugerir que los cristales hexagonales de ZnO se encuentran acoplados a los cristales cubicos
de Fe304; asi mismo estas intensidades pueden estar relacionadas con el tamafio y el porcentaje
molar presente de cada material en forma cristalina dentro del NC; tomando en cuenta el estudio
realizado por Romcevi¢ et al (2008) estos resultados concuerdan debido a que estos autores
describen que al realizar la incorporacion de estos NMs en un NC y la concentracion de las ZnO
NPs se encuentra por debajo del 5%, la fase cristalina del ZnO suele no aparecer en el
difractograma, sin embargo al realizar este NC bajo una concentracion minima del 20% de ZnO NPs
amabas fases cristalinas pueden observarse de forma de maximos con una mayor intensidad a lo
normal, a pesar de esto, los autores describen que al realizar el NC con concentraciones superiores
al 40% de ZnO NPs es posible observar ambas fases cristalinas de los NMs de forma detallada; asi
como maximos caracteristicos del composito, esto Gltimo respalda los resultados obtenidos en el
difractograma debido a que en nuestra investigacion se trabajaron con porcentajes molares del 50%
de ZnO NPs, sin embargo también fue posible observar la presencia de maximos caracteristicos a
cristales tetraédricos pertenecientes al CaCOg3 concordando de esta manera con los resultados

obtenidos en el EDs de estos materiales (imagen 3).
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3.3.3. Espectroscopia RAMAN

Ulteriormente, se procedio a realizar un analisis con respecto a la composicion quimica de los NMs
sintetizados; lo anterior se realizdé por medio de Raman realizando el estudio por triplicado (n =3);
como se observa en la imagen 5, el espectro de ZnO NPS indica la presencia de los modos
vibracionales caracteristicos de cristales de ZnO nano-estructurados; asi mismo se puede observar
la presencia de bandas contaminantes y la apreciacion de un ligero corrimiento hacia la izquierda
respecto a los valores control. Por otra parte el espectro de MNPS indica la presencia de modos
vibracionales caracteristicos para cristales de Fe,O3 nano-estructurados, sin presencia de bandas
contaminante, adicionalmente se observa un ligero corrimiento hacia la izquierda respecto a los
valores control para este material. En contraste el espectro de NCS indica la presencia de modos
vibracionales caracteristicos de cristales de ZnO y Fe3O,4 nano-estructurados, asi mismo se puede
observar la presencia de bandas contaminantes y la apreciacion de un ligero corrimiento hacia la

izquierda respecto a ambos valores control.

Como se aprecia en la imagen 5 el espectro Raman para ZnO NPs denota una banda Raman
caracteristica de cristales nano-estructurados, sin embargo se aprecia un ligero corrimiento hacia la
izquierda, lo cual puede ser indicador que el compuesto obtenido posee aglomeraciones cristalinas
(como se observa en la imagen 1) en forma micro-estructurada, esto puede ser respaldado por lo
reportado por Nejati et al (2011) quienes trabajaron con muestras de alta pureza de este NM en fase

cristalina de Wurtzita micro y nano-estururada.

De igual manera se observan estos cambios en los espectros realizados para la caracterizacion de las
MNPs que presentan bandas difusas (imagen 5), asi mismo también es posible observar un ligero
corrimiento hacia la izquierda, lo cual puede ser indicador que el compuesto obtenido posee
aglomeraciones cristalinas (como se observa en la imagen 2) en forma micro-estructurada sin
embargo estos corrimeintos son caracteristicos para la composicion quimica de la maghemita; en
este sentido se podria explicar que este comportamiento es debido a la oxidacion de las MNPs y
pasar de magnetita a maghemita quiza debido a un mal procesamiento de la muestra, una larga

exposicion de las MNPs al ambiente sin llevar acabo la caracterizacion, entre otras.
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Imagen 5. Raman: Se observa la composicién quimica de cada uno de los NMs, el espectro de ZnO NPs presenta bandas que concuerda
mayoritariamente con el ZnO en fase cristalina nano-estructurada, asi como un leve corrimiento hacia la izquierda por posibles estructuras cristalinas
micro-estructuradas; el espectro de MNPs presenta bandas que concuerda con la maghemita en fase cristalina nano-estructurada, asi como un leve
corrimiento hacia la izquierda por posibles estructuras cristalinas micro-estructuradas; el espectro de NCs presenta bandas que concuerdan con ambos
materiales en fase cristalina nano-estructurada, y un leve corrimiento hacia la izquierda por posibles estructuras cristalinas micro-estructuradas. Se
anexa una ampliacion del espectro de NCs en la parte superior y los espectros control de ZnO y Fe,Os en la parte inferior
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Sin embargo Hanesch (2009) describe que al realizar el estudio Raman de las MNPs vy realizar la
interaccion de estas NPS con los laseres del estudio se logra la oxidacion de la muestra por lo que el
espectro que se observa es de Fe,O; 0 en ocasiones dependiendo de la estabilidad de la NP
sintetizada, esta pude llegar a oxidarse hasta el estado de la hematita, asi mismo estos autores
describen que la presencia de impurezas de otros metales pueden llegar a generar bandas difusas en
el espectro que podrian llegar a confundirse con una baja cristalinidad del NM.

Por otra parte al considerar el estudio realizado en los NCs (imagen 5) se observa una difuminacién
de las bandas del espectro, este ligero corrimiento hacia la izquierda puede ser atribuido a la
presencia de aglomeraciones cristalinas micro-estructuradas (como se observa en la imagen 3), asi
mismo los estudios realizados por Zhang et al (2012) en este mismo material indican que la
presencia de dopantes en bajas concentraciones molares sobre el ZnO puede generar un corrimiento
anormal hacia la izquierda del espectro, a pesar de esto, los estudios realizados por Romcevié et al
(2008) concuerdan con el espectro Raman obtenido en este estudio; sefialando que la presencia de
impurezas puede afectar la difusion e intensidad de los picos del espectro. Asi la posible oxidacion

de las MNPs a Fe,O3 explica que los picos del espectro concuerdan con un NC de ZnO@Fe,0s3.

3.4 EFECTO DE LOS NMs in vitro:

3.4.1. Cultivo de Helicobacter pylori
Posterior a la reactivacion de la cepa A97 de H. pylori en medios de 1CCio giicerol S€ realizaron

distintas pruebas bioguimicas para corroborar la presencia de esta bacteria en medios solidos de agar
sangre 9% y 5% de coctel de antibidticos selectivos (vancomicina, anfotericina B, trimetoprima y
cefsulodina); como se observa en la imagen 2 las pruebas bioguimicas de catalasa y ureasa presentan
reacciones positivas para la determinacién de esta bacteria Gram-negativa al virar el medio de urea
hacia una coloracion rosa intenso. Asi mismo se pudo observar que esta cepa bacteriana es capaz de
oxidar el peroxido de hidrégeno (H,0,) generando una gran cantidad de burbujas en el medio; en
contraste se puede observar la formacion de colonias puntiformes translicidas en los medios sélidos
sin presencia de halos de hemodlisis, en este contexto al realizar la caracterizacion microscopica por
tincion de Gram, se pudo observar la presencia de bacterias curvo-espiriladas Gram negativas con
una longitud promedio de 3.5 x 0.5 um lo que confirma la presencia de Helicobacter pylori en

medios de cultivo.
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Imagen 6.Cultivo de Helicobacter pylori: Se observan colonias puntiformes translucidas en medio agar-
sangre (a), las pruebas de caracterizacion bioquimica mostraron ser positivas para ureasa (c) (b: control
negativo) y catalasa (e) (d: control negativo); se muestra tincion de Gram, demostrando espirilos con una
longitud promedio de 3.5 x 0.5 um tefiidos con safranina (f)

3.4.2. Cultivo de Staphylococcus aureus
Ulterior a la reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus en medios de ICCiou giicerol S€

realizaron distintas pruebas bioquimicas para corroborar la presencia de esta bacteria en medios
liguidos de ICC normales y medios ICC suplementados con 3% de glucosa; como se observa en la
imagen 3 las pruebas bioguimicas de catalasa y DNAsa presentan reacciones positivas para la
determinacion de esta bacteria Gram-positiva al virar el medio de urea a una coloracion rosa intenso;
asi mismo se pudo observar que esta cepa bacteriana es capaz de hidrolizar el ADN en los medios al
liberarse las termonucleasas al inducir el medio a temperaturas de 37°C; en contraste se puede
observar la formacion de colonias de 1 a 3 mm de diametro, lisas, levemente elevadas, de bordes
enteros, levemente convexas y con una pigmentacion amarillenta en los medios solidos de sal y
manitol y presencia de halos de hemdlisis tipo beta en medio de agar sangre, en este contexto al
realizar la caracterizacion microscépica por tincion de Gram, su pudo observar la presencia de
bacterias esféricas Gram positivas con un diametro promedio de 1 um lo que confirma la presencia

de Staphylococcus aureus en nuestros medios.
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Imagen 7.Cultivo de Staphylococcus aureus: Se observan colonias convexas [3-hemoliticas en medio agar-
sangre (a) y con capacidad de cambiar la pigmentacion en los medios Sal y Manitol (b), las pruebas de
caracterizacion bioquimica mostraron ser positivas para DNAsa (d) (c: control negativo) y catalasa (f) (e:

control negativo); se muestra tincion de Gram, demostrando racimos cocoides con un didmetro promedio de
1 pm tefiidos con cristal violeta (g).

3.4.3. Formacion de biopeliculas de Staphylococcus aureus
Posterior a la caracterizacion bioquimica y morfolégica de ambas cepas bacterianas se procedi a

determinar las condiciones optimas para la formacion de biopeliculas para ambas bacterias;
partiendo de lo establecido por Carron (2006) y se cultivé Staphylococcus aureus en ICC sin
suplementos, ICC suplementado con 3% de glucosa e ICC suplementado con 5% de Peptona (n
=10); partiendo de un inéculo bacteriano de 1 x 10° UFC (Control); como se observa en la gréfica 3
se realizo la comparacion estadistica en forma de densidad de biopelicula (unidades de ABS) para
distintas diluciones de este inoculo, observando que las biopeliculas obtenidas en el medio
enriquecido con glucosa poseen una mayor densidad con respecto a la formada en el medio no
suplementado y suplementado con peptona; por otra parte se puede observar que bajo la dilucién
1:40 la formacién de biopelicula es mas abundante y estable con respecto a las demas diluciones e
inclusive con respecto a dejar la biopelicula incubando durante 48 hrs; estos resultados se pudieron

corroborar con las imagenes tomadas por el microscopio optico.
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Gréfica 3. Biopeliculas S. aureus: Aplicando la
técnica de Carron (2006), se compararon las
biopeliculas formadas por S. aureus en medios
enriquecidos al 3% de glucosa y 5% de peptona
con el control, observando que bajo un indculo de
' 1 x 10° UFC (Control) y una dilucién 1:40 se
obtiene una biopelicula estable con respecto al
control en medios suplementados con glucosa.
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Como se puede observar en la grafica 3, la formacion de biopeliculas para Staphylococcus aureus
se ve claramente beneficiada al enriquecer los cultivos con Glucosa (3%) con respecto a las
biopeliculas formadas en medios estandar o inclusive los enriquecidos con peptona (5%), esto
podria ser a que las biopeliculas se caracterizan por la gran capacidad de las bacterias para producir
una excesiva red de exopolisacaridos altamente hidratados partiendo de la glucosa especificamente,
como lo describen Satrk et al (2012) esta estimulacion de las bacterias con el medio suplementado
con glucosa podria desencadenar la presencia de lipidos de Ci4 ¥ Ci5, NAG, fucosa, glucosa,
galactosa y GMH, en la matriz amorfa, cabe mencionar que estos a su vez son componentes de los
LPS de ambas bacterias (Garcia et al; 2014). Por otra parte es importante sefialar que la formacion
Optima de biopeliculas se realiza bajo diluciones 1:40, esto aparentemente debido a que la densidad

bacteriana es menor al indculo inicial, ya que como lo estipulan Zhao et al (2012), uno de los

Resultados t,,] u aa P4gina 93




factores determinantes para la formacion de una biopelicula se encuentra en la fase de crecimiento
exponencial de las bacterias, dicha fase es favorecida por la cantidad de nutrientes, pH, actividad

acuosa, temperatura y el espacio fisico donde se encuentre el medio de cultivo

3.4.4. Formacion de biopeliculas de Helicobacter pylori

Después de la estandarizacion de las condiciones Optimas para generar biopeliculas microbianas
estables de Staphylococcus aureus se procedié a generar biopeliculas de Helicobacter pylori
siguiendo las mismas condiciones de cultivo que la bacteria Gram-positiva; como se puede observar
en la gréafica 4 la densidad de biopelicula es mayor significativamente (P < 0.05) en diluciones 1:40
(0.31 £ 0.08 UABS) con respecto a los indculos concentrados (0.13 + 0.05 UABS); asi mismo esta
determinacion se corrobord por medio de micrografias, observando que a esta dilucion la densidad

de biopelicula es mayor con respecto a las demas diluciones.

Formacion de Biopeliculas (H. pylori)

Gréfica 4. Biopeliculas H. pylori: Posterior a
la anterior estandarizacién, se observd que
bajo un inéculo de 1 x 10° UFC (Control) y
una dilucion 1:40 se obtiene una biopelicula
estable con respecto al control en medios
suplementados

1.01
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1:160

Como se puede observar en la graficas 4 la formacion de biopeliculas para Helicobacter pylori a

—
20pum

diluciones bajas o incluso en el inoculo inicial, la biopelicula es inestable, esto debido
principalmente a la carencia de nutrientes para la alta carga microbiana o bien a la carencia de
espacio donde las células microbianas pudieran unirse a la superficie de la placa para comenzar con
el proceso de sintesis de matriz amorfa, generando de esta manera un aumento en el estrés en la
homeostasis bacteriana, resultando en un posible paso a un estado de muerte celular; en contraste
como se puede observar en los mismos resultados bajo altas diluciones la formacion de biopelicula
es nula e igualmente inestable que a bajas diluciones; sin embargo como lo describen Meng et al
(2014) una baja concentracion de bacterias en un microambiente no favorece la formacion de
biopeliculas; esto debido principalmente a la alta carga metabdlica a la cual se enfrenta la bacteria
por lo que en lugar de estimular la formacién de matriz amorfa asi como la proliferacion de la
bacteria esta Ultima pasara a un estado de latencia el cual morfolégicamente puede ser detectado
como una apariencia cocobacilar; cabe mencionar que dicha morfologia pudo ser detectada durante
los procesos de siembra de Helicobacter pylori al estimularla a medios enriquecidos durante las
primeras 12 horas de cultivo; al igual esta morfologia pudo detectarse durante los primeros ensayos
de formacion de biopelicula asi como durante las cinéticas de formacion a altas diluciones (1:160 y
1:320). Por otra parte como lo describe Lina et al (2014) las biopeliculas se caracterizan por
disminuir su actividad metabdlica, su tasa de crecimiento y disminuir su susceptibilidad a agentes
antimicrobianos mientras entran a un estado sésil; dicha disminucién de actividad metabodlica pudo
ser corroborada al tomar una alicuota de las biopeliculas formadas asi como de los medios acuosos

para realizar las distintas pruebas bioquimicas de identificacion, pudiendo observar que a diferencia
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de lo observado en la imagen 6, las pruebas bioquimicas demostraron tener una menor intensidad en
el viraje de coloracién y una disminucion significativa de la intensidad de la reaccion; sin embargo
al realizar los cultivos en medios sélidos de estas alicuotas, las bacterias pudieron desarrollarse de
una forma normal; este fendmeno puede ser descrito por lo postulado por Stark et al (2012), ya que
aseveran que este estado sésil de las bacterias dentro de las biopeliculas es transitorio y Unicamente
afecta a bacterias individuales planctonicas; las cuales una vez son liberadas de las biopeliculas
durante la fase de dispersion estas pueden rapidamente pasar a un estado metabolico activo para su
multiplicacién, dispersion, posible infeccion, o nuevamente la adherencia a otra superficie y generar

una nueva biopelicula.

3.4.5. Interaccién de NMs con Staphylococcus aureus
Posterior a las estandarizaciones de formacién de biopeliculas para ambas bacterias se procedié a

dilucidar el efecto de las tres NPs sobre estos agentes antropo-patégenos; por medio de su
incubacion a distintas dosis de cada nanomaterial previo a la formacion de biopeliculas, con un
indculo estandarizado en 1 x10° + 1 x 10° bacterias/ml por 24hrs a 37°C (n = 10); como se puede
observar en la gréfica 5, se logré elucidar las “dosis minimas bactericidas” (DMB) efectivas para
cada nanomaterial, donde las ZnO NPs presentaron una actividad bactericida altamente significativa
(P < 0.05) al disminuir la densidad bacteriana hasta 31800 + 849 bacterias/ml con respecto al
tratamiento control (70467 + 24364 bacterias/ml) a dosis de 1 mg/mL, ademas se puede observar
una tendencia dosis/efecto debido que al incrementar cantidad de ZnO NPs a 2 mg/ mL la densidad
bacteriana decreci6 a 867 + 306 bacterias/ml y a dosis de 4 mg/ mL la densidad disminuy6 a 120
+ 20 bacterias/ml; en contraste se pudo determinar que bajo dosis de 1 mg/ mL tanto las MNPs,
como los NCs no presentan una actividad bactericida significativa (P > 0.05) con respecto al control,
sin embargo al realizar la exposicion de las bacterias con dosis de 2 mg/ mL de NCs se observa una
disminucion significativa (P < 0.05) de la densidad bacteriana (33200 + 3747 bacterias/ml) con
respecto al control, asi mismo se observo que al aumentar la dosis de estos NMs a 4 mg/ mL la
densidad bacteriana decrece significativamente hasta las 733 + 503 bacterias/ml con respecto al
control. Por otra parte las MNPs no presentaron actividad bactericida significativa a dosis de 2
mg/mL (P > 0.05) con respecto al control; sin embargo al hacer interaccionas estas NPs con este
indculo bacteriano a dosis de 4 mg/ mL el grupo control se ve reducido significativamente (P >
0.05) hasta las 10600 = 2946 bacterias/ml.

Resultados Lﬂuaa Pagina 96




ACTIVIDAD BACTERICIDA
100000+

80000+ l

60000 5z

4000012

(Bacterias/mL)

‘“ ~".".."' "

20000k R ;«[*ﬁ’,.--(‘.’ R

,. ‘\. !.'.'f“f.p\
f . l“,

)

0on
i

DENSIDAD BACTERIANA

Tratamientos

Grafica 5. Actividad antimicrobiana. Se realiz6 la interaccion de distintas dosis de NMs con bacterias aisladas
de S. aureus observando que se induce un decremento significativo de la densidad microbiana a 1 mg de ZnO
(31800 * 849 bacterias/ml), 2 mg de NCs (33200 + 3747 bacterias/ml) y 4 mg de MNPs (10600 + 2946
bacterias/ml) con respecto al Control (1 x10° + 1 x 10° bacterias/ml).

Como se puede elucidar en la grafica 5; pese a la clara diferencia en la actividad microbicida que
presentan las ZnO NPs frente a las MNPs y a los NCs, el ZnO posee actividad microbicida inclusive
en su estado macroscopico, en contraste de las MNPs las cuales Unicamente expresan esta actividad
al estar dentro de la nano-escala; igual para los NCs, aunque es importante sefialar que para todas las
variedades de NPs, su mecanismo bactericida no esta totalmente comprendido, pero se propone que
este mecanismo esta relacionado con la estructura fisica de la NP o bien a la capacidad que tiene el
NM para liberar iones desde la superficie de la NP (Seil et al; 2012). Por otra parte es necesario
resaltar que conforme el tamafio de particula disminuye, la superficie de contacto de este NM
aumenta, permitiendo de esta manera una mayor interaccion de este material con el microambiente a
su alrededor, como en el caso de las ZnO NPs donde podria aumentar su superficie de contacto,
siendo esta una de las principales explicaciones de su alta actividad bactericida a bajas dosis frente
a bacterias aisladas; en contraste las NCs y las MNPs al ser materiales inertes para las bacterias
podrias tener distintos mecanismos de actividad bactericida, como la mencionada liberacién de iones
metalicos los cuales podrian interaccionar de forma fisica con los componentes de la pared y

membrana bacterianos, lo cual conduciria a un dafio y penetracion de estas estructuras, postulando
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de esta manera que la actividad bactericida depende principalmente de las caracteristicas fisico-
quimicas de estos NMs.

En la gréafica 5 se observa que las MNPs pueden reducir significativamente la densidad bacteriana a
una DMB baja (4 mg/mL) con respecto a las dosis estudiadas por Seil et al (2012) (10 mg/mL), en
este sentido es importante resaltar que una de las caracteristicas principales en conferir la toxicidad
microbiana a este material recae en su diametro, morfologia y su potencial zeta, debido a la
importancia de estas caracteristicas fisicoquimicas se ha propuesto que el mecanismo bactericida de
estas MNPs a pesar de su baja dosis esta relacionado a la generacion de ROS, dicha teoria esta
fundamentada por los experimentos realizados por Hong et al (2014) quienes describen que debido
al potencial zeta negativo de las MNPs y las minimas interacciones electrostaticas con las cargas
positivas superficiales de las bacterias generarian en primera instancia la internalizacion de este NM
al citosol bacteriano y su interaccion con la mitocondria para la posterior lisis bacteriana, asi mismo
(y como se puede observar en nuestros resultados) el efecto bactericida de las MNPs es dosis-
dependiente atribuyendo que el estrés oxidativo y la interferencia en la membrana bacteriana
aumenta conforme la dosis de prueba se incrementa; es preciso mencionar que de acurdo a lo
establecido por Prabhu et al (2015) es posible que estos NMs contindan interaccionando con las
células bacterianas muertas, por lo que la liberacién de ROS en el microambiente es continua
generando de esta manera una muerte bacteriana a aquellas células contiguas a pesar no haber
interaccionado directamente con las MNPs; asi mismo estos autores demuestran que a pesar de la
lisis bacteriana por los NMs aln se puede observar que la actividad bacteriana sigue activa pero en
menor intensidad, lo que explica los resultados de la pruebas de caracterizacion biogquimica
realizadas posterior a la interaccion con las MNPs, donde dichas pruebas generaban resultados
levemente positivos (Imagen 5y 6), asi mismo es importante mencionar que al igual que las ZnO
NPs las MNPS aumentan su capacidad bactericida conforme aumenta la dosis de prueba; por lo que
se estipula que la inhibicion bacteriana de la concentracion de este material en el medio; asi mismo
otro punto a notar es que por si mismas las MNPs no ejercen un impacto celular negativo (Gestal et
al 2014).

