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ABREVIATURAS, ACRÓNIMOS Y FÓRMULAS QUÍMICAS 

 
Abreviatura: significado 
 
NP: nanopartículas 
PACT: Terapia Fotodinámica Antimicrobiana 
FS: fotosensibilizador 

AuNP: nanopartículas de oro 
AgNP: nanopartículas de plata 
amoxi@AuNP: nanopartículas de oro conjugadas con amoxicilina 

lignina@AgNP: nanopartículas de plata conjugadas con lignina 
EROs: especies reactivas del oxígeno 
ERNs: especies reactivas del nitrógeno 

°C: grados centígrados 
h: hora 
min: minutos 
μL: microlitros 
M: molar 
mM: milimolar 
nM: nanomolar 
μg: microgramos 
mL: mililitros 
rpm: revoluciones por minuto 
TEM: microscopía electrónica de transmisión 
FT-IR: espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier 
CLSM: microscopía de escaneo láser confocal 
SEM: microscopía electrónica de barrido 

DLS: dispersión de luz dinámica 
TGA: análisis termogravimétrico 
ICP-OES: espectrometría de emisión óptica de plasma acoplado inductivamente 

ATR: reflectancia total atenuada 
RMN-H1: resonancia magnética nuclear de protón 
RNP: radio de la nanopartícula 

rA: radio atómico covalente del metal 
nm: nanómetro 
PBS: buffer fosfato salino 
TS: caldo tripteína soya 
MH: caldo Mueller Hinton 
LB: caldo Luria Bertani 
CC: caldo cerebro corazón 
AMH: agar Mueller Hinton 
DMEM: medio Dulbecco's Modified Eagle 
SAMS: Staphylococcus aureus meticilino sensible 
SAMR: Staphylococcus aureus meticilino resistente 
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PAE: Pseudomonas aeruginosa 
UFC: unidades formadoras de colonias 
DO: densidad óptica 
CIM: concentración inhibitoria mínima 
LED: diodo emisor de luz 
cm: centímetros 
W/m2: vatios por metro cuadrado 
DHR: dihidrorodamina 
HR: hidrorodamina 
DMSO: dimetilsulfóxido 

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
XTT: 2,3 bis (2 metoxi-4-nitro-5 sulfofenil) 2H tetrazolio, 5 carboxanilida 
PMS: metasulfato de fenazina 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 
Abs: absorbancia 
p/v: peso en volumen 
v/v: volumen en volumen 
CV: cristal violeta 
NA: naranja de acridina 
H2DCFDA: diacetato 2′,7′-dicloro-hidro-fluoresceína 
HDCF: 2′,7′-dicloro-dihidro-fluoresceína 
DCF: 2′,7′-diclorofluoresceína 
EDS: espectrometría de rayos X de dispersión de energía 
XRD: difracción de rayos X 
SEM/EDS: microscopía electrónica de barrido con detector EDS 
CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute 
OMS: Organización Mundial de la Salud 

IDSA: Sociedad Estadounidense de Enfermedades Infecciosas 
EPS: matriz polimérica extracelular  
PDI: índice de polidispersidad 

TEA: trietanolamina 
ITU: infecciones del tracto urinario 
 
Fórmula química: significado 
 
AuHCl4.3H2O: ácido tetracloroáurico trihidrato 
Au: oro 
Au+3: catión oro valencia +3 
AgNO3: nitrato de plata 
Ag: plata 
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NaOH: hidróxido de sodio 
O2

. -: anión superóxido 
O2: oxígeno molecular 
OH-: radical hidroxilo 
NO.: óxido nítrico 
ONOO.: peróxido de nitrito 
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RESUMEN DEL TRABAJO DE TESIS 

 
En esta tesis doctoral se plantearon cinco objetivos de trabajo con la finalidad de 

realizar la búsqueda de nuevos nanomateriales con actividad antibacteriana en cepas 
resistentes a antibióticos de uso clínico. La resistencia a antimicrobianos es uno de los 
problemas que más impacto tiene en el sector de salud pública en la actualidad, siendo 
los biofilms bacterianos una de las causas de resistencia y de persistencia de numerosas 
infecciones, presentando hasta 1000 veces más resistencia que las bacterias en estado 
planctónico. Debido a esto, la búsqueda de nuevos compuestos antibacterianos, en 
especial aquellos capaces de erradicar biofilms preformados, es de suma importancia. 
El uso de nanopartículas (NP) metálicas como fotosensibilizadores en Terapia 
Fotodinámica Antimicrobiana (PACT) surgió como alternativa a esta problemática. 