Como se pudo observar en la Grafica 5 los NCs de ZnO@Fe304 presentan una mayor capacidad
bactericida con respecto a las MNPs, suponiendo de esta manera que al realizar la cubierta del ZnO

con Fe304 la susceptibilidad de las bacterias aumenta significativamente, asi mismo se puede
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observar que la alta capacidad bactericida e inestabilidad en medios acuosos (acidos) de las ZnO
NPs decrece al combinarse con Fe3O,4, estos efectos bactericidas pueden explicarse por un
mecanismo de accion postulado por Prabhu et al (2015) donde las cargas positivas de estos NCs al
liberar iones generan una interaccion electromagnética con la carga negativa de las bacterias
(posiblemente los iones de estos NMs se unen electrostaticamente a los grupos tiol de las proteinas
membranales), explicando la actividad bactericida significativamente mayor con respecto a las

MNPs que observamos en nuestros resultados de DMB.

3.4.6. Actividad bactericida estimulada por fotocatalisis
Después de dilucidar la DMB de cada NM hacia Staphylococcus aureus; se procedio a realizar un

analisis de esta actividad ante un estimulo con luz visible. Ya establecidas las DMB para cada
material se procedid a evaluar el efecto sinérgico del NM y luz visible a la concentracion establecida
(DMB), interaccionado con las bacterias aisladas 1 x10° + 1 x 10® bacterias/ml por 6 hrs a 37°C con
irradiacion de luz visible (22W; 127V; 60Hz) con agitacion en bafio de agua (n = 10); como se
puede observar en la grafica 6, se logro elucidar el efecto que posee la luz visible sobre la actividad
bactericida de cada NM, contrastando este estimulo con el efecto obtenido en oscuridad bajo las
mismas condiciones de interaccién; encontrando que las ZnO NPs no llegan a eliminar
significativamente las UFC de Staphylococcus aureus posterior a 6 hrs de interaccion con esta NP
tanto con estimulo (a) como sin este (b). En contraste la capacidad de eliminar en un 100% las UFC
bacterianas puede ser observada con los NCs estimulados con luz visible a las 4hrs post-interaccion
(a); sin embargo al realizar la interaccién en oscuridad (b) de este NC solo es posible observar un
decremento significativo (30 £ 7 UFC) con respecto al control (89 + 6 UFC) 6 horas post-
interaccion, indicando de esta manera que al realizar el NC este se beneficia disminuyendo su banda
de ancho prohibida al ser estimulada con luz visible aumentando su actividad bactericida como se

describe mas adelante.

Por otra parte se puede observar que existe un decremento significativo (P < 0.05) al realizar la
interaccion con las MNPs (21 £ 5 UFC) con respecto al control (77 £ 8 UFC) sin embargo no llega a
generar la eliminacion completa de este inoculo bacteriano posterior a 6 hrs de interaccion bajo las
condiciones fotocataliticas (a); en contraste se observa que estas MNPs sin el estimulo logran una

lisis bacteriana parcial (79 £ 6 UFC) respecto al control después de 6 horas de interaccion (b),
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indicando que al realizar la sintesis del NC se favorecen las propiedades bactericidas de este NM

tanto al ser estimulado con luz visible como en ausencia de este estimulo.

Cinética actividad bactericida por fotocatalisis Cinética actividad bactericida (oscuridad)

-e- CONTROL -e- CONTROL
- ZnO NPs - ZnO NPs
MNPs M MNPs
S - NCs S - NCs
3 S 21
= =
.34
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
TIEMPO (min) TIEMPO (min)

Gréfica 6. Actividad antimicrobiana estimulada. Se realiz6 la interaccion de las DMB de cada NM con
bacterias aisladas de S. aureus en presencia de luz (A) y en ausencia de este estimulo (B) observando que no se
induce una eliminacion total de la densidad microbiana con ZnO (posterior a 6hrs) mientras que este efecto
altamente significativo se observd con los NCs (posterior a 4hrs) mientras que con las MNPs se realizé una
eliminacion parcial (21 + 5 UFC) con respecto al Control (77 £ 8 UFC) bajo fotocatélisis; en contraste al realizar
la prueba sin estimulo no se observa una eliminacion de la densidad microbiana con ZnO, con NCs una
eliminacion parcial (30 £ 7 UFC) con respecto al Control (89 + 6 UFC); mientras que con MNPs se obtuvo un
decremento (79 + 6 UFC) respecto al Control.

Como se pude observar en la gréafica 6, al estimular estos NMs bajo luz visible se pudo observar un
incremento significativo en la actividad microbicida; haciendo énfasis en los resultados obtenidos
con los NCs y comprandolos con los obtenidos en la grafica 5, estos resultados pueden explicarse
con los ensayos realizados por Kekha et al (2010), donde ellos postulan que al realizar una mezcla
del ZnO un agente magnético podria aumentar significativamente la eficiencia fotocatalitica del NC
hasta en un 45% debido al aumento en su capacidad de absorber energia un 10% por encima y por
debajo del espectro de luz visible; es decir que los NCs podrian ser capaz de reaccionar al
interaccionar con la luz solar o al estimularlos (como en este experimento) con lamparas de luz
convencionales, en adicion con los cambios a las propiedades eléctricas y épticas de este NM por su
capacidad de absorber energia dentro del espectro visible, gracias a esto se puede explicar porque
los NC presentan una mayor actividad bactericida al mantenerse bajo estimulos con luz visible
(Gordon et al; 2011); asi mismo el de NCs al ser estimulado con radiaciones de luz visible permite
que uno de los electrones de la banda de valencia se mueva hacia la banda de conduccion
provocando una carga parcialmente positiva (h+), debido a esto estos NCs, podrian reaccionar con
los grupos hidroxilos libres en el medio acuoso, generando iones OH™ con los que las bacterias

podrian ser lisadas, se podrian generar iones superéxido debido a la presencia de oxigeno en el
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medio ocasionando probablemente un dafio celular a estas bacterias aisladas, es necesario resaltar
que el mecanismo de accion bactericida no estd claramente descrito para los NCs debido que son un
material relativamente innovador, asi mismo sus aplicaciones clinicas, optoeléctricas y

fotocataliticas estdn pobremente descritas.

3.4.7. Interaccion de NMs con Helicobacter pylori
Después de dilucidar la DMB de cada NM hacia Staphylococcus aureus; se procedi6 a realizar un

indculo estandarizado en 1 x10° + 1 x 102 bacterias/ml por 72hrs a 37°C con 40 PSI de CO, (n =
10), al cual se sometid a una interaccién con distintas dosis de los NMs ; como se puede observar en
la grafica 7, se logré elucidar las DMB efectivas para cada nanomaterial, donde las ZnO NPs
presentaron una actividad bactericida altamente significativa a dosis de 1 mg/mL (P < 0.05) al
disminuir la densidad bacteriana hasta 17000 + 3606 bacterias/ml con respecto al tratamiento
control (68467 + 9967 bacterias/ml), ademas se puede observar una tendencia dosis/efecto debido
que al incrementar cantidad de ZnO NPs a 2 mg/mL la densidad bacteriana decrecio a 4540 + 714
bacterias/ml y a dosis de 4 mg/mL la densidad disminuy6 a 482 + 58 bacterias/ml; en contraste se
pudo determinar que bajo dosis de 1 mg/mL tanto las MNPs, como los NCs no presentan una
actividad bactericida significativa (P > 0.05) con respecto al control, sin embargo al realizar la
exposicion de las bacterias con dosis de 2 mg/mL en ambos NMs se observa una disminucion
significativa (P < 0.05) de la densidad bacteriana 14333 + 375 bacterias/ml para las MNPs y 11053
+ 595 bacterias/ml para los NCs con respecto al control, asi mismo se observé que al aumentar la
dosis de estos NMs hasta los 4 mg/mL la densidad bacteriana decrece significativamente hasta las
3559 + 602 bacterias/ml para las MNPs y 2310 + 540 bacterias/ml para los NCs con respecto al

control.
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Lo anterior descrito en la grafic a 7 presenta una prueba solida que los NMs poseen mayor actividad
bactericida sobre bacterias Gram negativas al necesitar una DMB menor a las que se necesitaron
frente a la interaccion con bacterias Gram-positivas, cabe mencionar que en contraste a lo
determinado por otros autores (Webster et al; 2012) las DMB que utilizan es mayor (40 mg/mL)
con respecto a la elucidada en esta investigacion (1 mg/mL) bajo condiciones similares de prueba;
una de las principales causas de la diferencia significativa de estas dosis, puede albergarse en la
finalidad del tratamiento; debido a que los autores buscaban demostrar el dafio en pared y membrana
celular para establecer un mecanismo bactericida; sin embargo en la actualidad se ha demostrado
que los iones de Zn*? pueden llegar a producir grandes cantidades de peréxido de hidrégeno a bajas
concentraciones del NM; iones podrian inhibir multiples actividades de la células bacterianas, como
lo pueden ser la glucolisis, la translocacion de protones en la membrana y tolerancia acida (principal

efecto bacteriostatico); lo anterior puede estar sustentado por el trabajo de Dimkpa et al (2012)
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quienes demostraron que la generacion de ROS por ZnO NPs posee una relacion dosis-dependiente
al interaccionar con colonias aisladas de Staphylococcus aureus, proponiendo de esta manera un
mecanismo bactericida para nuestro resultados a esta DMB y sus efectos posteriores al incrementar
la dosis de este NM.

3.4.8. Interaccion de NMs con biopeliculas de Staphylococcus aureus
Ulterior a la determinacion de las DMB de cada NM en bacterias aisladas de Staphylococcus

aureus se procedio a dilucidar el efecto de estas NPs sobre las biopeliculas de esta bacterias Gram-
positiva; por medio de su incubacion a distintas dosis de cada nanomaterial 24hrs después a la
formacion de biopeliculas, con un inéculo estandarizado en 1 x10° + 1 x 10° bacterias/ml por 48hrs
a 37°C (n = 10); como se refleja en la gréfica 8, se logré elucidar las “dosis minimas inhibitorias”
(DMI) efectivas para cada NM, donde, en contraste al experimento anterior, las ZnO NPs no
presentaron una actividad de inhibicion de biopeliculas significativa (P >0.05), con respecto al
control a dosis de 1 mg/mL, sin embargo se puede observar que al incrementar cantidad de ZnO NPs
a 2 mg/mL se disminuye las UABS hasta 0.1187 + 0.026 UABS con respecto al tratamiento
control (0.352 + 0.122 UABS) Yy a dosis de 4 mg/mL estas decrecen a 0.035 £ 0.005 UABS; en
contraste se pudo determinar que bajo dosis de 1 mg/mL y 2 mg/mL tanto las MNPs, como los NCs
no presentan una actividad inhibitoria significativa (P > 0.05) con respecto al control, sin embargo al
realizar la exposicion de las biopeliculas con dosis de 4 mg/mL de NCs y MNPS se observa una
disminucion significativa (P < 0.05) con respecto al tratamiento control de 0.077 + 0.025 UABS'y
0.155 £ 0.051 UABS respectivamente
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Se puede observar en la grafica 8 debido el incremento en la dosis de cada NM (excepto Fe3O,) para
ocasionar una disminucién significativa en la densidad 6ptica de las biopeliculas respecto a la DMB
obtenida de la interaccion con bacterias plancténicas; por lo que estos resultados sugieren que las
ZnO NPs poseen una actividad anti-biopelicula (Biocida) en contra de Staphylococcus aureus
aunque a comparacion de la dosis utilizada en la DMB (1 mg/mL) se usaron 2 mg/mL para generar
una disminucién significativa; lo cual puede ser atribuido a la proteccién conferida por la matriz
extracelular aumentado la probabilidad de viabilidad celular con respecto a lo encontrado en la
interaccion con bacterias aisladas, se ha reportado que las ZnO NPs probablemente ejercen su
actividad biocida a través de la liberacion de iones metalicos y la subsecuente inhibicién de la
actividad enzimatica dentro de la biopelicula, principalmente interrumpiendo las enzimas DapE, las
cuales estan involucradas en las sintesis del peptidoglicano de la matriz celular (Tarek et al; 2013);
esto da una base de lo que observado en la pruebas de inhibicion, donde al aumentar la dosis de ZnO
NPs la estabilidad de las biopeliculas disminuia, por otra parte Khan et al (2014) han demostrado
que el uso de estas NPs estimulan a la citocromo C oxidasa a dosis de hasta 3 mg/mL, logrando de
esta manera la inhibicion de la biopelicula al realizar la destruccion de la pared celular en

Staphylococcus aureus e inducir la expresion de genes relacionados a estrés oxidativo (katA y

Resultados Lﬂuaa Pagina 104



ahpC), lo que podria dar un mecanismo de soporte ante la presencia de bacterias en estado de
letargo después de la interaccion de las biopeliculas con este NM inestable a pH &cido.

En contraste de la interaccion de las bacterias plancténicas de S. aureus con los NCs se puede
observar en la grafica 8 que para disminuir significativamente la densidad de la biopelicula de esta
bacteria se requirié una dosis de 4 mg/mL (DMI), asi mismo se pudo observar un fenémeno similar
con las ZnO NPs debido a la necesidad de incrementar la dosis para generar un efecto de
disminucion significativo; una de las principales razones que podria explicar este aumento es debido
a la presencia de ZnO en la superficie del Fe3O4, lo que le da cierta inestabilidad al NC a los medios
acidos; por otra parte como lo describe Lopez et al (2010) las biopeliculas son capaces de alterar
tanto el pH como el medio interno de la matriz amorfa con el fin de evitar un efecto nocivo contra
las bacterias que las conforman, explicando de esta manera el requerimiento de una dosis mayor
para observar el cambio deseado; como se explico con la interaccion de los NCs con las bacterias
aisladas, este NM es relativamente novedoso debido a que muchos de sus mecanismos de accion
estan poco estudiados, sin embargo uno de los mecanismos que mas se asemeja a lo observado en
nuestra investigacion, fueron los ensayos realizados por Cotar et al (2013) quienes describen la
unién de este material a la membrana celular generando dafios a la misma y generando canales,
debido a que estos NCs estan recubiertos de ZnO el Fe3;0,4 podria fungir el papel de una molécula
acarreadora y desacoplante de las principales defensas de la biopelicula y de las bacterias para
posteriormente liberar iones Zn*? desde la superficie del NC hacia el interior de la bacteria o bien la
diseminacion de estos iones en la matriz amorfa, bajo este contexto se explica la actividad de
nuestros NCs ante esta estructura microbiana , postulando un mecanismo de accién in vitro; cabe
mencionar que nuestros resultados sugieren que el uso de estos NMs poseen un mecanismo
bactericida y biocida mixto (mecanismos de inhibicidn fisicos y quimicos), postulando que debido a
las cargas parciales de las MNPs estas se pueden unir a los componentes esenciales de las
biopeliculas o a la pared de las bacterias desestabilizando estas estructuras de resistencia para su
eliminacién mecanica, por otra parte la actividad quimica del ZnO asi como la liberacién de iones
Zn*? al medio podrian lograr la inactivacién de las proteinas y enzimas que logran la re-
estabilizacion de la biopelicula, asi como la generacion de ROS para la lisis bacteriana mediada por

estrés oxidativo.
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3.4.9. Interaccién de NMs con biopeliculas de Helicobacter pylori
Una vez determinadas las DMB de cada NM en Helicobacter pylori se procedi6 a dilucidar las DMI

de cada NP sobre las biopeliculas de esta bacterias Gram-negativas; siguiendo la metodologia
anterior, se inocularon 1 x10° + 1 x 10° bacterias/ml por 96hrs a 37°C con 40 PSI de CO, (n = 10);
como se muestra en la grafica 9, las ZnO NPs no presentaron una actividad de inhibicion de
biopeliculas significativa (P >0.05), con respecto al control a dosis de 1 mg/mL, sin embargo se
puede observar que al incrementar cantidad de ZnO NPs a 2 mg/mL se disminuyen las UABS hasta
0.036 + 0.012 UABS con respecto al tratamiento control (0.158 + 0.008 UABS) vy a dosis de 4
mg/mL estas decrecen a 0.001 + 0.0006 UABS; en contraste se pudo determinar que bajo dosis de
1 mg/mL y 2 mg/mL tanto las MNPs, como los NCs no presentan una actividad inhibitoria
significativa (P > 0.05) con respecto al control, sin embargo al realizar la exposicion de las
biopeliculas con dosis de 4 mg/mL de NCs y MNPS se observa la una disminucion significativa (P <
0.05) con respecto al tratamiento control de 0.050 + 0.005 UABS y 0.046 £ 0.008 UABS

respectivamente.

NM’s - biopeliculas (H. pylori)

0.204 Gréafica 9. Interaccién con biopeliculas. Se realizé la
interaccion de distintas dosis de NMs con biopeliculas
de H. pylori observando que se induce un decremento
significativo de la biopelicula a 2 mg de ZnO (0.036 +
0.012 UABS), 4 mg de NCs (0.046 + 0.008 UABS) y 4
mg de MNPs (0.050 + 0.005 UABS) con respecto al
Control (0.352 + 0.122 UABS).
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Tratamientos

Es importante denotar que a diferencia de las ZnO NPs, los NCs y las MNPs no necesitaron un

aumento en la dosis de interaccion para ejercer su actividad biocida y bactericida (4 mg/mL), un
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estudio realizado por Cotar et al (2013) sugiere que este efecto biocida puede estar relacionado con
la capacidad de las NPs para unirse a la pared celular y causar la generacion de canales que
destruyen a las bacterias de la matriz amorfa por chogue osmotico o bien por la apertura de estos
canales entre los LPs que incorporan la matriz amorfa desestabilizandola y degradando esta
estructura por efecto fisico; bajo este estudio se puede explicar lo que se observa en las gréfica 9
donde las MNPs generan la eliminacion parcial de la biopelicula del pozo, por otra parte Taylor et al
(2009), sugieren que la actividad biocida de las MNPs es debida a la generacion de radicales OH"
via reaccion de Fenton, esta liberacion de radicales podria generar las despolimerizacion de los
polisacéridos de la matriz amorfa y del ADNe, asi como la inhibicion de algunas beta lactamasas y
la generacion de lipoperoxidacion, ademas de observarse una mayor capacidad de union de las
biopeliculas a la superficie de las MNPs a comparacion de la microplaca; esto Gltimo sustenta que la
actividad biocida de nuestras MNPs mas que deberse a un proceso de inactivacion y muerte
bacteriana estd mas relacionada a la interaccion de nuestros NMs con los componentes esenciales de
la biopelicula ante bajas dosis de nuestro NM, por lo que estos resultados podrian sugerir la
implementacion de este NM dentro de una aplicacion biomédica contra esta estructura de defensa
microbiana, generando una mayor eficacia de eliminacién del patdgeno, a dosis significativamente

bajas y con una posible baja toxicidad in vivo.

3.4.10. Comparacion de efecto bactericida sobre Staphylococcus aureus
Una vez determinadas las DMB y DMI de cada NM se procedid a realizar una serie de

comparaciones de la actividad microbicida y biocida de cada NM respecto a la eficacia que
presentan los antibiéticos recomendados para tratar las infecciones de estos patdgenos; siguiendo la
metodologia de las pruebas de interaccion con bacterias aisladas de Staphylococcus aureus, se
inocularon 1 x10° + 1 x 10° bacterias/ml por 24hrs a 37°C (n = 10) dejando una interaccién con
distintos tratamientos; un grupo Control sin interaccion; un grupo sometido a una dosis de 2 mg/mL
de Kanamicina® (de acuerdo a lo establecido en la FEUM, 2015), otro grupo bajo dosis de 1 mg/mL
de ZnO NPs, otro con dosis de 2 mg/mL de NCs y un Gltimo grupo con dosis de 4 mg/mL de MNPs;
como se muestra en la grafica 10, el grupo tratado con Kanamicina® mostrd una alta diferencia
significativa (P>0.01) al realizar un decremento de la densidad bacteriana correspondiente a 763 +
32 bacterias/mL respecto al grupo control (70470 + 14070 bacterias/mL); siendo
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significativamente mayor este efecto bactericida comparado al de las ZnO NPs (31800 + 600
bacterias/mL), NCs (33200 + 2163 bacterias/mL) y MNPs (10600 + 1701 bacterias/mL).

ACTIVIDAD BACTERICIDA S. aureus
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Asi mismo se realizd la comparacion del efecto de estos NMs y del antibidtico sugerido sobre
biopeliculas de Staphylococcus aureus siguiendo la metodologia de las pruebas de interaccion con
biopeliculas, se inocularon 1 x10° + 1 x 10® bacterias/ml por 24hrs a 37°C (n = 10) y realizando la
comparacion con los anteriores grupos de estudio, dejando una interaccién con distintos
tratamientos; un grupo Control sin interaccion; un grupo sometido a una dosis de 2 mg/mL de
Kanamicina®, otro grupo bajo dosis de 2 mg/mL de ZnO NPs, otro con dosis de 4 mg/mL de NCs y
un ultimo grupo con dosis de 4 mg/mL de MNPs; como se muestra en la gréafica 11, el grupo tratado
con Kanamicina® mostrd un pobre decremento de la densidad de la biopelicula correspondiente a
0.230 + 0.017 UABS, sin mostrar una clara diferencia significativa (P < 0.05) respecto al grupo
control (0.352 + 0.070 UABS); siendo significativamente menor este efecto biocida comparado al
de las ZnO NPs (0.119 + 0.015 UABS), NCs (0.077 #+ 0.014 UABS) y MNPs (0.155 + 0.029
UABS) las cuales presentaron un efecto significativo (P >0.05) sobre el grupo control al reducir

claramente la densidad de la biopelicula.
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Ulterior al estudio anterior, se procedio a realizar un analisis de la viabilidad bacteriana en la
biopelicula posterior a la interaccion con los agentes antimicrobianos para observar si estos agentes
ejercen un efecto bactericida sobre Staphylococcus aureus estando inmersa en la matriz amorfa de la
biopelicula, dicho estudio se realizd bajo un inoculo de la biopelicula homogeneizada en medios
solidos de Sal y Manitol bajo una incubacién de 24hrs a 37°C (n = 10) para el posterior conteo de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC); como se observa en el grafica 12 la viabilidad bacteriana
encontrada en la biopelicula remanente del grupo tratado con Kanamicina® no mostrd un
decremento significativo (P < 0.05) de las UFC de Staphylococcus aureus (33 + 4 UFC), respecto a
las UFC de las biopeliculas en el grupo control (45 + 5 UFC); siendo significativamente menor
este efecto bactericida en biopelicula respecto al efecto producido por las ZnO NPs (14 + 5 UFC),
NCs (25 + 2 UFC) y MNPs (24 + 3 UFC) las cuales presentaron un efecto significativo (P >0.05)

sobre el grupo control al reducir claramente la cantidad de UFC en el remanente de biopelicula.
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Grafica 12. Andlisis de UFC. Se realiz6 el estudio de las
UFC remanentes en las biopeliculas de S. aureus
posterior a la interaccion con los agentes
antimicrobianos, encontrando un decremento
significativo en ZnO NPs (14 + 5 UFC) NCs (25 + 2
UFC) y MNPs (24 + 3 UFC), respecto al control (45 *
5 UFC) y la kanamicina (33 + 4 UFC).
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3.4.11. Comparacion de efecto bactericida sobre Helicobacter pylori
Con la misma finalidad que el estudio de comparacion realizado en Staphylococcus aureus, se

procedid a realizar el mismo ensayo en los remanentes de las biopeliculas de Helicobacter pylori;
siguiendo la metodologia de las pruebas de interaccion con bacterias aisladas de Helicobacter
pylori, se inocularon 1 x10° + 1 x 10% bacterias/ml por 24hrs a 37°C con 40 PSI de CO, (n = 10)
dejando una interaccion con distintos tratamientos; un grupo Control sin interaccion; un grupo
sometido a una dosis recomendada de Pylopack® (0.5 g/mL de Amoxicilina®, 0.5 g/mL de
Claritromocina® y 0.03 g/mL de Lansoprazol), otro grupo bajo dosis de 1 mg/mL de ZnO NPs, otro
con dosis de 2 mg/mL de NCs y un ltimo grupo con dosis de 2 mg/mLde MNPs; como se muestra
en la grafica 13, el grupo tratado con Pylopack® mostr6 un efecto altamente significativo (P >0.01)
al disminuir casi en su totalidad la densidad bacteriana (996 * 116 bacterias/mL respecto al grupo
control (68470 + 967 bacterias/mL); siendo significativamente mayor este efecto bactericida (P
>(0.05) comparado al producido por las ZnO NPs (17000 + 606 bacterias/mL), NCs (11050 + 595
bacterias/mL) y MNPs (14330 + 376 bacterias/mL).
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Grafica 13. Comparacion de actividad bactericida. Se
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De la misma manera se realizd la comparacion del efecto de estos NMs y del tratamiento sugerido
sobre biopeliculas de Helicobacter pylori siguiendo la metodologia de las pruebas de interaccién
con biopeliculas, se inocularon 1 x10° + 1 x 10% bacterias/ml por 24hrs a 37°C con 40 PSI de CO, (n
= 10) y realizando la comparacion con los anteriores grupos de estudio, un grupo Control sin
interaccidn; un grupo sometido a una dosis de Pylopack®, otro grupo bajo dosis de 2mg/mL de ZnO
NPs, otro con dosis de 4 mg/mL de NCs y un altimo grupo con dosis de 4 mg/mL de MNPs; como
se muestra en la gréfica 14, el grupo tratado con Pylopack® no mostré un decremento significativo
(P <0.05) de la densidad de la biopelicula (0.131 + 0.015 UABS) respecto al grupo control (0.158
+ 0.008 UABS); siendo significativamente menor (P > 0.05) este efecto biocida comparado al
producido por las ZnO NPs (0.037 + 0.012 UABS), NCs (0.057 £ 0.018 UABS) y MNPs (0.063
+ 0.009 UABS) las cuales presentaron un efecto significativo (P >0.05) sobre el grupo control al

reducir claramente la densidad de la biopelicula.
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Ulterior a este estudio, se realizo el analisis de viabilidad bacteriana en la biopelicula posterior a la
interaccion con antimicrobianos, dicho estudio se realizd bajo un inéculo de la biopelicula
homogeneizada en medios solidos de Agar Sangregy,/Antibioticore, incubando los medios por 72hrs
a 37°C con 40 PSI de CO; (n = 10)y su posterior cuantificacion de UFC; como se observa en el
grafica 15, la viabilidad bacteriana encontrada en la biopelicula remanente del grupo tratado con
Pylopack® no mostr6 algin decremento significativo (P < 0.05) de las UFC de Helicobacter pylori
(71 £ 2 UFC), respecto a las UFC de las biopeliculas en el grupo control (91 + 2 UFC); siendo
significativamente menor (P > 0.05) este efecto bactericida dentro de la biopelicula respecto al
efecto producido por las ZnO NPs (25 + 8 UFC), NCs (42 £ 6 UFC) y MNPs (44 £ 3 UFC) las
cuales presentaron un efecto significativo (P > 0.05) sobre el grupo control al reducir claramente la

cantidad de UFC en el remanente de biopelicula.
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Grafica 15. Analisis de UFC. Se realiz6 el estudio de las
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antimicrobianos, encontrando un decremento
significativo en ZnO NPs (25 + 8 UFC) NCs (42 + 6
UFC) y MNPs (44 +3 UFC), respecto al control (91 £
2 UFC) y el pylopack (71 + 2 UFC).

Tratamientos

Por otra parte como se puede observar en las graficas 10 y 13 el efecto antimicrobiano de estos
antibidticos comparado con mostrado por los NMs es significativamente mayor en microorganismos
en estado planctonico; esto se podria explicar en el caso de los antibidticos aminoglucésidos
(Kanamcina) ya que se une a la sub-unidad S30 del ribosoma en Staphylococcus aureus, por lo que
se puede inhibir la transcripcion de ADN bacteriano y por lo tanto la sintesis de proteinas (Garcia,
2013), lo anterior explica esta amplia disminucion en la viabilidad encontrada al interaccionar
Staphylococcus aureus con la Kanamicina; cabe mencionar que mientras este antibiético muestra un
efecto bactericida sobre los mecanismos genéticos de esta bacteria; mientras que nuestro tratamiento
postulado con diversos NMs, muestra este decremento en el inoculo inicial dependiendo
aparentemente de la interaccion de estos NMs con el medio o con algunos componentes de la cadena
respiratoria bacteriana; por lo que podria tardar mas en mostrar el mismo efecto de inhibicion en
bacterias aisladas de Staphylococcus aureus. Asi mismo, es necesario puntualizar que el tratamiento
establecido por Pylopack al estar basado en una mezcla de antibidticos beta-lactamicos
(Amoxicilina) y macrolidos (Claritromicina); el cual genera un gran efecto de inhibicion bacteriana
en condiciones in vitro (Espinoza; 2005); en el caso del primer antibidtico el efecto que se puede
observar en las graficas anteriores (10, 11 y 12) puede ser explicado debido a que el beta-lactamico
realiza la inhibicion de la biosintesis del mucopéptido de la pared celular. Por otra parte el macrolido

realiza su actividad antimicrobiana mediante la unién de las subunidades ribosomales S50,
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inhibiendo asi la sintesis protéica en bacterias planctdnicas de Helicobacter pylori; por otra parte,
como se observa en las graficas 11 y 12 para las biopeliculas de Staphylococcus aureus y 14 y 15
para Helicobacter pylori el efecto biocida que ejercieron los NMs sobre estas estructuras de
resistencia fue mayor con respecto al que presentaron los antibioticos, tanto al disminuir la densidad
de la biopelicula como al reducir el in6culo bacteriano remanente dentro de esta estructura; esta
resistencia a los antibioticos utilizados puede deberse a varios factores, en primer lugar; Méndez
(2011) describe que las bacterias inmersas en estas estructuras poseen una resistencia intrinseca al
utilizar la matriz amorfa como una barrera de difusion, donde los grupos funcionales de los
antibidticos quedaran mezclados e inactivos dentro de los exopolisacéridos de esta estructura
evitando asi que se unan a sus sitios de accion; asi mismo este autor establece que debido a los
componentes de esta estructura se generan diversas zonas con microambientes diversos, como
pueden ser zonas hipoxicas, lo que podria explicar las diferencias entre los efectos en los
tratamientos con antibidticos y NMs; es importante sefializar que de acuerdo a lo estimado por la
FEUM (2015) los antimicrobianos poseen un mayor efecto bactericida en células aisladas y en fase
de crecimiento exponencial, en este sentido, los resultados obtenidos de estas pruebas de interaccion
demuestran que nuestros NMs bajo estas dosis podrian penetrar esta estructura e interactuar con las
bacterias inmersas en la matriz amorfa y a su vez realizar su efecto bactericida por medio de la
generacion de ROS, lo anterior puede sustentarse por los experimentos realizados por Ansari et al
(2015) quienes afirman que debido a su tamafio; estos NMs pueden internalizarse en la matriz
amorfa de la biopelicula inhibiendo la produccion de exopolisacaridos, resultando en la
desestabilizacidn de esta estructura y su subsecuente generacion de estrés oxidativo al interaccionar
con estas células microbianas. De esta manera se postula que estos NMs pueden ser utilizados en

aplicaciones biomédicas para la erradicacion de esta estructura siendo inocuo para sistemas in vivo.

3.5 EFECTO DE LOS NM:s in vivo:
Ulterior a los ensayos de actividad antimicrobiana y biocida se procedio a elucidar la actividad

toxicoldgica de los NMs en ratas Wistar macho bajo una exposicion cronica por 90 dias; realizando
una inoculacién intravenosa en la vena caudal media y administrando las DMB de cada NM,
realizando una dosis por semana durante 3 meses; asi mismo se monitoreo el peso, ingesta de agua,
excrecion de orina, creatinina, albumina, TGO, TGP, glucosa, bilirrubina directa y total en sangre

cada 15 dias con el fin de estudiar la funcion renal y hepatica de cada grupo (n =7). Valorando los
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mismos parametros bioquimicos y fisiolodgicos, se procedio a evaluar el ensayo toxicoldgico agudo,
realizando una inoculacion intravenosa en la vena caudal media y administrando 6 mg/Kg de ZnO
NPs, 12 mg/Kg de MNPs y 9 mg/Kg de NCs. Las tomas de muestra se realizaron cada 24hrs/30 dias
(n=7).

3.5.1. Alteraciones en el peso.
Se observa en la gréfica 16, la comparativa del comportamiento del peso de las ratas entre cada uno

de los grupos de estudio crénico y agudo (n=7), donde se observa que en el caso del grupo control
cronico el peso de las ratas aumenta de forma gradual (25 + 10gr/dia) manteniéndose dentro de los
valores de referencia (325 + 175gr) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el
comportamiento de cada NM en la prueba cronica (a) denotando un comportamiento normal dentro
de los valores de referencia y un aumento de peso diario promedio semejante al control (20 +
16gr/dia).

Por otra parte al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento distinto al encontrado en la prueba crdnica, como se puede observar en
la grafica 16 los organismos modelo control se mantienen en un peso corporal estable (425 + 15gr)
dentro de los valores de referencia; sin embargo se debe de hacer énfasis en el comportamiento de
cada NM 24hrs post-inoculacién, donde en el caso de las ZnO NPs se observa un decremento
significativo (P>0.05) en el peso de las ratas Wistar, se puede notar que este decremento mantiene
una tendencia (35 * 12gr/dia) manteniéndose dentro de los valores de referencia hasta el dia 18 post-
inoculacion donde el peso de los organismos modelo se mantuvo por debajo del limite inferior
normal (150gr); manteniendo este comportamiento hasta el dia 30 de estudio (100 = 12gr). En
contraste, se puede observar el comportamiento de las MNPs con un decremento significativo
(P>0.05) en el peso de estos organismos de estudio respecto al control agudo, se nota una clara
tendencia en el decremento del peso de las ratas (20 + 8gr/dia), sin embargo a diferencia de las ZnO
NPs, las ratas tratadas de forma aguda con MNPs mantienen su peso corporal dentro de los valores
normales en los 30 dias de estudio llegado a un peso minimo de 200 + 5gr. Asi mismo, se observa
en la gréafica 16 el comportamiento de los NCs con un decremento significativo (P>0.05) en el peso
de estas ratas, respecto al control agudo, se puede observar una clara tendencia en el decremento del
peso de las ratas (15 £ 3gr/dia), sin embargo a diferencia de las ZnO NPs y MNPs, las ratas tratadas
de forma aguda con NCs logran mantener un peso corporal estable (310 + 5gr) dentro de los valores

normales en los 30 dias de estudio.
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Gréfica 16.Alteraciones en el peso: Se realiz6 la interaccion crénica y aguda de cada NM en modelos in vivo durante
90 y 30 dias respectivamente, monitoreando el peso corporal medio de cada tratamiento estudiado, observando que
bajo interacciones crénicas (a) los organismos modelo presentan un comportamiento similar a su grupo control,
manteniendo su peso dentro de los valores normales (325 + 175gr); En contraste, se observan las alteraciones en el
peso corporal medio en la interaccion aguda (b), denotando que 18 dias post-inoculacién el grupo tratado con ZnO
NPs mantiene su peso por debajo de los valores de referencia (100 £ 12gr), mientras que los grupos tratados con
MNPs y NCs mantienen una tendencia de decremento significativo (P>0.05) respecto al control, manteniéndose
dentro de los valores de referencia.

Al analizar los resultados obtenidos en la gréfica 16, se observa que al realizar las interacciones
cronicas (a) de los NMs con los organismos modelo no se genera un decremento significativo del
peso corporal medio respecto al grupo control, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
Almansour et.al.(2015) quienes realizaron la interaccion de ZnO NPs a dosis bajas (2 mg/Kg) via
intravenosa durante 30 dias; obteniendo un comportamiento normal en la tasa de incremento
corporal de las ratas Wistar, sin embargo, estos autores postulan que estas interacciones cronicas
generan una disminucion en la ingesta de comida hasta del 18% sin generar efecto significativo en el
peso de las ratas, estos resultados sugieren la ausencia de dafio toxicoldgico en sistemas in vivo por
parte de este material. En contraste al observar los resultados obtenidos de la interaccion aguda (b)
con ZnO NPs, se muestra un decremento altamente significativo y por debajo de los limites
normales, estos resultados indican que las ZnO NPs generan un dafio toxicolégico adverso, lo cual
puede estar relacionado a la toxicidad celular resultado de estrés oxidativo y la liberacion de ROS;
estos resultados se justifican con los obtenidos en la investigacion realizada por Pineda et. al. (2012)
quienes al realizar una administracion intravenosa de dosis altas de ZnO NPs (10 mg/Kg) generé la
disminucion en el peso corporal medio de las ratas, estos autores atribuyen este efecto toxicoldgico
al efecto oxidativo generado por la liberacion de iones de este NM vy a la inactivacion de enzimas

metabolicas causando, la pérdida de masa corporal y evitando la generacion de nutrientes en el

Resultados Lﬂuaa Pagina 116



organismo modelo; por otra parte esta pérdida morbida de peso puede explicarse por los estudios
realizado pos Bailey et. al. (2014), Quienes demostraron que las ratas expuestas a dosis altas de ZnO
NPs (12 mg/Kg) disminuyen los indices de peso en los 6rganos mas con mayor relevancia
fisioldgica (Higado, rifiones y corazon), atribuido a la generacion de coleostasis 30 dias posteriores a
la inoculacién, por lo que debido a la pérdida de la integridad hepética se puede desencadenar una

disminucion en el peso normal de los organismos modelo.

Por otra parte, como se puede observar en la grafica 16, la interaccion cronica (a) con MNPs no
genera un efecto significativo sobre el peso corporal medio de los organismos modelo, estos
resultados sugieren la ausencia de efecto toxicoldgico aparente bajo estas condiciones de
interaccion; esto se sustenta con los datos obtenidos de la investigacion realizada por Zhang et. al.
(2013) quienes afirman que debido a que estos NMs estan constituidos por un oligoelemento, estos
pueden llegar a ser absorbidos en los tejidos y en fluidos corporales, para su posterior uso en la
sintesis de ferroproteinas, evitando la pérdida de masa corporal en interacciones a dosis bajas (5
mg/Kg). En contraste, este parametro morfométrico diverge al realizar la interacciéon de este NM
bajo condiciones agudas (b) debido a que disminuye significativamente la tasa de peso respecto al
grupo control, sin embargo este se mantiene dentro de los valores de referencia normales; estos
resultados pueden sustentarse con la investigacion realizada por Sulaiman et.al. (2015) quienes al
administrar dosis altas de MNPs (3 mg/Kg) observaron alteraciones significativas en el peso
corporal y de los 6rganos internos que atribuyen a la generacion de estrés oxidativo mediado por la
alta concentracién de las NPs, mas que a la capacidad de generar toxicidad de este NM. Asi mismo,
al considerar este efecto sobre el peso corporal posterior a la cronica y aguda de los NMs en
sistemas in vivo, se puede observar en la grafica 16 que no existen alteraciones significativas en el
peso al realizar la interaccién crénica (a) y aguda (b) con los NCs, estos resultados sugieren que este
material no genera efectos toxicoldgicos adversos bajo ningln tipo de exposicion, lo cual podria ser
atribuible a la presencia de oligoelementos en bajas concentraciones como lo sugiere Almansour
et.al.(2015).
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3.5.2. Alteraciones en la excreta de orina.
Como se observa en la grafica 17, se realizo la comparativa del volumen excretado de orina de cada

grupo de estudio crénico y agudo (n=7), notando que en el caso del grupo control crénico el
volumen de orina se mantiene constante (57 + 2ml/dia) dentro de los valores de referencia (62.5 +
37.5ml) reportados por Gorii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de cada
NM en la prueba crénica (a) denotando que, 2 dias post-inoculacién el grupo tratado con NCs
excretaba un volumen promedio de orina significativamente menor (P>0.05) respecto al grupo
control, aunque dentro de los valores de referencia, en contraste al tercer dia post-inoculacion se
observo un comportamiento normal dentro de los valores de referencia y un volumen de orina
similar al grupo control (54 + 5ml/dia); este comportamiento se observo durante cada administracion
del tratamiento cada 15 dias. Asi mismo se puede observar que el grupo tratado con MNPs excreto
un volumen promedio de orina (40 + 3ml/dia) significativamente menor (P>0.05) respecto al grupo
control posterior a la inoculacion del tratamiento, aunque dentro de los valores de referencia; este
comportamiento se mantuvo constante durante todo el tratamiento. En contraste, es posible observar
que, 2 dias post-inoculacién el grupo tratado con ZnO NPs excreté un volumen promedio de orina
significativamente menor (P>0.05) respecto al grupo control, aunque dentro de los valores de
referencia, en contraste desde tercer y hasta el catorceavo dia post-inoculacion se observé una
tendencia en el aumento en la excreta de orina (75 + 2ml/dia) significativamente mayor (P>0.05),
respecto al control, aunque dentro de los valores de referencia; este comportamiento se observé

durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Por otra parte al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento distinto al encontrado en la prueba crénica, como se puede observar en
la gréafica 17 los organismos modelo control mantienen un volumen de orina estable similar al grupo
control crénico (56 + 3ml/dia) dentro de los valores de referencia; sin embargo se debe de hacer
énfasis en el comportamiento de cada NM, donde en el caso de las ZnO NPs, 3 dias post-
inoculacidn, se observa un decremento significativo (P>0.05), en el volumen de orina, respecto al
control, manteniéndose dentro de los valores de referencia, sin embargo, desde el cuarto y hasta el
décimo quinto dia post-inoculacion se observo una tendencia en el aumento en la excreta de orina
(90 + 12ml/dia) significativamente mayor (P>0.05), respecto al control, aunque dentro de los
valores de referencia; asi mismo se observa que, desde el décimo sexto y hasta el treintavo dia post-

inoculacion se generd una tendencia a la normalidad en la excreta de orina (60 = 7ml/dia). Asi
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mismo, en el grupo tratado con MNPs, 11 dias post-inoculacion, se observa un decremento
significativo (P>0.05), en el volumen de orina, respecto al control, manteniéndose dentro de los
valores de referencia, sin embargo, desde el doceavo hasta el décimo sexto dia post-inoculacion se
observo una tendencia en el aumento en la excreta de orina (58 + 5ml/dia) dentro de los valores de
referencia; asi mismo se observa que, desde el décimo séptimo y hasta el treintavo dia post-
inoculacion se generd una tendencia a la normalidad en la excreta de orina (54 + 2ml/dia).
Finalmente, en el grupo tratado con NCs, 5 dias post-inoculacion, se observa un decremento
significativo (P>0.05), en el volumen de orina, respecto al control, manteniéndose dentro de los
valores de referencia, sin embargo, desde el sexto hasta el noveno dia post-inoculacion se observo
una tendencia en el aumento en la excreta de orina (55 + 1ml/dia) dentro de los valores de
referencia; asi mismo se observa que, desde el décimo y hasta el treintavo dia post-inoculacion se

gener0 una tendencia a la normalidad en la excreta de orina (57 £ 3ml/dia).
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Grafica 17.Excreta de orina: Se evalud la excreta de orina posterior a la interaccion créonica y aguda de cada NM en
modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones crdnicas (a) los organismos
tratados con NCs presentan un volumen de orina similar a su grupo control (54 + 5ml); En contraste, se observa un
aumento significativo (P>0.05) en el volumen de orina en los organismos inoculados con ZnO NPs (75 £ 2ml) y un
decremento significativo (P>0.05) en el volumen de orina en los organismos tratados con MNPs (40 + 3ml). Asi
mismo se observa que bajo interacciones agudas (b), los organismos tratados con NCs y MNPs presentan un
volumen de orina similar a su grupo control (57 + 3ml y 54 + 2ml); En contraste, se observa un aumento significativo
(P>0.05) en el volumen de orina en los organismos tratados con ZnO NPs (90 + 12ml).
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3.5.3. Alteraciones en la ingesta de agua.
Como se observa en la gréafica 18, se evalud la comparativa del volumen da agua ingerido por cada

grupo de estudio (crénico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control crénico el
volumen de agua se mantiene constante (200 + 10ml/dia) dentro de los valores de referencia (202.5
+ 97.5ml) reportados por Gorii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de cada
NM en la prueba cronica (a) enfatizando que, 4 dias post-inoculacion el grupo tratado con NCs
ingeria un volumen promedio de agua significativamente menor (P>0.05) respecto al grupo control,
aunque dentro de los valores de referencia, en contraste al quinto dia post-inoculacion se observo un
comportamiento normal dentro de los valores de referencia y una ingesta de agua similar al grupo
control (205 + 15ml/dia); este comportamiento se observd durante cada administracion del
tratamiento cada 15 dias. Asi mismo se puede observar que el grupo tratado con MNPs ingirié un
volumen promedio de agua (120 + 18ml/dia) significativamente menor (P>0.05) respecto al grupo
control durante los 12 dias posteriores a la inoculacion, normalizando esta ingesta de agua (200 +
8ml/dia) desde el treceavo hasta el décimo quinto dia post-inoculacion, respecto al control; este
comportamiento se mantuvo constante durante todo el tratamiento. En contraste, es posible observar
que, 5 dias post-inoculacién el grupo tratado con ZnO NPs ingirié un volumen promedio de agua
significativamente menor (P>0.05) respecto al grupo control, aunque dentro de los valores de
referencia, en contraste desde sexto y hasta el catorceavo dia post-inoculacién se observo una
tendencia en el aumento en la ingesta de agua (350 + 16ml/dia) significativamente mayor (P>0.05),
respecto al control y por arriba de los valores de referencia; este comportamiento se observo durante

cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Por otra parte al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento distinto al encontrado en la prueba crénica, como se nota en la grafica
18 los organismos modelo control mantienen una ingesta de agua estable similar al grupo control
cronico (203 + 5ml/dia) dentro de los valores de referencia; sin embargo se debe de hacer enfasis en
el comportamiento de cada NM, donde en el caso de las ZnO NPs, 6 dias post-inoculacion, se
observa un decremento significativo (P>0.05), en la ingesta de agua, respecto al control,
manteniéndose por debajo de los valores de referencia, sin embargo, desde el séptimo y hasta el
vigésimo dia post-inoculacion se observo una tendencia en el aumento en la ingesta de agua (180 +
15ml/dia) significativamente menor (P>0.05), respecto al control, aunque dentro de los valores de

referencia; asi mismo se observa que, desde el vigésimo primer y hasta el treintavo dia post-