El primer aspecto del estudio involucró la síntesis de nanopartículas de oro (AuNP) 

y plata (AgNP) conjugadas con antibiótico o con el polímero natural lignina, 
respectivamente (amoxi@AuNP y lignina@AgNP). La síntesis se llevó a cabo en un solo 
paso, aprovechando la capacidad reductora y estabilizadora de los mencionados 

compuestos. De esta manera, las NP obtenidas fueron estables de acuerdo a los 
resultados obtenidos a partir de la caracterización de las mismas mediante diferentes 
técnicas como espectrofotometría, microscopía electrónica de transmisión (TEM), 
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), medición del potencial ζ 
(Zeta).   

La segunda etapa de trabajo se focalizó en el estudio de la actividad antibacteriana 
de las NP metálicas sintetizadas, utilizadas como fotosensibilizadores en la PACT, en 

cultivos planctónicos bacterianos de cepas clínicas resistentes de Staphylococcus aureus 
y Pseudomonas aeruginosa. Mediante curvas de muerte bacteriana, se obtuvo como 
resultado un efecto bactericida de las NP a los pocos minutos de irradiación.  A su vez, 
se estudió el efecto fotosensibilizador de las NP en biofilms de las cepas bacterianas 
mencionadas anteriormente, donde se obtuvo una marcada reducción de la viabilidad 
celular, resultado que fue corroborado mediante técnicas como microscopía electrónica 
de barrido (SEM) y microscopía de escaneo láser confocal (CLSM). 

El tercer eje de trabajo estuvo orientado a la investigación del posible mecanismo 
de acción y estudio de citotoxicidad de los compuestos mencionados. La PACT se define 
como una reacción fotoquímica dependiente del oxígeno, que ocurre tras la activación 

del fotosensibilizador mediada por la luz, que conduce a la generación de especies 
reactivas del oxígeno (EROs) y especies reactivas del nitrógeno (ERNs). Mediante 
espectrofluorimetría, se observó la producción de EROs y ERNs en las cepas 
mencionadas anteriormente en estado planctónico, cuando las mismas fueron tratadas 
con las NP bajo irradiación. A su vez, la excitación de NP metálicas crea una zona de 
mayor temperatura en su superficie debido a la oscilación de los electrones en la 
superficie. Este aumento de la temperatura local conlleva a la desnaturalización de 

proteínas y lípidos presentes en la pared bacteriana. Por lo que la acción bactericida de 
las NP en la PACT en cultivos planctónicos fue el resultado de un efecto fotoquímico y 
fototérmico. Otro aspecto interesante fue evaluar la toxicidad en células eucariotas y la 
selectividad de las NP por las células bacterianas, lo que se llevó a cabo mediante 
ensayos de viabilidad en fibroblastos 3T3 y análisis por TEM de co-cultivos bacterianos 
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y células sanguíneas, tratados con las NP bajo irradiación. Los resultados obtenidos 
demostraron que las NP sintetizadas presentaron una mayor afinidad por la membrana 
bacteriana, a la cual se unieron en mayor proporción, de acuerdo a lo observado en las 
imágenes y por lo tanto demostraron ser biocompatibles.  

En el cuarto objetivo se llevó a cabo el diseño y caracterización de una formulación 
a base de hidrogel de las amoxi@AuNP para aplicación tópica. La formulación obtenida 
logró ser estable y con propiedades de sólido viscoelástico, sólido con propiedades 
adecuadas para la aplicación tópica de las NP en el tratamiento de infecciones 
bacterianas. 

El quinto eje de estudio se basó en el desarrollo de un recubrimiento con 

propiedades antifouling para productos médicos de base polimérica, mediante síntesis 
in situ de nanoplacas laminares de oro, utilizando un antibiótico aminoglucósido como 
agente reductor, y luego de pocos minutos de reacción, se logró la síntesis sobre la 

superficie del producto médico. Este recubrimiento presentó propiedades antifouling 
contra biofilms de cepas clínicas resistentes de S. aureus y P. aeruginosa, y una cepa de 
referencia de Escherichia coli, resultado observado mediante SEM. Este nuevo método 
facilitó la producción de nanoplacas de oro de alta pureza, aplicado directamente a la 
superficie deseada de forma rápida y sencilla. El revestimiento obtenido fue resistente 
a la erosión y al calor y confirió su capacidad antifouling al material. 