Resultados Lﬂuaa Pagina 120




inoculacion se generd una tendencia a la normalidad en la ingesta de agua (200 + 9ml/dia). Asi
mismo, en el grupo tratado con MNPs, 12 dias post-inoculacion, se observa un decremento
significativo (P>0.05), en el volumen de orina, respecto al control, manteniéndose dentro de los
valores de referencia, sin embargo, desde el treceavo y hasta el treintavo dia post-inoculacion se
observé una tendencia a la normalidad en la ingesta de agua (201 + 14ml/dia). Finalmente, en el
grupo tratado con NCs, 15 dias post-inoculacion, se observa un decremento significativo (P>0.05),
en el volumen de agua, respecto al control, manteniéndose dentro de los valores de referencia, sin
embargo, desde el décimo sexto y hasta el treintavo dia post-inoculacion se generd una tendencia a

la normalidad en la ingesta de agua (205 + 10ml/dia).
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Gréfica 18.Ingesta de agua: Se evalud la ingesta de agua posterior a la interaccion crénica y aguda de cada NM en
modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones crénicas (a) los organismos
tratados con NCs presentan un ingesta similar a su grupo control (203 £ 5ml); En contraste, se observan un aumento
significativo (P>0.05) en la ingesta en los organismos tratados con ZnO NPs (350 + 16ml) y un decremento
significativo (P>0.05) en la ingesta en los organismos tratados con MNPs (120 + 18ml). Asi mismo se observa que
bajo interacciones agudas (b), los organismos tratados con NCs y MNPs presentan una ingesta de agua similar a su
grupo control (203 = 5ml y 200 + 9ml); En contraste, se observan un decremento significativo (P>0.05) en la ingesta
en los organismos tratados con ZnO NPs (180 + 15ml).

Como se observa en las graficas 17 y 18, la interacciéon de los NMs genera distintas alteraciones en
la ingesta de agua y excreta de orina, en caso de las interacciones crénicas (a) con ZnO NPs el
resultado mas significativo fue el aumento por arriba de los valores de referencia en la ingesta de
agua, la cual es proporcional a la cantidad de orina excretada, en este sentido este aumento
significativo de volumen de agua puede ser explicado por la fisiologia propia del Zn, el cual como lo
describe Romana (2014); posterior al ser administradas las ZnO NPs y estar en contacto en un
medio acuoso comienza a liberar iones Zn*?, los cuales son absorbidos por las células de la mucosa

o a-macroglobulinas aumentando de esta forma la cantidad de secreciones pancreaticas e
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intestinales, debida a este aumento de excreciones el cuerpo regula sus niveles de agua para llegar a
la homeostasis, o que se ve reflejado en una mayor ingesta de agua lo que explica el
comportamiento observado en la grafica 18 sin llegar a indicar un dafio renal; debido a este aumento
de Zn en el organismo la filtracion glomerular es modificada para generar una tasa de eliminacion
de 0.4 — 0.6 mg/24hrs de los iones Zn*? evitando un dafio hidrépico hepatico por la alta ingesta de
agua y la alta concentracion de iones Zn*? por medio del aumento en la excreta de orina como se
puede observar en la grafica 17, estos resultados sugieren que no existe efecto toxicologico renal
adverso en la interaccion cronica con ZnO NPs. Asi mismo, al realizar la evaluacion de estos
parametros fisiol6gicos con ZnO NPs bajo una interaccion aguda (b) se observa un comportamiento
distinto respecto a la interaccion crénica, debido al bajo volumen de orina excretado respecto al
volumen de agua ingerido. esto concuerda con los resultados obtenidos por Oluyomi y Adewumi
(2014) quienes atribuyen este comportamiento debido a que a altas concentraciones de iones Zn*? (7
mg/Kg) activa la anhidrasa carbonica, tomando el CO; tisular formando una cantidad mayor de agua
en el sistema, por lo que el organismo disminuye el requerimiento de ingesta de agua para generar la
homedstasis (grafica 18), sin embargo debido al aumento de agua corporal derivado de la accion de
la anhidrasa la excreta de agua puede mantenerse dentro de los valores de referencia, por lo que esto

podria sugerir que esta interaccion no genera dafio renal, bajo nuestra condiciones de trabajo.

Por otra parte, como se puede observar en las graficas 17 y 18, la interaccion cronica (a) y aguda (b)
con MNPs y NCs no genera un efecto significativo sobre la ingesta de agua y la excrecion de orina
de los organismos modelo, estos resultados sugieren la ausencia de efecto toxicolégico aparente bajo
estas condiciones de interaccion; esto se sustenta con los datos obtenidos de la investigacion
realizada por Zhang et. al. (2013) quienes afirman que debido a que estos NMs estan constituidos
por un oligoelemento en bajas concentraciones, estos pueden llegar a ser absorbidos en los tejidos y

en fluidos corporales, para su posterior uso en la sintesis de ferroproteinas.

3.5.4. Alteraciones en albumina sérica.
Como se observa en la gréfica 19, se evalud la comparativa de la concentracion sérica de albumina

en cada grupo de estudio (cronico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control cronico

esta concentracion se mantiene constante (5 £ 1 mg/dl) dentro de los valores de referencia (5
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3mg/dl) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de cada
NM en la prueba crénica (a) enfatizando que, el grupo tratado con NCs mantenia una concentracion
sérica de albumina (6.5 £ 1.5 mg/dl) significativamente mayor (P>0.05), aunque dentro de los
valores de referencia; este comportamiento se observé durante cada administracion del tratamiento
cada 15 dias. Asi mismo se puede observar que el grupo tratado con MNPs mantenia una
concentracion de albumina sérica (3.1 £ 0.8 mg/dl) significativamente menor (P>0.05) respecto al
grupo control dentro de los valores de referencia; este comportamiento se mantuvo constante
durante todo el tratamiento. En contraste, es posible observar que el grupo tratado con ZnO NPs
mantuvo una concentracion sérica de albumina (2.3 = 0.5 mg/dl) significativamente menor (P>0.05)
respecto al grupo control, aunque dentro de los valores de referencia; este comportamiento se

observé durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Por otra parte al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento distinto al encontrado en la prueba cronica, como se nota en la grafica
19 los organismos modelo control mantienen una concentracion de albumina sérica estable similar al
grupo control cronico (5 £ 0.6 mg/dl) dentro de los valores de referencia; sin embargo se debe de
hacer énfasis en el comportamiento de cada NM, donde en el caso de las ZnO NPs, se observa un
decremento altamente significativo (P>0.05), en la concentracion de albumina (1 £ 0.9 mg/dl),
respecto al control, manteniéndose por debajo de los valores de referencia,. Asi mismo, en el grupo
tratado con MNPs, se observa un decremento significativo (P>0.05), en la concentracion de
albumina (2 = 1 mg/dl), respecto al control, manteniéndose dentro de los valores de referencia.
Finalmente, en el grupo tratado con NCs, se observa una concentracion de albumina (5 = 1 mg/dl)

similar al control, manteniéndose dentro de los valores de referencia.
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Gréfica 19.Albumina sérica: Se evalud la concentracion de albumina sérica posterior a la interaccién cronica y
aguda de cada NM en modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones
crénicas (a) los organismos tratados con NCs presentan una concentracion significativamente mayor (P>0.05) a su
grupo control (6.5 + 1.5 mg/dl); en contraste, se observan una concentracion significativamente menor (P>0.05) en
la albumina sérica en los grupos tratados con ZnO NPs y MNPs (2.3 £ 0.5 mg/dl y 3.1 + 0.8 mg/dl). Asi mismo se
observa que bajo interacciones agudas (b), los organismos tratados con NCs presentan una concentracién de
albumina similar a su grupo control (5 £ 1 mg/dl); En contraste, se observa una concentracion significativamente
menor (P>0.05) en la albumina sérica en los grupos tratados con ZnO NPs'y MNPs (1 + 0.9 mg/dl y 2 £ 1 mg/dl).

Los resultados mostrados en la gréafica 19, denotan un indicativo de posible dafio hepéatico durante la
interaccién con los distintos NMs, en este caso como se muestra en la interaccion cronica (a) para
las MNPs y ZnO NPs los valores de albumina disminuyen levemente respecto al grupo control sin
embargo se mantienen dentro de los valores de referencia, lo cual podria estar relacionado con el
estrés de la manipulacion de los organismos modelo o bien como lo describe Chemore (2015) el uso
de agentes hipndéticos puede causar una disminucién en los niveles de proteinas (en este caso
albumina) en suero, por lo que estos resultados sugieren que la interaccion cronica con estos NMs
no ejerce dafio hepatico. En contraste se observa que los NCs generan un aumento en la
concentracion de albumina manteniéndose dentro de los valores de referencia, lo que puede estar
atribuido por lo descrito por Rockville (2016), quien atribuye este aumento de albumina sérica a la
estimulacion hepatica (sintesis de novo) debido a la presencia de oligoelementos derivados de este

NC, sin embargo no es indicativo de un dafio hepatico.

Por otra parte, se observa en la grafica 19 que al realizar la interaccion aguda (b) de las MNPs y
ZnO NPs en sistemas in vivo disminuye significativamente la concentracion de albumina sérica
cerca de los valores inferiores normales, (excepto las ZnO NPS manteniéndose por debajo de los
valores normales) lo cual puede estar atribuido al dafio hepatico producido por el estrés oxidativo en

altas dosis de estos NMs, lo cual esté sustentado en los experimentos de Oyelola et. al. (2015),
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quien describe que al administrar dosis altas de estos NMs (2 mg/Kg y 5mg/Kg) via intravenosa
estos liberan una alta concentracion de iones en el citoplasma de los hepatocitos llevandolos a
apoptosis y su posterior disminucion de sintesis de aloumina; por lo que estos resultados sugieren un
posible dafo hepéatico bajo nuestras condiciones de estudio. En contraste, se observa que la
interaccion aguda con NCs no genera cambios significativos respecto al control, similar a lo
ocurrido en la interaccion cronica, por lo que estos resultados pueden indicar la ausencia de dafio

hepatico en esta interaccion.

3.5.5. Alteraciones en glucosa sérica.
Como se observa en la grafica 20, se evalud la comparativa de la concentracion sérica de glucosa en

cada grupo de estudio (cronico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control crénico
esta concentracion se mantiene constante (25 + 5 mg/dl) dentro de los valores de referencia (27.5 +
7.5 mg/dl) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de
cada NM en la prueba cronica (a) enfatizando que, el grupo tratado con NCs mantenia un
concentracion serica de glucosa similar al grupo control (25 £+ 3 mg/dl); este comportamiento se
observo durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias. De la misma manera se puede
observar que el grupo tratado con MNPs mantenia una concentracioén de glucosa sérica similar al
grupo control (25 + 2 mg/dl); manteniéndose constante durante todo el tratamiento. Igualmente, es
posible observar que el grupo tratado con ZnO NPs mantuvo una concentracion sérica de glucosa

similar al grupo control (24 £ 1 mg/dl) durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Asi mismo, al evaluar los resultados obtenidos de la interaccién aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento similar al encontrado en la prueba crénica, como se nota en la grafica
20 los organismos modelo control mantienen una concentracion de glucosa serica estable similar al
grupo control crénico (25 £ 1 mg/dl) dentro de los valores de referencia; mientras que en el grupo
tratado con ZnO NPs, se observa un concentracién de glucosa similar al grupo control (22 + 3
mg/dl). De la misma manera, en el grupo tratado con MNPs, se observa una concentracion de
glucosa equivalente al grupo control (24 + 2 mg/dl), Finalmente, en el grupo tratado con NCs, se

observa una concentracion de glucosa (25 + 4 mg/dl) similar al control.
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Grafica 20.Glucosa sérica: Se evalu6 la concentracion de glucosa sérica posterior a la interaccion crénica y aguda de

cada NM en modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones crdnicas (a)

los organismos tratados con los tres NMs presentan una concentracion similar al grupo control NC: 25 + 3 mg/dl,

MNPs: 25 + 2 mg/dl y ZnO NPs: 24 + 1 mg/dl. Igualmente se observa este comportamiento bajo interacciones

agudas (b), NC: 25 + 4 mg/dl, MNPs: 24 + 2 mg/dl y ZnO NPs: 22 + 3 mg/dl

Como se puede observar en la grafica 20, existe un comportamiento similar entre los niveles séricos
de glucosa posterior a la interaccion cronica (a) y aguda (b) con los tres NMs, se debe notar que en
la interaccién cronica los tres materiales presentaron niveles de glucosa normal similares al grupo
control, lo que postula que esta interaccion crénica no despierta un dafio hepatico aparente, asi como
posibles patologias como diabetes relacionadas a esta interaccion. Por otra parte al analizar los
resultados obtenidos de la interaccion aguda se puede observar que estos niveles séricos de glucosa
se mantienen dentro de los valores normales, sin embargo se encuentran significativamente
disminuidos con respecto a los niveles séricos presentes en la prueba cronica; esto pude ser
explicado con la investigacion realizada de Lee et. al. (2015) quienes postulan que tras 30 dias de la
inoculacién intravenosa de dosis altas de ZnO NPs (1 mg/Kg) y MNPs (2 mg/Kg) generan una
alteracion en el metabolismo de la glucosa, relacionado con la reduccion de la transcripcion del gen
Nrf2, debido a la internalizacion de altas cantidades de iones Fe y Zn, alterando de esta manera la
sintesis y liberacion de glucosa, sin embargo estos autores postulan que los niveles de LDH no se
ven afectados por lo que esta afeccion solo se ve en la disminucién en la liberacion de glucosa, sin
generar dafio pancreatico; asi mismo esta falta de dafio tisular fue reportado por Klim et. al. (2015)
Quienes indican que entre las primeras 6 horas de interaccion con ZnO NPs (9 mg/Kg) y MNPs (8
mg/Kg) se genera una reduccion en los niveles séricos de los parametros bioguimicos, en respuesta a
la basqueda de la homeostasis corporal ante altas concentraciones de estos NMs, sin embargo

después de este tiempo los niveles de los parametros bioquimicos se normalizan, como lo podemos
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observar en la gréafica 20 (b); asi mismo Chen (2016) describe que estos bajos niveles de glucosa
pueden deberse a un cambio de fosforilacion oxidativa a glucolisis durante los primeros 24 dias
después de la interaccion con dosis altas con NMs ZnO NPs (2 mg/Kg) y MNPs (5 mg/Kg); lo que
explica los resultados obtenidos en esta investigacion, asi mismo basandonos en lo descrito
anteriormente, estos resultados pueden indicar la ausencia de dafio pancreético en nuestros

organismos modelo.

3.5.6. Alteraciones en TGO sérica.
Como se observa en la gréafica 21, se evalu6 la comparativa de la concentracion sérica de TGO en

cada grupo de estudio (cronico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control crénico
esta concentracion se mantiene constante (40 = 1 pg/l) dentro de los valores de referencia (30 + 20
ug/l) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de cada NM
en la prueba cronica (a) enfatizando que, el grupo tratado con NCs mantenia un concentracion sérica
de TGO similar al grupo control (41 = 2 pg/l); este comportamiento se observé durante cada
administracion del tratamiento cada 15 dias. De la misma manera se puede observar que el grupo
tratado con MNPs mantenia una concentracion de TGO sérica similar al grupo control (38 £+ 3 pg/l);
manteniéndose constante durante todo el tratamiento. Igualmente, es posible observar que el grupo
tratado con ZnO NPs mantuvo una concentracion sérica de TGO similar al grupo control (40 + 2

pg/l) durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Por otra parte, al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento diferente al encontrado en la prueba crénica, como se nota en la gréafica
21 los organismos modelo control mantienen una concentracion de TGO sérica estable similar al
grupo control cronico (40 + 1 ug/l) dentro de los valores de referencia; mientras que en el grupo
tratado con ZnO NPs, se observa una concentracion de TGO (90 + 5 pg/l) significativamente mayor
(P>0.05) respecto al grupo control, manteniéndose por arriba de los valores de referencia. De la
misma manera, en el grupo tratado con MNPs, se observa una concentracion de TGO (60 + 3 pg/l)
significativamente mayor (P>0.05) respecto al grupo control, manteniéndose por arriba de los
valores de referencia. Finalmente, en el grupo tratado con NCs, se observa una concentracion de
TGO (41 = 2 pg/l) similar al control 15 post-inoculacion, bajo estos parametros se indica que tanto

en los grupos con ZnO NPs como non MNPs se genera un dafio tisular aparentemente en higado.
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Grafica 21. TGO sérica: Se evalu6 la concentracion de TGO sérica posterior a la interaccion crénica y aguda de cada
NM en modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones crénicas (a) los
organismos tratados con los tres NMs presentan una concentracion similar al grupo control NC: 41 + 1 pg/l, MNPs:
38 + 3 ug/l y ZnO NPs: 40 + 2 pg/l. Asi mismo se observa que bajo interacciones agudas (b), los organismos tratados
con NCs presentan una concentracion de TGO similar a su grupo control (41 + 2 pg/l) 15 dias después de la
interaccion; en contraste, se observa una concentracion significativamente mayor (P>0.05) en la TGO sérica en los
grupos tratados con ZnO NPs'y MNPs (90 + 5 ug/l y 60 £ 3 ug/l).

3.5.7. Alteraciones en TGP sérica.
Como se observa en la gréafica 22, se evalud la comparativa de la concentracion sérica de TGP en

cada grupo de estudio (cronico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control crénico
esta concentracion se mantiene constante (50 £ 2 ug/l) dentro de los valores de referencia (40 = 20
pg/l) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de cada NM
en la prueba cronica (a) enfatizando que, el grupo tratado con NCs mantenia un concentracion sérica
de TGP similar al grupo control (55 £ 5 pg/l); este comportamiento se observé durante cada
administracion del tratamiento cada 15 dias. De la misma manera se puede observar que el grupo
tratado con MNPs mantenia una concentracion de TGO sérica similar al grupo control (56 + 4 pg/l);
manteniéndose constante durante todo el tratamiento. Igualmente, es posible observar que el grupo
tratado con ZnO NPs mantuvo una concentracion sérica de TGO similar al grupo control (51 £ 1

pg/l) durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Por otra parte, al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento diferente al encontrado en la prueba crénica, como se nota en la gréafica
22 los organismos modelo control mantienen una concentracion de TGP sérica estable similar al
grupo control cronico (50 + 1 pg/l) dentro de los valores de referencia; mientras que en el grupo

tratado con ZnO NPs, se observa una concentracion de TGP (92 + 3 pg/l) significativamente mayor
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(P>0.05) respecto al grupo control, manteniéndose por arriba de los valores de referencia. De la
misma manera, en el grupo tratado con MNPs, se observa una concentracion de TGP (90 + 2 ug/l)
significativamente mayor (P>0.05) respecto al grupo control, manteniéndose por arriba de los
valores de referencia. Finalmente, en el grupo tratado con NCs, se observa una concentracion de
TGP (52 + 3 pg/l).
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Grafica 22. TGP sérica: Se evalu6 la concentracién de TGP sérica posterior a la interaccién cronica y aguda de cada
NM en modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones crénicas (a) los
organismos tratados con los tres NMs presentan una concentracion similar al grupo control NC: 55 + 5 pg/l, MNPs:
56 + 4 pg/l y ZnO NPs: 51 £ 1 pg/l. Asi mismo se observa que bajo interacciones agudas (b), los organismos tratados
con NCs presentan una concentracién de TGP similar a su grupo control (52 £+ 3 pg/l); En contraste, se observa una
concentracion significativamente mayor (P>0.05) en la TGP sérica en los grupos tratados con ZnO NPs y MNPs (92
=3 pg/l y 90 £ 2 pg/l).

Una constante que se pudo observar en las graficas 21 y 22 bajo los resultados obtenidos en
interaccion crénica (a) recae en el comportamiento de los tres NMs en los niveles de TGO y TGP,
los cuales se encuentran dentro de los valores de referencia con valores similares a los obtenidos en
el grupo control, teniendo en cuenta lo descrito por Bishop (2014), estos niveles de TGO normales
postulan que la interaccion crénica de estos NMs no generan un dafio aparente a nivel tisular, asi
mismo estos valores normales en TGP indican la ausencia de dafio, lo que concuerda con los
resultados obtenidos en las graficas 16 y 19. En contraste, se debe de enfatizar los resultados
obtenidos para las pruebas agudas (b) en el monitoreo de TGO y TGP, manteniendo niveles
elevados por arriba de los valores de referencia en estos parametros bioquimicos, bajo la interaccion
con ZnO NPs y MNPs, encontrando que estos resultados son similares a los descritos por
Muthuraman y Doo (2014) quienes tras inocular via intravenosa altas dosis de ZnO NPs (5 mg/KQg)
y MNPs (2 mg/Kg) observaron un incremento del 115.4% (TGO) y 92.3 % (TGP) para ZnO NPs y
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125% (TGO) y 97% (TGP) para MNPs, lo cual asociaron directamente a la disfuncion mitocondrial
derivada por dafio hepético asociada a la alta cantidad de iones Zn y Fe resultando en estrés
oxidativo; por lo que estos resultados indican que el tratamiento agudo con estos NMs generd un
dafo toxicoldgico adverso sobre el parénquima hepatico de nuestro organismos modelo. Sin
embargo esto no se observa en la interaccion con NCs, lo cual puede estar relacionado a la baja
concentracion de iones presentes en el material, los cuales pudieron solo ser utilizados como bloques

de construccion para distintas proteinas sin llegar a desencadenar dafio hepatico.

3.5.8. Alteraciones en creatinina sérica.
Como se observa en la grafica 23, se evalu6 la comparativa de la concentracion sérica de creatinina

en cada grupo de estudio (crénico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control crénico
esta concentracion se mantiene constante (0.5 + 0.1 mg/dl) dentro de los valores de referencia (0.55
+ 0.45 mg/dl) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de
cada NM en la prueba cronica (a) enfatizando que, el grupo tratado con NCs mantenia un
concentracion sérica de creatinina similar al grupo control (0.6 £ 0.2 mg/dl); este comportamiento se
observo durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias. De la misma manera se puede
observar que el grupo tratado con MNPs mantenia una concentracion de creatinina sérica similar al
grupo control (0.6 £ 0.1 mg/dl); manteniéndose constante durante todo el tratamiento. Igualmente,
es posible observar que el grupo tratado con ZnO NPs mantuvo una concentracién sérica de
creatinina similar al grupo control (0.5 £ 0.2 mg/dl) durante cada administracion del tratamiento
cada 15 dias.

Por otra parte, al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento diferente al encontrado en la prueba cronica, como se nota en la grafica
23 los organismos modelo control mantienen una concentracion de creatinina sérica estable similar
al grupo control crénico (0.5 £ 0.1 mg/dl) dentro de los valores de referencia; mientras que en el
grupo tratado con ZnO NPs, se observa una concentracion de creatinina (1.3 £ 0.2 mg/dl)
significativamente mayor (P>0.05) respecto al grupo control, manteniéndose por arriba de los
valores de referencia. De la misma manera, en el grupo tratado con MNPs, se observa una
concentracion de creatinina (0.3 £ 0.2 mg/dl) similar al grupo control. Finalmente, en el grupo

tratado con NCs, se observa una concentracién de creatinina (0.5 = 0.2 mg/dl).
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Grafica 23.Creatinina sérica: Se evalud la concentracion de creatinina sérica posterior a la interaccién cronica y
aguda de cada NM en modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones
cronicas (a) los organismos tratados con los tres NMs presentan una concentracion similar al grupo control NC: 0.6 +
0.2 mg/dl, MNPs: 0.6 + 0.1 mg/dl y ZnO NPs: 0.5 + 0.2 mg/dl Asi mismo se observa que bajo interacciones agudas
(b), los organismos tratados con NCs y MNPs presentan una concentracién de creatinina similar a su grupo control
(0.5+£ 0.2 mg/dl y 0.3 £0.2 mg/dl); En contraste, se observa una concentracion significativamente mayor (P>0.05)
en la creatinina sérica en los grupos tratados con ZnO NPs (1.3 + 0.2 mg/dl ).

Como se puede observar en la gréfica 23, existe un comportamiento similar entre los niveles séricos
de creatinina posterior a la interaccion cronica (a) y aguda (b) con MNPs y NCs, se debe notar que
en la interaccién crénica estos materiales presentaron niveles de glucosa normal similares al grupo
control, lo que postula que esta interaccion cronica no desencadena un dafio muscular aparente, asi
como posibles patologias renales relacionadas a esta interaccion. Por otra parte al analizar los
resultados obtenidos de la interaccién aguda para ZnO NPs se puede observar que estos niveles
séricos de cretinina se mantienen arriba de los valores normales; esto puede ser explicado con la
investigacion realizada de Costa et. al. (2010) quienes postulan que tras la inoculacién intravenosa
de dosis altas de ZnO NPs (10 mg/Kg) estas podrian causar perturbaciones mitocondriales debido a
la interaccion electrostatica por grupos Tiol entre las proteinas mitocondriales y los iones Zn,
reduciendo de esta manera la funcion mitocondrial, resultando en dafio tisular, lo cual se refleja en el
incremento de los valores séricos de creatinina, por lo que estos resultados sugieren que existe una

respuesta toxicologica adversa muscular ante la interaccion aguda con ZnO NPs.
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3.5.9. Alteraciones en Bilirrubina Total sérica (BT).
Como se observa en la gréfica 24, se evalud la comparativa de la concentracion de BT en cada grupo

de estudio (crénico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control cronico esta
concentracion se mantiene constante (0.8 £ 0.1 mg/dl) dentro de los valores de referencia (0.75 *
0.25 mg/dl) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de
cada NM en la prueba cronica (a) enfatizando que, el grupo tratado con NCs mantenia una
concentracion de BT similar al grupo control (0.8 £ 0.2 mg/dl); este comportamiento se observo
durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias. De la misma manera se puede observar
que el grupo tratado con MNPs mantenia una concentracion de BT similar al grupo control (0.9 £
0.1 mg/dl); manteniéndose constante durante todo el tratamiento. Igualmente, es posible observar
que el grupo tratado con ZnO NPs mantuvo una concentracion de BT similar al grupo control (0.9 =

0.1 mg/dl) durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Por otra parte, al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento diferente al encontrado en la prueba crénica, como se nota en la gréafica
24 los organismos modelo control mantienen una concentracion de BT estable similar al grupo
control crénico (0.8 £ 0.1 mg/dl) dentro de los valores de referencia; mientras que en el grupo
tratado con ZnO NPs, se observa una concentracion de BT (1.8 £ 0.2 mg/dl) significativamente
mayor (P>0.05) respecto al grupo control, manteniéndose por arriba de los valores de referencia. De
la misma manera, en el grupo tratado con MNPs, se observa una concentracion de BT (0.6 +
0.2mg/dl) similar al grupo control. Finalmente, en el grupo tratado con NCs, se observa una

concentracion de creatinina (0.8 + 0.2 mg/dl).
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Gréfica 24.BT: Se evalud la concentracién de BT posterior a la interaccién crénica y aguda de cada NM en modelos
in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones cronicas (a) los organismos tratados
con los tres NMs presentan una concentracion similar al grupo control NC: 0.8 £ 0.2 mg/dl, MNPs: 0.9 £ 0.1 mg/dl y
ZnO NPs: 0.9 + 0.1 mg/dl. Asi mismo se observa que bajo interacciones agudas (b), los organismos tratados con NCs
y MNPs presentan una concentracion de BT similar a su grupo control (0.8 + 0.2 mg/dl y 0.6 £ 0.2 mg/dl); en
contraste, se observa una concentracion significativamente mayor (P>0.05) en la BT en los grupos tratados con ZnO
NPs (1.8 £ 0.2 mg/dl ).

3.5.10. Alteraciones en Bilirrubina Directa sérica (BD).
Como se observa en la gréfica 25, se evalud la comparativa de la concentracion de BD en cada

grupo de estudio (crénico y agudo) (n=7), notando que en el caso del grupo control crénico esta
concentracion se mantiene constante (1.5 £ 0.2 mg/dl) dentro de los valores de referencia (1.25 +
0.75 mg/dl) reportados por Gofii et al (2011), asi mismo se puede observar el comportamiento de
cada NM en la prueba cronica (a) enfatizando que, el grupo tratado con NCs mantenia un
concentracion de BD similar al grupo control (1.8 + 0.2 mg/dl); este comportamiento se observé
durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias. De la misma manera se puede observar
que el grupo tratado con MNPs mantenia una concentracion de BD similar al grupo control (1.5 +
0.1 mg/dl); manteniéndose constante durante todo el tratamiento. Igualmente, es posible observar
que el grupo tratado con ZnO NPs mantuvo una concentracion de BD similar al grupo control (1.5 +

0.1 mg/dl) durante cada administracion del tratamiento cada 15 dias.

Por otra parte, al evaluar los resultados obtenidos de la interaccion aguda con los NMs (b) se puede
observar un comportamiento diferente al encontrado en la prueba crénica, como se nota en la gréafica
24 los organismos modelo control mantienen una concentracion de BD estable similar al grupo
control cronico (1.5 £ 0.1 mg/dl) dentro de los valores de referencia; mientras que en el grupo

tratado con ZnO NPs, se observa una concentraciéon de BD (2.5 = 0.3 mg/dl) significativamente
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mayor (P>0.05) respecto al grupo control, manteniéndose por arriba de los valores de referencia. De
la misma manera, en el grupo tratado con MNPs, se observa una concentracion de BT (1.6 £ 0.2
mg/dl) similar al grupo control. Finalmente, en el grupo tratado con NCs, se observa una

concentracion de bilirrubina (1.5 + 0.2 mg/dl).
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Gréafica 25.BD: Se evalud la concentracién de BD posterior a la interaccién cronica y aguda de cada NM en
modelos in vivo durante 90 y 30 dias respectivamente, observando que bajo interacciones cronicas (a) los
organismos tratados con los tres NMs presentan una concentracion similar al grupo control NC: 1.8 = 0.2 mg/dI,
MNPs: 1.5 £ 0.1 mg/dl y ZnO NPs: 1.5 + 0.1 mg/dl. Asi mismo se observa que bajo interacciones agudas (b), los
organismos tratados con NCs y MNPs presentan una concentracion de BD similar a su grupo control (1.5 £ 0.2
mg/dl y 1.6 + 0.2 mg/dl); en contraste, se observa una concentracion significativamente mayor (P>0.05) en la BD
en los grupos tratados con ZnO NPs (2.5 £ 0.3m g/dl ).

Se puede observar en las graficas 24 y 25 que bajo interacciones cronicas (a) de los tres NMs los
niveles de BD y BT se encuentran dentro de los valores de referencia con valores similares a los
obtenidos en el grupo control, teniendo en cuenta lo descrito por Bishop (2014), estos niveles de BD
y BT normales postulan que la interaccion cronica de estos NMs no generan un dafio aparente a
nivel hepatico-vesicular, lo que concuerda con los resultados obtenidos en las graficas 24 y 25. En
contraste, se debe de enfatizar los resultados obtenidos para las pruebas agudas (b) en el monitoreo
de BD y BT, manteniendo niveles elevados por arriba de los valores de referencia en estos
parametros biogquimicos, bajo la interaccion con ZnO NPs, encontrando que estos resultados son
similares a los descritos por Baldin (2014) quienes tras inocular via intravenosa altas dosis de ZnO
NPs (15 mg/Kg) observé un incremento del 105% (BD) y 102 % (BT), lo cual asocié directamente a
la disfuncion hepética derivada a la alta cantidad de iones Zn resultando en estrés oxidativo; por lo
que estos resultados indican que el tratamiento agudo con estos NMs generd un dafio toxicoldgico

adverso sobre el parénquima hepatico de nuestros organismos modelo.
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3.5.11. Eliminacion de metales por orina
Posterior a los ensayos de actividad toxicolégica cronica y aguda de los NMs en ratas Wistar macho;

se procedié a contrastar el estudio de excreta de los metales por medio de la orina; con el fin de
monitorear una posible bioacumulacién de los NMS tanto en pruebas cronicas como agudas; como
se observa en la grafica 26 al realizar la exposicion cronica se observa una clara eliminacion total de
los iones metalicos de cada NM a lo largo de 15 dias, demostrando una factible ausencia de dafio
toxicologico por bioacumulacion; por lo contrario se observa que al realizar la interaccion aguda de
estos NMs no es posible la eliminacion total inoculada de estos iones metélicos por la orina en un

plazo de 7 dias, dando un indicativo de bioacumulacion.
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Gréfica 26.Excrecion de metales en orina: Se realizo la interaccion de cada NM en modelos in vivo de
forma aguda y crdnica, monitoreando los niveles de los metales en la orina observando un probable
efecto de bioacumulacion en interacciones agudas con ZnO NPs, sin embargo esto no se observa en la
interaccion crénica con los demas tratamientos.

Como se observa en la gréfica 26, se evaludé la bioacumulacién de iones Fe y Zn posterior a las
interacciones cronicas y agudas en sistemas in vivo, observando que bajo interacciones cronicas el

exceso de estos iones es excretado por orina, hasta llegar a valores similares de grupo control,
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posterior a 12 dias de interaccion, sugiriendo de esta manera la ausencia de biacumulacion de iones
en sistemas in vivo debido a su baja cantidad dentro del torrente sanguineo como lo describe Lovern
(2008), sin embargo es posible observar que en la interaccion aguda a concentracion de iones Zn en
orina no llegan a normalizarse, lo que sugiere un efecto de bioacumulacion de estos NMs, estos
resultados concuerdan con la investigacion realizada por Owen (2015) quien asegura que esta
eliminacion parcial de iones es debida a la internalizacion de los iones en los distintos tejidos o bien
puede ser atribuida a la generacion de dafio tisular por la presencia de altas concentraciones de estos
iones en el torrente sanguineo. En contraste se observa que los iones de Fe en interacciones agudas
tiende a normalizarse respecto a los valores del grupo control 20 dias post-inoculaciéon, sugiriendo

de esta manera que no existe una bioacumulacion aparente bajo estas condiciones de estudio.

3.5.12. Cambios morfoldgicos
Posterior a la evaluacion de los pardmetros bioquimicos, se realiz6 la comprobacion de los mismos

por técnica histoldgica y tincion de Hematoxilina-Eosina; encontrando que la interaccion cronica de
los NMs no generan algun efecto adverso en los tejidos estudiados (Higado, rifién, pulmén, corazon
y cerebelo); en contraste la interaccion aguda de las ZnO NPs y MNPs desencadend un efecto
adverso significativo sobre Higado, Pulmén y cerebelo; sin embargo los NCs no desencadenaron
algun efecto adverso aparente.

3.5.12.1. Higado

Se observa en la imagen 8, la histologia hepatica de cada grupo de trabajo donde en caso del grupo
control se puede observar una clara distribucion normal del acino hepatico, con la vena
centrilobulillar y las zonas 1, 2 y 3 intactas, esta misma morfologia puede observarse en todos los
grupos de trabajo bajo exposicion crénica, sin embargo al realizar el anélisis bajo una exposicion
aguda se observan diversos cambios en los sujetos tratados con ZnO NPs y MNPs, en el caso de la
interaccidon con ZnO NPs se observa un cambio significativo en la morfologia del acino hepatico, en
primer lugar dentro de la zona 1 se observa una leve dilatacion en la vena centrilobulillar, seguida de
la presencia de una alta cantidad de vacuolas en el citoplasma de los hepatocitos de la zona 1,
indicativo de un estado de degeneracion hidropica; mientras que en zona 2 y 3 no se observan

cambios significativos en la morfologia hepatica, sin embargo se puede observar la presencia de un
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fibroma en la periferia de la zona 3 con presencia de fibras de colageno e infiltrados inflamatorios.
Por otra parte en presencia de las MNPs, se observa la presencia de hepatocitos con nucleos
atrofiados dentro de la zona 3 del acino hepatico, morfologia correspondiente a un cuadro inicial de
apoptosis celular, por otra parte se observa en la zona 1 de este acino la pérdida total de la
organizacion tisular cerca de la vena centrilobulillar con un gran infiltrado de células de la respuesta
inmune (PMNSs), asi como la presencia de necrosis en los hepatocitos cercanos a este vaso
sanguineo, por otra parte se puede observar que en la zona 2 del acino hepéatico se encuentran
hepatocitos altamente vacuolizados en su citoplasma, lo cual es caracteristico de una degradacion

tisular hidropica consecuencia de la necrosis en la zona 1.

W W =
l Yy
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Imagen 8. Efecto de los NMs en higado: Se observan los cambios en la morfologia del acino hepatico;
encontrando que a dosis crdnicas (Cr) los NMs no generan alguna modificacion histoldgica; sin embargo se puede
apreciar que en tratamientos agudos (A) de ZnO y MNP se generan dafios en las zonas 1, 2 y 3, entre los cuales se
encuentran la degradacion hidropica (*), necrosis (**), fibrosis (***), pérdida de la organizacion tisular (+) y
presencia de células con nucleos apoptéticos (++).

Como se observa en la imagen 8, la interaccion de los NMs con el parénquima hepético genera

distintas alteraciones histolégicas, siendo afectado principalmente por las MNPs a dosis agudas; lo
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anterior puede ser referido a un dafio comdn asociado a la liberacion de ROS y su consecuente estrés
oxidativo, generando en este caso un mecanismo principal de toxicidad relacionado con la
inflamacion, fibrosis y apoptosis (Sadeghi, et al., 2015), asi mismo debe de mencionarse que cada
NP tiene caracteristicas fisico-quimicas muy especificas y se pueden distribuir rapidamente en la
totalidad del cuerpo (siempre y cuando tiendan a disolverse) después de la inoculacién generando
rapidamente el efecto toxicol6gico; por lo contrario las NPs pueden aglomerarse y precipitar
dificultando su difusién sistémica; sin embargo es importante considerar que la mayoria de estos
estudios realizados con el fin de explicar el efecto toxicoldgico adverso, se han llevado a cabo bajo
dosis superiores (7.5 mg/Kg) a las utilizadas en esta investigacion (Sadeghi, et al., 2015); asi mismo
(Dissanayake, et al., 2015) describen que la interaccion de células Hep G2 a concentraciones
elevadas de MNPs (4 mg/Kg) genera condensacion nuclear y fragmentacion cromosomal,
desencadenando dafio hidropico, lo cual se asocia a los resultados obtenidos en intoxicacion aguda
por MNPs y ZnO NPs; tomando en cuenta otro estudio realizado por (Yang, et al., 2014) se describe
que los niveles de hierro sérico incrementan 7 dias post-inoculaciéon de altas dosis de MNPs (8
mg/Kg), esto debido posiblemente a que estos NMs liberan los iones de hierro para incorporarse a
los procesos metabdlicos lo que podria incrementar la actividad citotoxica de estas NPs a dosis altas;
por lo contrario (Baratli, et al., 2013) afirman que a dosis bajas de interaccién con este NM y
posterior al fendmeno de incorporacion de estos iones a los procesos metabdlicos se generaria un
aumento leve en la cantidad de hierro sérico asi como un aumento en la concentracion de TGO
(grafica 21) y TGP (gréafica 22), sin presencia de dafio histologico aparente, indicando que al ser
ingresados estos iones al metabolismo hepatico se genera una aumento en la sintesis de ferritinas o
transferrinas, mediadas por el endotelio hepatico y las células de Kupffer; asi mismo se aumenta la
expresion de receptores de transferrina en macréfagos y linfocitos B en el pancreas; esto concuerda
con lo demostrado en las graficas 19, 21 y 22 donde se observa un incremento en la cantidad de
albumina, TGO y TGP respectivamente, aunque en la imagen 8 no se muestra un dafio hepatico
aparente, indicando que a dosis cronicas de los MNPs y dosis altas de NCs Unicamente se puede
llegar a estimular una produccion de tranferrinas sin generar un efecto toxicologico adverso; asi
mismo el aumento en la expresion de receptores pancreaticos podria ayudar a explicar la estabilidad
de los niveles de glucosa durante esta interaccion con los NMs; asi mismo es importante mencionar
que se encontré un dafo hepatico similar al realizar la interaccion aguda con ZnO NPs, como se

puede observar en la grafica 17 los niveles séricos de TGO y TGP se encuentran significativamente
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por encima de los limites, indicando un claro dafio hepatico; lo cual se pudo apreciar en el analisis
histoldgico, estos resultados concuerdan con la investigacion realizada por (Yang, et al., 2015)
donde la interaccion de este NM a dosis altas (9 mg/Kg) generdé un gran incremento en la
concentracion de TGO y TGP, asi como la generacion de necrosis hepatocelular focalizada,
dilatacion congestiva de las venas centrilobulillares; lo cual se atribuye a su vez por la liberacion de
los iones de zinc generando ROS e inhibiendo el sistema antioxidante, asi como el estimulo de la
expresion de ARNm de grp78, grp94, xbp-1 y pdi-3, generando la autofosforilacion de PERK y
elF2a en los hepatocitos, causando dafio en el reticulo endoplasmico rugoso, desencadenando la
degeneracion hidropica y la inflamacién observada en la imagen 8; sin embargo, estos autores
mencionan que se encontrd un aumento en la produccion de metaloproteinas posterior a 7 dias de la
aplicacion de estos NMs, lo que podria explicar la ausencia de dafio hepéatico de estas NPs; por otra
parte el proceso de necrosis hepatica concuerda mejor con los estudios realizados por (Kao, et al.,
2012) quienes explican que la interaccion con altas dosis de ZnO NPs (10 mg/Kg) genera un dafio
hepatico relacionado a la liberacion de los iones zinc, iniciando con la compartimentalizacion
celular de estos iones (fase I) generando cambios en el citosol y en la mitocondria (fase II), de
acuerdo a los estudios realizados por estos autores durante la primera fase la fagocitosis de las ZnO
NPs puede presentarse como vesiculas citoplasméticas, similar a lo observado en la imagen 8 de
nuestra investigacion, asi mismo es importante mencionar que estas vesiculas pueden llegar a
fusionarse con preendosomas para formar endosomas donde predomina un pH acido (5.5) lo que
resultarfa en el disolucién de estas NPs y el acumulo de grandes concentraciones de Zn*?; debido a
este incremento en la fase Il las mitocondrias llegan a secuestrar estos iones, generando la
despolarizacion de la membrana mitocondrial, conduciendo a un mecanismo de apoptosis intrinseca
culminando en la muerte celular, similar a lo que se observa en nuestro resultados de toxicidad
hepatica in vivo (imagen 8 y grafica 22). Asi mismo debe de notarse que los dafios mas
significativos son encontrados en administraciones altas de MNPs y ZnO NPs; sin embargo al
realizar una interaccion aguda de los NCs con los organismos modelos no fue posible encontrar
algun dafio significativo aparente; a pesar de la dosis administrada es necesario comprender la
estructura compartida de este NC, el cual se encuentra conformado de concentraciones pequerias de
FesO4 ¥y ZnO, por lo que se teoriza que estas concentraciones individuales de las NPs son menores

inclusive que al realizar la interaccion con MNPs y ZnO NPs, por lo que al liberar los iones de cada
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NP la cantidad es tan pequefia como una dosis cronica por lo que los resultados de esta interaccion
aguda son similares a los encontrados con las interacciones cronicas de los NMs individuales.