Mediante estos estudios pudimos obtener NP metálicas sintetizadas en un solo 
paso, de manera sencilla, rápida y económica, las cuales resultaron ser estables. 
Utilizadas como fotosensibilizadores en la PACT, presentaron actividad antibacteriana 
tanto en cultivos planctónicos como en biofilms de cepas bacterianas clínicas resistentes 
a antibióticos, optimizando el tiempo de tratamiento. Con base en los resultados 
obtenidos, esta terapia promete ser una alternativa terapéutica para tratar infecciones 
bacterianas resistentes a antibióticos, manteniendo la selectividad por células 
procariotas. A su vez, el desarrollo de una formulación a base de hidrogel de las NP 

permitiría un sistema de entrega para la aplicación local, mejorando la propiedad 
antibacteriana con el aumento de la concentración de NP, que podría ser alta en la zona 
de infección a través de la administración de la formulación. Por último, el desarrollo 

del recubrimiento antifouling podría aplicarse a dispositivos médicos para prevenir la 
formación de biofilms y extender su vida útil.   

Los resultados obtenidos en la tesis doctoral bajo la premisa del objetivo de 
encontrar compuestos para combatir la resistencia a antimicrobianos, tendría un gran 
impacto para la industria farmacéutica. 

 
 

In this doctoral thesis, four lines of work were proposed in order to search for new 
nanomaterials with antibacterial activity against antibiotic resistant clinical strains. 
Antimicrobial resistance infections due to bacterial biofilms have a major impact on 
public health. In fact, these biofilms cause up to 1000 times more persistent pathologies 
than microorganisms in planktonic state. Therefore, research for new antibacterial 

compounds is urgently needed, especially those capable of eradicating preformed 
biofilms. In this thesis, we have developed four approaches to this issue.  The first aspect 
of the study involved the synthesis of gold (AuNP) and silver (AgNP) nanoparticles 

synthesized and conjugated with antibiotics or with the natural polymer lignin, 
respectively (amoxi@AuNP and lignin@AgNP). The synthesis was carried out in a single 
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step, taking advantage of the reducing and stabilizing capacity of the mentioned 
compounds. In this way, the NP obtained were stable according to the results obtained 
from the characterization of the NP using different techniques such as 
spectrophotometry, transmission electron microscopy (TEM), infrared spectroscopy 
with Fourier transform (FT-IR), potential measurement ζ. 

The second stage of work focused on the study of the antibacterial activity of the 
synthesized metallic NP used as photosensitizers in PACT in bacterial planktonic cultures 
of resistant clinical strains of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. After 
a few minutes of irradiation, a bactericidal effect was reached. In turn, the 
photosensitizing effect of NP in biofilms of the mentioned bacterial strains was studied, 

where a marked reduction in cell viability was obtained, a result that was corroborated 
by techniques such as scanning electron microscopy (SEM) and scanning microscopy 
confocal laser (CLSM). 

The third approach was oriented to the investigation of the possible mechanism 
of action and cytotoxicity of the mentioned compounds. PACT is defined as an oxygen-
dependent photochemical reaction, which occurs after light-mediated photosensitizer 
activation, leading to the generation of reactive oxygen species (ROS) and reactive 
nitrogen species (RNS). By means of spectrofluorimetry, the production of ROS and RNS 
was observed in the strains mentioned above in a planktonic state, after treatment with 
the NPs under irradiation. In turn, the excitation of metallic NP creates a zone of higher 
temperature on its surface due to the oscillation of electrons on the surface. This 
increase in local temperature leads to the denaturation of proteins and lipids present in 
the bacterial wall. Therefore, the bactericidal action of NP on PACT in planktonic cultures 
was the result of a photochemical and photothermal effect. Another interesting aspect 
was to evaluate the toxicity in eukaryotic cells and the selectivity of NPs for bacterial 
cells, which was carried out through viability assays in 3T3 fibroblasts and TEM analysis 
of bacterial co-cultures and blood cells treated with the NP under irradiation. The results 

obtained showed that the synthesized NP had a great affinity for the bacterial 
membrane. 

In the fourth approach, the design and characterization of a hydrogel-based 

formulation of amoxi@AuNP for topical application were carried out. The formulation 
obtained was stable and present properties of a viscoelastic solid, suitable for the topical 
application of NP in the treatment of bacterial infections. 