3.5.12.2. Rifibn
Se observa en la imagen 9, la histologia de la hemiseccién renal de cada grupo de trabajo tanto

cronico como agudo; asi mismo se puede observar en el grupo control las regiones correspondientes
a corteza y médula, sin cambios morfoldgicos adversos aparentes, analizando a detalle las nefronas
de cada uno de los grupos se puede observar que no existe un cambio adverso en la morfologia de
cada uno de los grupos tanto agudo como cronico; en detalle se observan glomérulos renales con
una estructura oval bien delimitados por la cdpsula de Bowman y una buena relacion entre el
corpusculo renal y el espacio de Bowman, asi mismo no se observa degradacion en la capa visceral
de esta capsula ni desorganizacion en los podocitos glomerulares, asi mismo no se observa ninguna

anormalidad en los rayos medulares compuestos de los tabulos renales.
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Imagen 9. Efecto de los NMs en Rifidn: Se observan
los cambios en la morfologia de la nefrona; encontrando
que tanto a dosis crénicas (Cr) como agudas (A)
NMs no generan alguna modificacién histoldgica
aparente; observado Glomerulos (G), capsula de
Bowman (CB), tabulos contorneados normales (TC),
asi como una relacion ndcleo-citoplasma celular
normal.

Como se observa en la imagen 9, al realizar el estudio en rifion se demostro la ausencia de efectos
toxicoldgicos adversos tanto en interacciones crénicas como agudas, lo cual discrepa con la
informacién encontrada en la literatura, donde se defiende la generacion de dafio renal inclusive a
dosis pequefias de cualquier NM; entre estas se encuentra el trabajo realizado por (Xiao, et al., 2016)
quienes defienden que la interaccion de distintos NMs sin importar concentracion o tamafio de la
particula es capaz de generar un dafio adverso significativo sobre la homeostasis renal; en este
sentido se deben de recalcar algunas diferencias entre estos procedimientos siendo los mas
recalcables las dosis que se administraron (10 mg/Kg) las cuales son superiores a las utilizadas en
nuestro trabajo de investigacién (1, 2 y 4 mg/Kg) asi mismo el trabajo realizado por (Xiao, et al.,
2016) se llevo a cabo con NMs comerciales (Sigma), mientras que en nuestro trabajo estos NMs se
sintetizaron por ruta solvotérmica asistida por microondas; en este sentido es necesario notar que los
resultados obtenidos en ambas experimentaciones divergen con respecto a la fisiologia renal; donde

los autores demuestran la presencia de células apoptéticas en los podocitos renales debido a la
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generacion intracelular de ROS; asi mismo estos autores describen que la actividad citotdxica de los
NMs depende en mayor medida a la concentracion y tiempo de interaccion de estos con los tejidos
estudiados, causando la disminucion de la viabilidad de las nefronas y disminucion significativa en
el peso corporal de las ratas asi como en la morfologia macroscopica de los rifiones; sin embargo
como se puede observar en los estudios realizados en rifién in vivo (imagen 9) no se encuentra
ningun cambio adverso aparente en la histologia renal tanto en interacciones agudas como cronicas,
igualmente no se observaron cambios significativos en la estructura macroscépica de los rifiones
post-interaccion, asi mismo como se demuestra en la grafica 16 (a y b) no se observa un decremento
significativo en el peso corporal de las ratas bajo intoxicaciones agudas mientras que en
interacciones crénicas se puede observar que el peso de estos modelos de estudio aumenta en una
proporcién aparentemente normal respecto al grupo control, estos resultados obtenidos en nuestros
analisis de toxicologia renal, coinciden con los estudios realizados por (Dawei, et al., 2010) quienes
indican que los iones Zn*? liberados a partir de ZnO NPs juega una papel importante en la
estabilizacion de la funcion membranal, favoreciendo la defensa contra la generacion de ROS por
cualquier otro factor; debido a esto ultimo los autores atribuyen que puede existir un aumento (no
significativo) en la actividad enzimatica de los organismos modelos, sin existir un dafio en los
tejidos expuestos a los NMs, esto debido a que el Zny Fe juegan un papel importante en mas de 300
enzimas diferentes encargadas del metabolismo celular; asi mismo al incrementar la concentracion
de estos metales en el torrente sanguineo podria aumentar la concentracion de enzimas
antioxidantes, por lo que la interaccion de estos NMs con los tejidos podria desencadenar la
reparacion de las células epiteliales e incrementando la viabilidad de las mismas; asi mismo estos
autores determinan que la generacion de ROS por estos NMs tanto en mitocondria como en reticulo
endoplasmico es inherente en el metabolismo aerobio celular; lo que podria explicar los resultados

obtenidos en nuestros estudios sobre rifion.

3.5.12.3. Pulmoén
Se observa en la imagen 10, la histologia de las muestras obtenidas de pulmén en cada uno de los

tratamientos estudiados realizando el analisis en detalle de los bronquiolos terminales y sus
respectivos alveolos, como se puede observar en el grupo control la morfologia de estas estructuras
funcionales se encuentra normal, encontrado el recubrimiento epitelial del tipo cilindrico simple,

con células caliciformes ocasionales en los bronquiolos mas grandes; asi como la presencia de
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celulas de Clara eventuales, asi mismo se observa una morfologia normal en la capa de musculo
liso, el cual se encuentra delimitado claramente por una fina capa de tejido conjuntivo fibroelstico;
asi mismo es posible observar conductos alveolares bien estructurados delimitados por tabiques
interalveolares normales y la presencia de evaginaciones formando sacos alveolares normales, asi
mismo se puede observar la presencia de alveolos compuestos de neumocitos Il con una morfologia
normal; cabe mencionar que esta morfologia normal también se observa en los grupos tratados de
forma cronica y en el tratamiento agudo con NCs; sin embargo se puede observar un cambio
significativo en la morfologia pulmonar en los grupos tratados de forma aguda con ZnO NPs y
MNPs; en el caso del tratamiento con ZnO NPs se observa una clara desorganizacion tisular,
encontrado rupturas en el tabique interalveolar, desgarre en los alveolos, musculo liso bronquiolar
compactado y la presencia de células altamente aciddfilas dentro de los conductos alveolares,
postulando la atrofia de los neumocitos por este tratamiento. Por otra parte el tratamiento agudo con
MNPs demostrd la degradacion de la pared bronquiolar con presencia de infiltrado inflamatorio
(células del polvo); igualmente se demostr6 la presencia de pérdida en la organizacion tisular, asi

como la presencia de células altamente azurofilas con un ndcleo altamente dilatado junto a los

tabiques interalvolares, postulando una atrofia en macr6fagos o neumocitos.

Resultados Lﬂ u aa Pagina 144



Resultados @m uaa Pagina 145



Imagen 10. Efecto de los NMs en Pulmén: Se
observan los cambios en la morfologia de los
bronquiolos (*), alveolos (**); encontrando que a dosis
cronicas (Cr) los NMs no generan alguna modificacion
histolégica; sin embargo se puede apreciar que en
tratamientos agudos (A) de ZnO y MNP se genera
pérdida de la organizacion tisular (+) y presencia de
células azurofilas (++) y aciddfilas (+++); ndtese que
los capilares alveolares se encuentran dilatados (***)
por accion del fijador.

Al realizar el estudio de toxicidad in vivo sobre tejido pulmonar, fue posible esclarecer la ausencia
de algun efecto toxicologico adverso de los NMs sobre los neumocitos a intoxicaciones cronicas, sin
embargo como se observa en la imagen 10 existen cambios histologicos significativos respecto al
control al realizar la intoxicacién aguda con ZnO NPS y MNPs, existen diversos estudios que
explican y defienden el dafio producido a los pulmones por las ZnO NPs, entre ellos el mas
completo ha sido el analisis realizado por (Weisheng, et al., 2009) quienes demostraron que las ZnO
NPs (70nm) administradas via intravenosa, generan una mayor citotoxicidad debido a la gran
superficie de contacto que poseen, asi mismo esta citotoxicidad esta mediada por la alta liberacion
de iones Zn*? los cuales se bio-acumulan generan impurezas metalicas dosis-dependientes que
alteran los mecanismos quimicos de los neumocitos, por otra parte estos autores demostraron que
bajo una interaccion aguda de 8 mg/Kg/24hrs la viabilidad de los neumocitos no se veia afectada por
el tamafio de la particula si no por la concentracion de la dosis, demostrado un decremento de la
viabilidad de los neumocitos de hasta un 85%, lo cual fue atribuido a la perforacion de la membrana
celular y al aumento significativo en la concentracion de ROS vy el decremento de GSH, resultando
en un dafio irreversible en el ADN; debido a este dafio en los neumocitos estos autores encontraron
el decremento en la sintesis de factor surfactante pulmonar mostrando a los organismos modelos con
sintomas de asma y un alto estimulo tusigeno, esto ultimo concuerda con lo encontrado en nuestro
estudio donde las ratas intoxicadas de forma aguda con ZnO NPs presentaron problemas
respiratorios, fatiga pronunciada y alta generacién de mucina nasal, lo cual concuerda con la
inhibicién de la sintesis de factor surfactante pulmonar postulado por (Weisheng, et al., 2009);
igualmente estos autores estipulan que la inhibicion en la sintesis de factor surfactante pulmonar se

debe la diferencia del tamafio hidrodindmico de las ZnO NPs, el cual es mas grande respecto al
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tamafio del material nano-estructurado fuera de sistemas acuosos, debido a esto en el interior de los
neumocitos se generaron vesiculas intracelulares (resultado de la endocitosis de los iones cinc),
posteriormente al liberar estos iones podrian generar tres mecanismos probables para la eliminacion
de este factor; el primero de ellos es la generacion de radicales OH" después de la interaccion de los
iones Zn*? con la mitocondria de los neumocitos generando el estimulo de los neutréfilos
pulmonares, causando su posible migracion de estas células inmunes hacia el lumen de los alveolos,
asi mismo estos radicales podrian generar la atrofia de las células epiteliales pulmonares, las cuales
pueden liberarse igualmente hacia el lumen de los alveolos; esta descamacion celular es concordante
con lo encontrado en nuestros estudios in vivo en pulmon de rata (imagen 10) donde algunas células
no comunes se encontraban en el lumen alveolar; otro mecanismo toxicoldgico de estas NPs esta
descrito al reducir la viabilidad de los neumocitos debido al dafio oxidativo hacia el ADN, afectando
principalmente a la linea celular A549 , por otra parte el Gltimo mecanismo postulado por
(Weisheng, et al., 2009) radica en el aumento de ROS dentro del citosol provocando la eliminacion
de distintas proteinas y enzimas funcionales de los neumocitos conduciendo a la inhibicién del
factor surfactante, de esta manera es posible sustentar los resultados obtenidos en nuestro estudio
donde se pueden observar la presencia de células azurofilas en el lumen alveolar posterior a la
intoxicacién aguda con ZnO NPs, sin embargo estos autores mencionan que la actividad toxica de
estos NMs puede obtenerse desde concentraciones de 0.5 mg/Kg, lo cual no concuerda con los
resultados crénicos (1 mg/Kg) debido que bajo estas condiciones de trabajo nuestros organismos
modelos no generaron ningun efecto adverso con estas NPs.

Sin embargo los resultados toxicoldgicos obtenidos en nuestros estudios varian al realizar la
intoxicacion con MNPs, donde se observa la ausencia de reflejo tusigeno e indicios de asma y fatiga
en los organismos modelos, respecto a lo observado en el grupo intoxicado por ZnO NPs; los
resultados obtenidos a dosis agudas en este estudio concuerdan con los estudios realizados por
(Momayez & Fazilati, 2014) quienes describen una sintomatologia aparentemente normal en las
ratas Wistar posterior a 14 dias de intoxicacion (4 mg/Kg) se presentaron signos histologicos
adversos como la presencia de hiperemia y hemorragia focal, lo cual se explica por la aglomeracion
de las MNPs en los espacios interalveolares provocado el depdsito de la hemosiderina en el
parénquima alveolar, desencadenando inflamacion en tejido pulmonar la cual es dependiente del
tiempo de exposicion al NM, del mismo modo como se puede observar en la imagen 10 al igual que
en el estudio de (Momayez & Fazilati, 2014) pudo observarse la presencia de enfisema, perdida en
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la morfologia alveolar y la presencia de neutrofilos, linfocitos y eosinofilos en el lumen alveolar, lo
que indica una condicion anormal en la integridad pulmonar, debido al tamafio de la particula, su
alta superficie de contacto, propiedades opto-eléctricas y su capacidad catalitica estos autores
indican que las MNPs poseen una alta reactividad y rapida distribucién en el cuerpo humano, la
presencia de los infiltrados en el lumen alveolar puede ser explicado debido a la capacidad de
defensa de este érgano para evitar la aglomeracién de altas concentraciones de este NM en el tejido
por lo que los neumocitos intentan regresar las MNPs al torrente sanguineo, explicando de esta
manera el enfisema y las células anormales encontradas en la imagen 10, sin embargo estos autores
justifican la pérdida de la conformacion alveolar gracias al tamafio de la NP por lo que es mas
sencilla su internalizacion en la membrana de los neumocitos, donde podrian disociarse en iones
Fe*® y generar lipoperoxidacion de las membranas generando la pérdida de la forma alveolar; por
otra parte la inflamacion pulmonar podria estar mediada por la aglomeracién de este NM en el tejido
pulmonar, generando la activacién de los macr6fagos pulmonares, lo cuales al fagocitar las MNPs
sufririan cambios en su cito-esqueleto debido a la generacion de ROS, posteriormente estos
macrofagos modificados podrian ser los responsables de los cambios de la capilaridad,
permeabilidad y en el aumento de los tiempos de coagulacion sanguinea en tejido pulmonar. Por
otra parte los estudios realizados por (Eun-Jung, et al., 2015) contrastan con las pruebas obtenidas
en nuestro estudio bajo interacciones crénicas con MNPs, quienes determinan que existe dafio a
nivel pulmonar al realizar la interaccion de este 6rgano con una dosis cronica de MNPs (4 mg/Kg);
esto lo basan considerando la carga negativa de la superficie membranal podria generar una union
electrostatica con la MNP facilitando la fagocitosis de este NM por el neumocito y la formacion de
ROS en esta célula pulmonar, de igual forma estos autores atribuyen que debido a la forma esférica
de las MNPs es mas sencilla su interaccion con el ADN generando mutaciones especificas en el gen
hemo-oxigenasa 1 el cual sirve como agente antioxidante en la fase G1 de la mitosis; debido a esta
mutacion la generacion de estrés oxidativo se induce durante todo el ciclo celular (24hrs)
incrementando de esta manera el nimero de células apoptoticas y favoreciendo la formacion de
tejido necrético debido al aumento en la expresion del gen Chi3L1 y YKL-40 (resultado de la
mutacion en G1), por otra parte debido a esta forma esférica de las MNPs los niveles de citocinas
pro-inflamatorias (IL-1B, TNF-a, ¢ IL-6) se ven incrementados debido a la activacion excesiva de
los linfocitos Th2 y el incremento en la distribucion de linfocitos T citotoxicos y linfocitos B, lo que

podria desencadenar un efecto de neo-antigeno y generar un respuesta autoinmune en contra de los

Resultados Lﬂ u aa Pagina 148



neumocitos generando el dafio tisular; sin embargo como se puede observar en este estudio (imagen
10) bajo una intoxicacion cronica similar a la estudiada por (Eun-Jung, et al., 2015) no se
observaron cambios adversos en la morfologia pulmonar, debido a esto se postula que las MNPs
generan un efecto toxicologico adverso en tejido pulmonar cuando la dosis es mayor debido a que el
higado es incapaz de metabolizar estas MNPs o disociarlas por completo para la sintesis de ferro-
proteinas.

De igual manera como observamos en las pruebas crénicas de ZnO NPs y MNPs sobre tejido
pulmonar, en esta investigacion fue posible encontrar la falta de efecto toxicologico adverso al dejar
interaccionar los NCs de forma cronica y aguda con este 6érgano blando; como se observa en la
imagen 10 no existen cambios aparentes en la morfologia alveolar y tampoco se encuentran
infiltrados en el lumen de los alveolos, asi como la ausencia de hiperplasia o pérdida de la integridad
de los tabiques alveolares, ademas los organismos modelo no presentaron alguna sintomatologia
aparente como asma, fatiga o alto grado de mucina, lo que podria indicar que las concentraciones de
Zn*? y Fe*® son muy bajas dentro del NC como para poder llegar a generar un dafio alveolar,
igualmente se estima que estas bajas concentraciones de iones liberadas por el NC puedan ser
utilizadas por el mismo tejido pulmonar como sustento metabolico, como para reparar dafios en la

membrana celular, como lo mencionan (Dawei, et al., 2010).

3.5.12.4. Corazon
Se observa en la imagen 11, la histologia de las muestras obtenidas de corazén en cada uno de los

tratamientos estudiados realizando el andlisis en detalle de las tres capas cardiacas sin encontrar
anormalidades en la morfologia cardiaca respecto al grupo control, al realizar el estudio en
endocardio se encuentra una composicion normal de epitelio escamoso simple y tejido conjuntivo
fibroelastico, con algunos fibroblastos dispersos; por otra parte al realizar el analisis histoldgico del
miocardio se observaron miocitos cardiacos aparentemente normales dispuestos en espiral, siendo
posible observar las bandas musculares en este tejido; por ultimo al realizar el anélisis del epicardio
se pudo observar una disposicion normal de epitelio escamoso simple, demostrando de esta manera
que los NMs (tanto en tratamientos crénicos como agudos) no generan un efecto adverso aparente

sobre este organo.
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Imagen 11. Efecto de los NMs en Corazén: Se
observan los cambios en la morfologia del miocardio;
encontrando que tanto a dosis cronicas (Cr) como
agudas (A) los NMs no generan alguna modificacién
histoldgica aparente; observado miocitos estriados
cardiacos (MC) y bandas cardiacas normales, asi
como una relacion nlcleo-citoplasma celular normal.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en los anteriores estudios se puede esclarecer que los
dafos tisulares por toxicidad mediada por NMs Unicamente se presentan en 6Organos con alta
irrigacion (sin pasar antes por el higado), a dosis altas y a una interaccion aguda, por lo que se
supone que el efecto toxicoldgico en el corazon deberia ser evidente sin embargo como se aprecia en
la imagen 11 la interaccion aguda y cronica de estos NMs con el tejido cardiaco no mostré algin
cambio patoldgico aparente respecto al grupo control; estos resultados concuerdan con lo obtenido
por (Lijie, et al., 2010) quienes reportan que las MNPs no generan un efecto significativo sobre los
canales de potasio KCNQ); en el musculo cardiaco de ratas, debido a que la interaccién de las MNPs
sobre las membranas y los canales de potasio dependientes de voltaje de los miocitos mejora la
repolarizacion del ritmo cardiaco lo que podria llegar a facilitar una adaptacion en los cambios
cardiacos mediados por otros factores externos; estos autores indican que las MNPs actian como un
estimulante beta-adrenérgico, por lo que podria reducir las arritmias hasta en un 80%, debido a esto
se podria explicar la ausencia de dafio en el tejido cardiaco; por otra parte (Lijie, et al., 2010)
indican que las ZnO NPs podrian llegar a activar los receptores -adrenérgicos llegando a regular
los canes i6nicos via PKA o por su unién directa con el AMPc de estos canales, desencadenando la
fosforilacion y regulacion de los potenciales de accion cardiacos posterior a la inoculacion de estos
NMs (3 mg/Kg), de esta manera se puede justificar la similitud de los grupos intoxicados con estos
NMs con el grupo control, ya que se favorece la actividad fisiologica cardiaca normal con este
tratamiento tanto cronico como agudo; sin embargo estudios realizados por (Yosra, et al., 2013)
contrastan con los analisis obtenidos en nuestra investigacion, debido a que los autores postulan la
facilidad de las MNPs y ZnO NPs para traslocarse del torrente sanguineo hacia el interior de los
miocitos cardiacos, realizando distintos tipos de afecciones dependiendo de la concentraciones de
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los iones en el medio, tamafio de la particula y su superficie de contacto, la presencia de grupos
reactivos e inclusive la histogénesis de las células que estan interactuando; en este sentido los
autores marcan la principal ruta de dafio cardiaco mediada por ROS, debido que posterior a la
internalizacion de los NMs en lo miocitos, estas tienden a interaccionar con las mitocondrias,
realizando un dafio irreversible en la cadena respiratoria celular, desencadenando la generacion de
células apoptoticas y su consecuente generacion de arritmias, sin embargo se debe de aclarar que
estas pruebas fueron realizadas en sistemas in vitro bajo una dosis unica (ZnO NPS: 4 mg/Kg;
MNPs: 2 mg/Kg), asi mismo se debe denotar la ausencia de algun cuadro patoldgico en la histologia
cardiaca al realizar las pruebas con NCs tanto en intoxicaciones agudas como crénicas por lo que
estos resultados sugieren que los NMs no llegan a generar un efecto significativo en el complejo 1V
de la cadena respiratoria celular, concordando con los resultados obtenidos por (Lijie, et al., 2010)
basados en la histologia cardiaca (imagen 11), pruebas bioguimicas (graficas 21 y 23) y los cuadros
clinicos macroscépicos observados en el organismo modelo asi como en la anatomia normal

presentada en los corazones extraidos de las ratas.

3.5.12.5. Cerebelo
Se observa en la imagen 12, la histologia de las muestras obtenidas de cerebelo en cada uno de los

tratamientos estudiados realizando el andlisis en detalle de las tres capas de la corteza cerebelosa,
notando que con excepcion del tratamiento agudo con ZnO NPs, este 6rgano no presenta algln
cambio significativo en su morfologia respecto al control, encontrando asi que en los otros grupos se
aprecia una morfologia aparentemente normal con presencia de sustancia gris plegada en
circunvoluciones, las cuales se encuentran protegidas por epitelio simple integrando la piamadre sin
dafio aparente, asi mismo se puede apreciar la morfologia integra de la capa molecular con células
estelares normales, asi como la presencia de una capa de células de Purkinje con prolongaciones
dendriticas hacia la capa molecular y delimitando la capa molecular de la capa granulosa; asi mismo
puede apreciarse una morfologia aparentemente sin dafos en la capa granulosa; donde se pueden
apreciar los glomérulos cerebelosos, asi como células granulosas pequefias. Por otra parte al realizar
el analisis morfologico en el tratamiento agudo con ZnO NPs, se puede observar la pérdida de la
organizacion o inclusive la ausencia de la piamadre, del mismo modo se observa la presencia de

maculas esféricas ampliamente distribuidas por la capa molecular.
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Imagen 12. Efecto de los NMs en Cerebelo: Se
observan los cambios en la morfologia de las capas de
la corteza cerebelar, piamadre(*), molecular (**),
células de Purkinje (***) y granulosa (****);
encontrando que a dosis cronicas (Cr) los NMs no
generan alguna modificacion histoldgica; sin embargo
se puede apreciar que en tratamientos agudos (A) de
ZnO se genera pérdida de la piamadre (+) y presencia
de méaculas anormales en capa molecular (++)

Finalmente, las pruebas de toxicidad in vivo sobre cerebelo demostraron ausencia de dafio tisular
bajo intoxicaciones cronicas de los tres NMs; igualmente esta ausencia de afecciones histoldgicas se
presentd en las interacciones agudas de MNPs y NCs resultando en estos tratamientos una histologia
aparentemente normal respecto a lo encontrado en el grupo control; sin embargo como se puede
observar en la imagen 12 al realizar la interaccion aguda de las ZnO NPs con el tejido cerebelar se
presentan cambios anormales en la morfologia de la zona molecular, estos resultados podrian
respaldarse en los estudios realizados por (Tin-Tin & Hidekazu, 2011) quienes afirman que esta
interaccidn es una de las causas primarias en la generacion de tumores cerebrales primarios debido a
que este NM es capaz de cruzar la berrera hemato-encefalica, donde posteriormente podran liberar
su forma ionica al interactuar con el fluido cerebro-espinal, debido a esta disociacion los autores
indica el posible defio de las células neurales debida a la facilidad de los iones Zn*? para ingresar por
la membrana neural; en este sentido se debe de enfatizar la alta vulnerabilidad del cerebelo ante el
estrés oxidativo debido a la escasa presencia de antioxidantes y su alta concentracion de lipidos y
proteinas; debido a esto (Tin-Tin & Hidekazu, 2011) afirman que, posterior a la internalizacion de
los iones Zn*? en la zona molecular podrian generar una alta concentracién de radicales libres
debido a la activacion microglial y su posterior toxicidad por ROS; por otra parte estos autores
indican que al cruzar hacia la zona molecular, estas NPs podrian aumentar los niveles de IL-1a,
TNF-0, y el factor de transcripcion NF-kf, ocasionando inflamacion en tejido nervioso y
probablemente desencadenando enfermedades como la ataxia, resultados que concuerdan con la
sintomatologia presentada en algunos organismos modelo tratados con ZnO NPs, sin embargo el
cambio mas notorio en la intoxicacién aguda por ZnO NPs se da en la atrofia sufrida en las células

de la zona molecular, las cuales son confundidas por macrofagos propios del cerebelo, sin embargo
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los anteriores autores indican que estos cambios morfologicos se debe a la disminucion en los
niveles de ARNm vy el decremento de los receptores NMDA para citocinas pro-inflamatorias,
desencadenando el aumento de la masa celular asi como el soma neural, lo cual concuerda con lo

observado en la imagen 12 de nuestros resultados.
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4.1 SINTESIS DE NMs:

Estos resultados sugieren que la sintesis de NCs Unicamente fue posible mediante la mezcla de 1
mol de ZnO NPs previamente sintetizadas y 1 mol de Hierro (I11) acetilacetonato, bajo reaccién
solvotérmica activada por microondas), Hong et al (2008) explicaron que esto se debia a que
partiendo de MNPs, estas perderian sus propiedades magnéticas debido a su oxidacion de Fe;O, a
Fe,O3, por lo que al mezclar las ZnO NPs con Hierro (I11) acetilacetonato y someterlo a sintesis
solvotérmica se genera un NC con nucleo de ZnO y cubierta de Fe3O4, con una mayor dispersion y
homogeneizacion en medios acuosos en comparacion a los otros NMs (Wei et al; 2011), sin

necesidad de usar algin agente estabilizador como lo postulan Beltran et al (2010).
4.2 Caracterizacion de materiales nano-estructurados

Asi mismo se pudo determinar exitosamente la fase cristalina de cada NM; en el caso de las ZnO
NPs se observo el difractograma caracteristico de cristales hexagonales de Wurtzita, sin embargo se
pueden apreciar maximos de intensidad anormales, los cuales pueden ser explicados debido a la
presencia de bajas proporciones molares de contaminantes, coincidiendo con los reportado por
Faisal et al (2012), por otra parte, al realizar el analisis DRX de MNPs, el difractograma concuerda
con la estructura cristalina cubica de la magnetita respecto a las cartas cristalograficas, concordando
con lo reportado por Herrera (2013), aunque con dispersion en los méximos de intensidad debida la
presencia de impurezas, como lo describen Aliahmad et al (2013), sin embargo estos resultados
indican la sintesis de materiales nano-estructurados con una fase cristalina clara y semejante a la que
los reportes indican, con lo que se pudo realizar una comparativa confiable entre nuestros resultados

y los obrenidos por otros investigadores.

En base a esto al interpretar el analisis cristalografico para NCs se observo un difractograma
caracteristico de cada uno de los NMs que lo constituyen, donde los maximos pertenecientes a la
fase cristalina hexagonal de ZnO poseen una mayor intensidad respecto al Fe;O,, sugiriendo que los
cristales de ZnO se encuentran formando un nucleo con coraza de Fe;O4, tomando en cuenta el

estudio realizado por Romcevic et al (2008).

Finalmente al realizar el estudio de espectrometria Raman, espectros difusos, en el caso de ZnO NPs

una banda Raman caracteristica, con un ligero corrimiento hacia la izquierda de esta banda,

Discusiones Lﬂuaa Pagina 157



indicando la presencia de fases micro-estructuradas de este material como lo describe Nejati et al
(2011); de igual manera se observan estos cambios en los espectros realizados para la
caracterizacion de MNPs, sin embargo estas bandas son caracteristicas para la el estado de oxidacion
y la fase cristalina de la maghemita; posiblemente debido a la oxidacién de las MNPs, un mal
procesamiento de la muestra, un largo periodo de exposicion de las MNPs al ambiente sin llevar
acabo la caracterizacion, entre otras, en este sentido Hanesch (2009) describe que de estas NPS con
los laseres logra la oxidacion de la muestra observando un espectro de Fe,Os. Por otra el estudio
realizado en los NCs se observa un espectro difuso, sin embargo los estudios realizados por
Romcevi¢ et al (2008), concuerdan con el espectro Raman obtenido, sefialando la presencia de
impurezas; asi mismo detalla que debido a la posible oxidacion de las MNPs a Fe,Og, los picos de

espectro concuerdan con un NC de ZnO@Fe,0s3,
4.3Formacion de biopeliculas:

La formacion de biopeliculas tanto para Helicobacter pylori como Staphylococcus aureus se ve
claramente beneficiada al enriquecer los cultivos con Glucosa (3%) respecto a las biopeliculas
formadas en medios estandar o con otros nutrientes (peptona 5%), esto debido a que las biopeliculas
se caracterizan por la capacidad de las bacterias para producir una excesiva red de exopolisacaridos
altamente hidratados, como lo describen Satrk et al (2012). Por otra parte es importante sefialar que
la formacion optima de biopeliculas se realiza bajo diluciones 1:40, basado en el estudio de Zhao et
al (2012), quien estipula que uno de los factores determinantes para la formacion de una biopelicula
se encuentra en la fase de crecimiento exponencial de las bacterias, la cual es favorecida por la
cantidad de nutrientes, pH, actividad acuosa, temperatura y el espacio fisico; en contraste como se
puede observar en los mismos resultados bajo altas diluciones la formacion de biopelicula es nula;
como lo describen Meng et al (2014) una baja concentracion de bacterias en un microambiente no
favorece la formacién de biopeliculas debido a la alta carga metabdlica a la cual se enfrenta la
bacteria pasando a un estado de latencia el cual morfolégicamente puede ser detectado como una

apariencia cocobacilar (observada durante las primeras 12 horas de cultivo en nuestro estudio).

Por otra parte como lo describe Carron et al (2006) las biopeliculas se caracterizan por disminuir su
actividad metabdlica, su tasa de crecimiento y disminuir su susceptibilidad a agentes
antimicrobianos mientras entran a un estado sésil; dicha disminucién de actividad metabdlica pudo

ser corroborada al tomar una alicuota de las biopeliculas formadas asi como de los medios acuosos
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para realizar las distintas pruebas bioquimicas de identificacion; este fendmeno puede ser descrito
por lo postulado por Stark et al (2012), ya que aseveran que este estado sésil las bacterias dentro de
las biopeliculas es transitorio; las cuales una vez son liberadas de las biopeliculas estas pueden

rapidamente pasar a un estado metabdlico activo.

4.4Interaccion con NMs:

Con el fin de incrementar la resistencia a distintos mecanismos de defensa especificos y no
especificos, las bacterias tienden a utilizar la formacion de biopelicula como una estructura
compleja de resistencia, lo anterior se pudo elucidar al evaluar la actividad microbicida de los NMs
frente a bacterias planctonicas y biopeliculas; pese a la clara diferencia en la actividad microbicida
de las ZnO NPs frente a las MNPs y a los NCs, el ZnO posee actividad microbicida inclusive en su
estado macroscopico, en contraste de las MNPs las cuales Unicamente expresan esta actividad al
estar dentro de la nanoescala; igual para los NCs, es importante sefialar que el mecanismo
bactericida de cada NM no esta totalmente comprendido, pero se propone que esta relacionado con
la estructura fisica de la NP o bien a la capacidad que tiene el NM para liberar iones desde su
superficie (Seil et al; 2012). En contraste las MNPs al ser materiales inertes para las bacterias
podrian realizar la liberacion de iones metélicos los cuales interaccionarian con los componentes de

la pared y membrana bacterianos, (Webster et al; 2012).

Sin embargo en la actualidad se ha demostrado que las bajas concentraciones de ZnO NPs pueden
Ilegar a producir grandes cantidades de peroxido de hidrdgeno; inhibiendo multiples actividades de
la células bacterianas, como la glucolisis, la translocacion de protones y tolerancia acida (Dimkpa et
al; 2012) proponiendo de esta manera un mecanismo bactericida para nuestro resultados a esta
DMB vy sus efectos posteriores al incrementar la dosis de este NM.

Asi mismo, es importante resaltar que el FesO4 no es considerado dentro del area farmacoldgica
como un agente bactericida, sin embargo al estar nano-estructurado es capaz de reducir
significativamente la densidad bacteriana a una DMB significativamente baja (4mg/Kg), es
importante resaltar que una de las caracteristicas principales en conferir la toxicidad microbiana

recae en su didmetro, morfologia y su potencial zeta; asi mismo al poseer propiedades magnéticas
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estas podrian ser manipuladas con campos magnéticos externo para dirigir el tratamiento al foco de
la infeccion. Se ha propuesto que el mecanismo bactericida de estas MNPs esta relacionado a la
generacion de ROS (Hong et al; 2014) generando en primera instancia la internalizacion de este NM

al citosol bacteriano y su interaccion con la mitocondria para la posterior lisis bacteriana;

Como sugieren nuestros resultados, los NCs de ZnO@Fe3O,4 presentan una mayor capacidad
bactericida respecto a las MNPs, suponiendo de esta manera que al realizar la cubierta del ZnO con
Fe;0,4 la susceptibilidad de las bacterias aumenta significativamente (Prabhu et al; 2015), asi mismo
las cargas positivas de estos NCs al liberar iones podrian generar una interaccion electrostatica con
la carga negativa de las bacterias presente en las proteinas membranales, generando dafio celular,
por otra parte debido a que el ZnO es un material semiconductor con ancho de banda prohibida
convencional y de acuerdo a Gordon et al (2011) al estar en forma de NCs con el Fe3O,
permitiendo que a radiaciones con luz visible uno de los electrones de la banda de valencia se
mueva hacia la banda de conduccion de las ZnO NPs provocando una carga parcialmente positiva
(h+), debido a esto estos NCs, podrian reaccionar con los grupos hidroxilos libres en el medio

acuoso, generando radicales OH' con los que las bacterias podrian ser lisadas.

Por otra parte, al estimular estos NMs bajo luz visible se pudo observar un incremento significativo
en la actividad microbicida; haciendo énfasis en los resultados obtenidos con los NCs, estos
resultados pueden explicarse con los ensayos realizados por Kekha et al (2010), quienes postulan
que al realizar una mezcla de del ZnO con un agente magnético podria aumentar significativamente
su eficiencia fotocatalitica hasta en un 45%; es decir que los NCs podrian ser capaz de reaccionar al
interaccionar con la luz visible , indicando que el ancho de banda prohibida del ZnO disminuye al
ser dopado con Fe3zOy; es decir que los niveles en la banda de conduccion aumentan directamente
proporcional a la concentracion del grupo acarreador (ZnO), mientras que el Fe3O,4 reduce la
energia de transicion en la banda de valencia, asi como el aumento en la generacion de ROS al ser

estimuladas con luz visible.

Las biopeliculas son una estructura compleja cuya principal funcion es la de conferir resistencia a
las bacterias inmersas dentro de la matriz amorfa, esto se corrobor6 con el incremento en la dosis de
cada NM (excepto Fe30,4) para ocasionar una disminucion significativa en la densidad oOptica de las
biopeliculas; lo cual puede ser atribuido a la proteccién conferida por la matriz extracelular

aumentado la probabilidad de viabilidad celular respecto a la interaccion con bacterias planctonicas,
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se ha reportado que las ZnO NPs ejercen su actividad biocida a través de la liberacion de iones
metélicos y la subsecuente inhibicion de la actividad enzimética dentro de la biopelicula (Tarek et
al; 2013).

Es importante denotar que a diferencia de las ZnO NPs y los NCs, las MNPs no necesitaron un
aumento en la dosis de interaccidn para ejercer su actividad biocida, un estudio realizado por Cotar
et al (2013) sugiere que este efecto biocida puede estar relacionado con la capacidad de estas NPs
para unirse a la pared celular y causar la generacion de canales que destruyen la matriz amorfa por
choque osmotico desestabilizandola y degradando esta estructura por efecto fisico, por otra parte
Taylor et al (2009), sugieren que la actividad biocida de las MNPs es debida a la generacion de
radicales OH" generando las despolimerizacion de los polisacaridos de la matriz amorfa y del ADNe,

asi como la inhibicién de algunas beta lactamasas y la generacion de lipoperoxidacion.

Por otra parte los NCs lograron un efecto biocida similar a las ZnO NPs debido a la necesidad de
incrementar la dosis para generar un efecto de disminucion significativo; como lo describe Lopez et
al (2010) las biopeliculas son capaces de alterar tanto el pH como el medio interno de la matriz
amorfa con el fin de evitar un efecto nocivo contra las bacterias que las conforman, explicando de
esta manera el requerimiento de una dosis mayor para observar el cambio deseado; como se explicd
con la interaccion de los NCs con las bacterias aisladas, este NM es relativamente novedoso y
muchos de sus mecanismo de accion estan poco estudiados, sin embargo uno de los mecanismos que
mas se asemeja a lo observado en nuestra investigacion, fueron los ensayos realizados por Cotar et
al (2013) quienes describen la union de este material a la membrana celular generando dafios a la
misma y generando canales, fungiendo el papel de una molécula acarreadora y desacoplante de las

principales defensas de la biopelicula, postulando un mecanismo de accion in vitro.

Por otra parte el efecto antimicrobiano de los antibidticos comparado con los NMs es
significativamente mayor en microorganismos en estado plancténico; debido a que los antibioticos
muestran un efecto adversos sobre los mecanismos genéticos de estas bacterias; mientras que
nuestros tratamientos con NMs, muestran un decremento en el inoculo inicial dependiendo de la
interaccion de estos con el medio o con algunos componentes de la cadena respiratoria bacteriana;

por lo que podria tardar mas en mostrar el mismo efecto de inhibicion en bacterias plancténicas.
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Por otra parte, el efecto biocida que ejercieron los NMs sobre estas estructuras de resistencia fue
mayor respecto al ejercido por los antibidticos, tanto al disminuir la densidad de la biopelicula como
al reducir el inoculo bacteriano remanente dentro de esta estructura, es significativamente mayor;
esta resistencia a los antibidticos utilizados puede deberse a lo descrito por Méndez (2011) donde las
bacterias inmersas en estas estructuras poseen una resistencia intrinseca al utilizar la matriz amorfa
como una barrera de difusién, donde los grupos funcionales de los antibioticos quedaran inactivos;
en este sentido, los resultados obtenidos de estas pruebas de inhibicion de biopeliculas sugieren que
nuestros NMs bajo estas dosis podrian penetrar esta estructura e interactuar con las bacterias
inmersas en la matriz amorfa y a su vez realizar su efecto bactericida por medio de la generacién de
ROS, lo anterior puede sustentarse por los experimentos realizados por Ansari et al (2015) quienes
afirman que debido a su tamafio; estos NMs pueden internalizarse en la matriz amorfa de la
biopelicula inhibiendo la produccién de exopolisacaridos, resultando en la desestabilizacion de esta
estructura y su subsecuente generacion de estrés oxidativo al interaccionar con estas células

microbianas.

4.5 Analisis in vivo:

Respecto al estudio realizado en ratas Wistar macho, y someterlas a interaccion crénica y aguda de
estos NMs, se observé el efecto esperado dentro de la investigacion, debido a la ausencia de
actividad toxicologica adversa bajo interacciones cronicas y la interaccién aguda con los NCs, se
debe enfatizar que la mayor parte del dafio toxicoldgico se observo de forma localizada en Higado,
Pulmén y Cerebelo, encontrando un dafio mayor producido por las ZnO NPs bajo interaccion aguda
en estos Ultimos 6rganos, siendo el Higado afectado principalmente por las MNPs a dosis agudas; lo
anterior puede ser referido a un dafio comun asociado a la generacion de ROS y su consecuente
estrés oxidativo, generando en este caso un mecanismo principal de toxicidad relacionado con la
inflamacion, fibrosis y apoptosis (Sadeghi, et al., 2015), asi mismo debe de mencionarse que cada
NP tiene caracteristicas fisico-quimicas muy especificas y se pueden distribuir rapidamente en la

totalidad del cuerpo después de la inoculacion generando rapidamente el efecto toxicologico.

Por otra parte al realizar el estudio en rifidn se demostrd la ausencia de efectos toxicoldgicos

adversos tanto en interacciones cronicas como en agudas, lo cual discrepa con la informacion
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encontrada en la literatura, donde se defiende la generacion de dafio renal inclusive a dosis pequefias
de cualquier NM; entre estas se encuentra el trabajo realizado por (Xiao, et al., 2016) quienes
postulan que la interaccion de distintos NMs sin importar concentracion o tamafio de la particula es
capaz de generar un dafio adverso significativo sobre la homeostasis renal. Ulteriormente al realizar
el estudio de toxicidad in vivo sobre tejido pulmonar, fue posible esclarecer la ausencia de algun
efecto toxicoldgico adverso de los NMs sobre los neumocitos a intoxicaciones cronicas, sin embargo
existen cambios histolégicos significativos respecto al control al realizar la intoxicacion aguda con
ZnO NPS y MNPs, existen diversos estudios que explican y defienden el dafio producido a los
pulmones por las NPs, entre ellos el mas completo ha sido el andlisis realizado por (Weisheng, et al.,
2009) quienes demostraron que los NMs generan una mayor citotoxicidad debido a la gran
superficie de contacto que poseen, disminuyendo la viabilidad de los neumocitos hasta un 85%, lo
cual fue atribuido a la perforacion de la membrana celular y al aumento significativo en la

concentracion de ROS y el decremento de GSH, resultando en un dafio irreversible en el ADN.

Finalmente, las pruebas de toxicidad in vivo sobre cerebelo demostraron ausencia de dafio tisular
bajo intoxicaciones crénicas de los tres NMs; igualmente esta ausencia de afecciones histoldgicas se
presento en las interacciones agudas de MNPs y NCs resultando en estos tratamientos una histologia
aparentemente normal respecto a lo encontrado en el grupo control; sin embargo la interaccion
aguda de las ZnO NPs con el tejido cerebelar se presentan cambios anormales en la morfologia de la
zona molecular, estos resultados podrian respaldarse en los estudios realizados por (Tin-Tin &
Hidekazu, 2011) quienes afirman que esta interaccion es una de las causas primarias en la
generacion de tumores cerebrales primarios debido a que este NM es capaz de cruzar la barrera
hemato-encefalica.
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e Se logré la sintesis de MNPs, ZnO NPs y NCs por ruta solvotérmica activada por
microondas.

e Se logro optimizar las condiciones de sintesis para MNPs y NCs.

e Se logro caracterizar los NMs por medio de SEM, EDS, DRX y Raman

e Se encontr6 que los materiales sintetizados poseian una fase cristalina definida.

e Los materiales sintetizados por ruta solvotérmica activada por microondas generan cristales
con un diametro encontrado dentro de la nano-escala.

e Los NCs poseen una morfologia compartida al incorporar la fase cristalina del ZnO'y Fe;0,,

e Se generaron cultivos monoxenicos de Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori.

e Se formaron biopeliculas estables de Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori.

e Se determinaron las condiciones &ptimas de formacién de biopeliculas en medio
suplementado.

e Se determinaron las DMI y DMB para cada NM.

e Los aspectos microambientales (pH, temperatura, nutrientes etc...) favorecen el crecimiento
y formacidn de biopeliculas in vitro.

e La composicion quimica, el tamafio, morfologia de la particula y el potencial zeta estan entre
las variables mas relevantes que afectan la actividad bactericida de los NMs.

e La actividad bactericida de los NMs presenta una relacion dosis-dependiente.

e Los NCs de ZnO@Fe3;0,4 son un NM altamente versatil a pesar de su poca aplicacién dentro
de la rama de la biomedicina.

e Los NCs incrementan su actividad bactericida al estar en interaccion bajo luz visible.

e Los NMs poseen menor actividad bactericida que los antibidticos al interaccionar con la
forma plancténica de la bacteria.

e Los NMs ejercen una mayor actividad bactericida que los antibiéticos al interaccionar con
biopeliculas de estas bacterias.

e La interaccion cronica de los NMs con los organismos modelos no genera dafios
toxicoldgicos adversos en los parametros bioquimicos.

e La interaccién crénica de los NMs con los organismos modelo no genera dafio histoldgico

en higado, rifion, pulmon, corazon y cerebelo.
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e La interaccion aguda de ZnO NPs y MNPs genera un incremento en la concentracion
enzimatica y decremento en los parametros fisioldgicos.

e Lainteraccion aguda de ZnO NPsy MNPs con los organismos modelo genera dafio tisular
en higado y pulmon

e Dosis altas de ZnO NPs generan dafios morfologicos en la zona molecular del cerebelo.

e Ningun tipo de interaccién de los NCs con los organismos modelo genera dafios aparentes.

e Debido a su alta actividad bactericida y su nula actividad toxicolégica se recomienda los
NCs como un tratamiento paliativo opcional a los antibidticos.

e La interaccion aguda de las ZnO NPs podria generar un efecto de bioacumulacion debido a

la baja taza de eliminacién por orina.
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A
Abidtica
Que no permite que haya vida. - 25
Aclorhidria
Estado clinico donde la produccion del acido gastrico
del estdmago es inexistente - 16
Adverso
Que es contrario, negativo o desfavorable. - 7
Agudo
Enfermedad que tiene un inicio y un fin claramente
definidos y es de corta duracién. - 7
Alelo

Cada una de las formas alternativas que puede tener
un mismo gen que se diferencian en su secuencia'y
que se puede manifestar en modificaciones
concretas de la funcidn de ese gen - 18

Amiloidea

Que es rico en azlcar y se deposita en un tejido

durante la amilosis. - 27
Anisotropia

Que ofrece distintas propiedades cuando se examina o

ensaya en direcciones diferentes. - 33
Antiferromagnético

Ordenamiento magnético de todos los momentos
magnéticos de una muestra, durante la aplicacion
de un campo magnético, en la misma direccion. - 10

Anti-fingico

Toda sustancia que tiene la capacidad de evitar el

crecimiento de algunos tipos de hongos - 10
Antigeno

Sustancia que al introducirse en el organismo induce
en este una respuesta inmunitaria, provocando la
formacién de anticuerpos. - 17

Apoptosis

Muerte celular programada o provocada por el mismo
organismo, con el fin de autocontrolar su desarrollo
y crecimiento, esta desencadenada por sefales
celulares controladas genéticamente. - 38

Biocida
Que destruye biopeliculas - 7
Biocompatibilidad
Capacidad de un material para no interferir ni degradar
el medio bioldgico en el cual es utilizado. - 7
Biomasa
Cantidad total de materia viva presente en una
comunidad o ecosistema. - 25
Biopelicula
Ecosistema microbiano organizado, conformado por
uno o varios microorganismos asociados a una
superficie viva o inerte, con caracteristicas
funcionales y estructuras complejas. - 7
Bidtica
De los organismos vivos o relacionado con ellos. - 25

B

Bactericida
Que destruye las bacterias. - 7
Bacteriocina
Toxina proteica sintetizada por una bacteria con el fin
de inhibir el crecimiento de bacterias similares o de
cepas cercanas. - 21
Bacteriostatico
Sustancia que dificulta la reproduccién bacteriana - 49

C

Campo magnético
Magnitud vectorial que representa la intensidad de la
fuerza magnética. - 10
Carbohidrato
Sustancia organica sélida, blanca y soluble en agua,
que constituye las reservas energéticas de las
células animales y vegetales - 17
Catalitico
Variacion en la velocidad de una reaccion quimica
producida por la presencia de un catalizador. - 11
Cepa
Variante fenotipica de una especie o, incluso, de un
taxén inferior, usualmente propagada clonalmente,
debido al interés en la conservacién de sus
cualidades definitorias. - 17
Citosol
Liquido que se localiza dentro de las células. - 18
Coercitividad
Intensidad de campo magnético para regresar a cero la
magnetizacion del material - 34
Condensacion
Cambio de estado de la materia que se encuentra en
forma gaseosa a forma liquida. - 12
Consensus
Acuerdo o conformidad en algo de todas las personas
que pertenecen a una colectividad. - 14
Cromosoma
Orgdnulo en forma de filamento que se halla en el
interior del nucleo de una célula eucariota y que
contiene el material genético - 18
Cronico
Que se padece a lo largo de mucho tiempo. - 7
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Cuéntico
Cantidad de energia - 9

D

Degradacion hidropica
Presencia de vacuolas en el citoplasma celular por el
incremento en la osmosis - 7
Deplecion
Pérdida de algun elemento imprescindible para el
buen funcionamiento de organismo - 26
Diamagnético
Propiedad de los materiales que consiste en repeler los
campos magnéticos - 10
Dispepsia
Trastorno de la digestién que aparece después de las
comidas y cuyos sintomas mas frecuentes son
nauseas, pesadez y dolor de estémago, ardor y
flatulencia. - 17
Dominio magnético
Agrupacién de imanes permanentes elementales
(dipolos magnéticos). - 10
Dosis
Cantidad de un medicamento o una droga que se
ingiere en una toma. - 7

inmediatamente adyacente a la membrana interna
en el caso de las bacterias Gram-positivas. - 22
Especies Reactivas de Oxigeno
Moléculas muy pequefias altamente reactivas debido a
la presencia de una capa de electrones de valencia
no apareada. - 19
Espectrofotometria
Medicion de la cantidad de energia radiante que
absorbe o transmite un sistema quimico en funcidon
de la longitud de onda - 7
Estequiometria
Mide las proporciones cuantitativas o relaciones de
masa de los elementos quimicos que estan
implicados - 37
Etiologia
Parte de la medicina que estudia el origen o las causas
de las enfermedades. - 14
Exotérmico
Que se produce con desprendimiento de calor. - 12
Exotoxina
Toxina secretada extracelularmente por un
microorganismo como bacterias, protozoos y
algunos hongos y algas. - 20

E

Electrogénico
Transporte iénico que implica el movimiento neto de
carga a través de la membrana. - 18
Embebido
Absorber un cuerpo sélido algun liquido - 25
Endosoma
Orgénelo de las células animales y fungicas delimitados
por una sola membrana - 18
Enterotoxina
Producto del metabolismo de ciertas cepas de células
o bacilos que posee un grado de toxico para el
organismo humano. - 20
Epidemiologia
Parte de la medicina que estudia el desarrollo
epidémico y la incidencia de las enfermedades
infecciosas en la poblacién. - 15
Epitopo
Porcién de una macromolécula que es reconocida por
el sistema inmunitario - 29
Espacio periplasmico
Espacio comprendido en las bacterias Gram- negativas
entre las membranas interna y externay al

F

Ferrimagnético
Fendmeno fisico en el que se produce ordenamiento
magnético de todos los momentos magnéticos de
modo que no todos los momentos magnéticos de
una muestra estan alineados en la misma direccion
y sentido. - 10
Ferromagnético
Propiedad del hierro, el cobalto, el niquel y otros
materiales de adquirir una fuerte imantacién. - 10
Fisiologia
Conjunto de propiedades y funciones de los érganos y
tejidos del cuerpo de los seres vivos. - 25
Flagelo
Apéndice movible con forma de latigo presente en
muchos organismos unicelulares y en algunas
células de organismos pluricelulares. - 14

G

Gastritis
Inflamacién de la mucosa del estémago. - 14
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Gen constitutivo
Se expresa como resultado de la interaccion entre la
ARN polimerasa y el promotor, sin necesidad de
regulacion adicional - 18
Genotipo
Conjunto de los genes que existen en el nucleo celular
de cada individuo. - 18
Glucocalix
Término genérico que se refiere al material polimérico
extracelular compuesto por proteinas y
carbohidratos producido por algunas bacterias y
células como las epiteliales de las superficies
mucosas. - 14

H

Hacinamiento
Acumular o amontonar las cosas sin ningun orden - 15
Hemolisis
Destruccidon de los hematies o gldbulos rojos de la
sangre que va acompafiada de liberacion de
hemoglobina. - 77
Hidrolisis
Descomposicion de sustancias organicas por accion del
agua. - 12
Hidroxido
Compuestos quimicos formados por un metal, y varios
aniones hidroxilos - 12
Hipertermia
Aumento de la temperatura del cuerpo por encima de
lo normal. - 10
Histologico
Seccién fina de un tejido bioldgico adherida sobre un
portaobjetos y generalmente coloreada con alguna
tincidn especifica para resaltar una parte de la
estructura. - 7
Histopatoldgico
Estudio histoldgico de los tejidos enfermos. - 14
Homeostasis
Conjunto de fendmenos de autorregulacion,
conducentes al mantenimiento de una relativa
constancia en la composicion y las propiedades del
medio interno de un organismo. - 30

in vitro
Técnica para realizar un determinado experimento en
un tubo de ensayo. - 7
in vivo
Experimentacion hecha dentro o en el tejido vivo de
un organismo - 7
Inhibicion
Impedir o reprimir - 7
Inmunosuprimido
Disminucién o anulacion de la respuesta inmunoldgica
del organismo mediante tratamiento médico. - 23
lon
Particula cargada eléctricamente constituida por un
atomo o molécula - 18
Isogénico
Organismo que tiene el mismo conjunto de genes. - 28

Lectina
Proteina que se une a azucares con una elevada
especificidad para cada tipo distinto. - 27
Liposoma
Acumulacién de lipidos en el citoplasma de algunas
células que se mantiene suspendida en forma de
grasa invisible - 42
Lisis
Proceso de ruptura de la membrana celular que
produce la salida del material intracelular. - 21

Imagenologia
Conjunto de técnicas y procesos usados para crear
imagenes del cuerpo humano, o partes de él, con
propositos clinicos o para la ciencia médica - 10

M

Metabolito
Producto que queda después de la descomposicion
(metabolismo) de un farmaco por parte del cuerpo.
-25
Microaerofilo
Niveles de oxigeno muy inferiores a los que se
encuentran en la atmdsfera de la tierra - 14
Mimetismo molecular
Similaridad antigénica entre moléculas no
emparentadas como ocurre en la fiebre reumatica y
otras enfermedades - 17
Momento magnético
Cantidad que determina la fuerza que el iman puede
ejercer sobre las corrientes eléctricas y el par que
un campo magnético ejerce sobre ellas. - 10
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Morbilidad
Cantidad de personas que enferman en un lugar y un
periodo de tiempo determinados en relacion con el
total de la poblacion. - 26
Morfologia
Parte de la biologia que trata de la forma de los seres
vivos y de su evolucion. - 14

N

Nanobiotecnologia
Rama de la nanotecnologia con aplicaciones o usos
bioldgicos y bioquimicos - 9
Nanocomposito
Incorporacién quimica de dos nanomateriales - 7
Nanomaterial
Material con propiedades morfoldgicas mas pequefias
que 1 um en al menos una dimension - 7
Nanométrico
Medida de longitud que equivale a la milmillonésima
parte del metro. - 7
Nanoparticula

Particula nanoscopica con por lo menos una dimensién

menor que 100nm. - 7
Nanotecnologia
Tecnologia que se dedica al disefio y manipulacidn de
la materia a nivel de 4&tomos o moléculas, con fines
industriales o médicos, entre otros. - 9
Necrosis
Muerte de las células y los tejidos de una zona
determinada de un organismo vivo. - 46
Nosocomial
Que se contrae durante la estancia en un medio
hospitalario. - 25

Organometalico
Compuesto en el que los dtomos de carbono de un
ligando organico forman enlaces covalentes con un
atomo metalico. - 12
Osmético
Difusion que tiene lugar entre dos liquidos o gases
capaces de mezclarse a través de un tabique o
membrana semipermeable. - 18

(0]

Operon
Unidad genética funcional formada por un grupo o
complejo de genes capaces de ejercer una
regulacion - 26
Opsonizacion
Proceso por el que se marca a un patégeno para su
ingestion y destruccién por un fagocito. - 38
Optoelectronico
Material cuyo funcionamiento estd relacionado
directamente con la luz. - 7

Glosario

iuaa

P

Paliativo
Que sirve para atenuar o suavizar los efectos de una
cosa negativa, como un dolor, un sufrimiento o un
castigo. - 52
Paramagnético
Propiedad de las sustancias que, colocadas en un
campo magnético, toman una imantacidn positiva
proporcional al campo. - 10
Parénquima
Tejido esencial de determinados érganos, como los
pulmones, el higado o los rifiones. - 7
Pat6geno
Que causa o produce enfermedad. - 7
Perfusion
Introduccidn lenta y continuada de una sustancia
medicamentosa o de sangre en un organismo u
drgano por via intravenosa, subcutanea o rectal. -
67
Periferal
Localizado fuera - 26
Plancténico
Crecimiento bacteriano aislado y no sujeto a
estructuras. - 24
Plasmido
Moléculas de ADN extracromosémico circular que se
replican y transmiten independientes del ADN
cromosémico. - 21
Prostético
De la prétesis - 25
Proteasa
Enzima que rompe los enlaces de las proteinas. - 22
Protoplasto
Célula de planta, bacteria u hongo que ha perdido total
o parcialmente su pared celular - 21
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Q

Quimioprofilaxis
Conjunto de medidas que se toman para proteger o
preservar de las enfermedades y que consiste en la
administracién de sustancias quimicas. - 23
Quimiotactico
Sustancia que induce a determinadas células a migrar
hacia el 6rgano diana. - 17

R

Radical libre
Especie quimica, en general es extremadamente
inestable y, por tanto, con gran poder reactivo por
poseer un electrén desapareado - 19
Radio de Bohr
5.291 772 0859%10-11m. - 9
REDOX
Reaccidn de reduccién-oxidacién - 42
Reservorio
Organismo que aloja virus, bacterias u otros
microorganismos que pueden causar una
enfermedad contagiosa y que puede propagarse
hasta producir una epidemia. - 16
Resonancia Magnética Nuclear
Fenémeno fisico basado en las propiedades mecdnico-
cuanticas de los nucleos atémicos. - 10

interior del cuerpo del cual pasan gérmenes
patogenos a la sangre. - 23
Seroepidemiolégico
Estudio o analisis de muestras de sangre o suero de
una poblacién definida - 15
Simbiosis
Asociacién intima de organismos de especies
diferentes para beneficiarse mutuamente en su
desarrollo vital. - 24
Solvotérmico
Proceso de sintesis sometido a altas temperaturas con
solventes orgdnicos - 7
Sonicar
Aplicacion de la energia del sonido (generalmente
ultrasonidos) para agitar las particulas de una
muestra - 66
Spin
Sentido de rotacion del electrén alrededor de su
propio eje. - 34
Supurativo
Formar o echar pus una herida. - 23
Surfactante
Agentes quimicos "activos en superficie" - 21

S

Safranina
Colorante bioldgico, de contraste que se utiliza en la
Tincién de Gram para proporcionar un color violeta
mas intenso a las bacterias Gram+ y tifie de rosa a
las bacterias G- - 7
Secretar
Elaborar y expulsar una glandula una sustancia que el
organismo utiliza con un fin - 22
Semiconductor
Elemento que se comporta como un conductor o como
un aislante dependiendo de diversos factores, como
por ejemplo el campo eléctrico o magnético, la
presidn, la radiacién que le incide, o la temperatura
del ambiente en el que se encuentre. - 7
Septicemia
Infeccion grave y generalizada de todo el organismo
debida a la existencia de un foco infeccioso en el

Glosario

T

Tintorial
Propio de los tintes, pigmentos o sustancias
colorantes. - 20
Tisular
De los tejidos del organismo o relacionado con ellos. -
38
Toxicidad
Capacidad de alguna sustancia quimica de producir
efectos perjudiciales sobre un ser vivo - 7

U

Ulcera péptica
Lesion de la piel o membrana mucosa con forma
crateriforme - 14

iuaa

v

Virulencia
Grado de la capacidad de un microorganismo para
producir una enfermedad. - 16
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w V4

Waurtzita Zwitterion
Una de las formas cristalinas del sulfuro de cinc - 11 Compuesto quimico que es eléctricamente neutro
pero que tiene cargas formales - 41
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e PREPARACION DE REACTIVOS

Preparacion del medio de cultivo Agar Sangre C/S antibidtico

Reactivos

Agar Base Sangre

Sangre de borrego
Vancomicina

Cefosolodina

Anfotericina

Agua destilada

pH de la solucion

Preparacion del medio de cultivo ICC / ICC suplementado

Reactivos
Caldo Infusion Cerebro Corazon
Glucosa
Agua destilada
pH de la solucion

Preparacion de PBS 1X

Reactivos
Fosfato monobaésico
Fosfato Bibéasico

Preparacion del Reactivo de Safranina

Reactivos
Safranina
Agua destilada

Solucién de lavado

Reactivos
Procaina
Heparina
NaCl
Agua destilada

Apéndice Lﬂ uaa

Cantidad
12 gr
24 mL
5mg
2.5mg
2.5 mg
240 mL
7.2

Cantidad
8ar
3gr
100 mL
7.4

Cantidad
190 ml
810 ml

Cantidad
10 mg
100 mL

Cantidad
29r
3 mL
8agr
1000 mL



Solucién de Fijado

Reactivos

Fosfato monobaésico

Fosfato Bibasico
Formaldehido

Tincién HE

Xilol

Xilol

Xilol

Xilol

Etanol 100%
Etanol 100%
Etanol 96%
Etanol 96%
Etanol 96%
Agua Destilada
Hematoxilina
Hematoxilina
Agua

Agua
Carbonato de litio
Agua

Etanol 96%
Eosina
Etanol 96%
Etanol 96%
Etanol 96%
Etanol 100%
Etanol 100%
Xilol

Xilol

Xilol

Determinacion Glucosa Clima Plus

Temperatura. .. ...,

Apéndice

Reactivos

1. Condiciones del ensayo:

505 nm (490-550)

37°C [ 15-25°C

iuaa

Cantidad

Tiempo (min)

90 ml
810 ml
100 mi

PP R RPRRPRPRRPPRPWORRPRPRPRPOWORRPRREPRPRERRERERER



2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
3. Mezclar en tubo de ensaye

Blanco Patron Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patron (uL) - 1 --
Muestra (uL) - - 1

4. Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C o 30 min a temperatura
ambiente (15-25°C).
5. Realizar lectura en equipo.

Determinacién Creatinina Clima Plus

1. Condiciones del ensayo:
Longituddeonda: ............... 492 nm (490 —510)
Temperatura. .. .................... 37°C / 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a blanco reactivo.
3. Mezclar en tubo de ensaye

Blanco Patron Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patron (uL) - 100 -
Muestra (L) - - 100

4. Mezclar e incubar 1 minuto a 37°C o 3 min a temperatura ambiente
(15-25°C).
5. Realizar lectura en equipo.

Determinacién Albumina Clima Plus

1. Condiciones del ensayo:

Apéndice Lﬂ uaa



Temperatura. .. .................... 37°C [ 15-25°C

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
3. Mezclar en tubo de ensaye

Blanco Patron Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patron (uL) - 1 -
Muestra (uL) - - 1

4. Mezclar e incubar 1 minutos a 37°C 0 10 min a temperatura ambiente
(15-25°C).
5. Realizar lectura en equipo.

Determinacién TGO Clima Plus

1. Condiciones del ensayo:

2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
3. Mezclar en tubo de ensaye

Blanco Patron Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patron (uL) - 100 -
Muestra (L) - - 100

4. Mezclar e incubar 3 minutos a 37°C
5. Realizar lectura en equipo.

Determinacién TGP Clima Plus

1. Condiciones del ensayo:
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2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
3. Mezclar en tubo de ensaye

Blanco Patron Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patron (uL) - 100 -
Muestra (uL) - - 100

4. Mezclar e incubar 3 minutos a 37°C
5. Realizar lectura en equipo.

Determinacion Bilirrubina Total y Directa Clima Plus

1. Condiciones del ensayo:

Temperatura. . .....................
2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
3. Mezclar en tubo de ensaye
Blanco B. total Blanco B. directa
Reactivo 1 - - iL15) 15
(Directa) (mL)
Reactivo 2 15 1145 -- --
(Total) (mL)
R3 (uL) - 50 -- 50
Muestra 100 100 100 100
4. Mezclar e incubar 3 minutos a 37°C
5. Realizar lectura en equipo.
Apéndice Lﬂuaa
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