Last, we have focused on the development of an antifouling coating s for polymer-
based medical products, by means of in situ synthesis of laminar gold nanoplates, using 
an aminoglycoside antibiotic as a reducing agent. This coating showed antifouling 
properties against biofilms of resistant clinical strains of S.aureus and P.aeruginosa, and 
the reference strain of Escherichia coli, this result was observed by SEM. This new 
method facilitated the production of high purity gold nanoplates, applied directly to the 
desired surface. The obtained coating was resistant to erosion and hea in tested times 
(up to 30 days), giving to the material its antifouling capacity. 

Through these studies, we were able to synthesize metallic NP in a single step, in 
a simple, fast and economic way, which turned out to be stable. Used as photosensitizers 
in PACT, they showed antibacterial activity both in planktonic cultures and in biofi lms of 
antibiotic resistant clinical bacterial strains, optimizing the treatment time. Based on the 
results, this therapy promises to be a therapeutic alternative to treat antibiotic-resistant 
bacterial infections, maintaining selectivity for prokaryotic cells. In turn, the 
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development of a hydrogel-based formulation of NP would allow a delivery system for 
local application. Finally, the development of the antifouling coating could be applied to 
a wide range of medical devices to prevent the formation of biofilms and extend their 
useful life. The results obtained in this doctoral thesis under the premise of finding 
compounds to combat antimicrobial resistance, could have a positive impact for the 
pharmaceutical industry. 
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INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Resistencia a antibióticos: problemática actual 
 

La resistencia bacteriana a antibióticos es un problema grave que enfrenta la salud 
pública mundial (Christaki y col., 2020). Está causada por la capacidad de adaptación que 
desarrollan los microorganismos a ambientes hostiles y el uso clínico inadecuado de los 

antimicrobianos. Además de la resistencia mediada genéticamente, la capacidad de las 
bacterias para desarrollar biofilms aumenta la resistencia a los antibióticos, responsable 
de un número creciente de enfermedades infecciosas crónicas, persistentes y difíciles 

de tratar (Tozar y col., 2019). La asamblea de la Organización Mundial de la Salud (OMS), 
celebrada en Ginebra el 12 de mayo de 2015, acordó, entre los países miembros, un plan 
de acción global para combatir la resistencia a los antibióticos. Actualmente, se registran 
700.000 muertes anuales asociadas a resistencia a antimicrobianos con una proyección 
en aumento de 10.000.000 de muertes para el año 2050 (Figura 1), superando al cáncer 
como causa principal (O’Neill, 2016; Cox y col., 2017; Ghosh y col., 2019).  

 

 

 
 

 

Figura 1. Proyección de causas de muerte para el año 2050, ascendiendo la resistencia 
a antibióticos a 10 millones por año (O’Neill, 2016).  

 

En Europa, las infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibióticos 
cuestan a la sociedad alrededor de 1,5 mil millones de euros al año y 600 millones de 
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días de productividad perdida, mientras que en los EE.UU., las bacterias 
multirresistentes causan alrededor de 99.000 muertes al año y costos sanitarios 
asociados de 21 a 34.000 millones de dólares al año.  

En Argentina, el aumento de la resistencia a los antimicrobianos tiene una 
vinculación directa con el abuso y el mal uso de estos agentes terapéuticos. Se estima 
que el 50% de todos los antimicrobianos que se prescriben son innecesarios o se usan 
de manera inadecuada. Entre los factores que inciden en el uso incorrecto de 
antimicrobianos, se encuentran la automedicación, la dispensa sin prescripción y el 
incumplimiento de indicaciones médicas (Lazovski y col., 2017). En los últimos años, se 
ha incrementado el número de hospitales con casos o brotes de enterobacterias 

productoras de carbapenemasas, como Klebsiella pneumoniae (Ceriana y col., 2012). 
La frecuencia de desarrollo de nuevas clases de antibióticos disminuyó 

significativamente en las últimas décadas, entre los años 1930 y 1962 se descubrieron y 

comercializaron veintidós antibióticos (Powers, 2004); y sólo dos lipopéptidos, 
daptomicina y linezolid, se introdujeron después de este período (Zhanel y col., 2010; 
Tozar y col., 2019). Sin embargo, resultados de ensayos preclínicos revelaron resistencia 
bacteriana para el linezolid en cepas de Staphylococcus epidermidis y S. aureus 
meticilino resistente (Vestergaard y col., 2019). Además, las once moléculas aprobadas 
por Food and Drug Administration (FDA) entre 2007 y 2017 son representantes de las 
clases de antibióticos ya conocidas (FDA Approved Drugs in Infections and Infectious 
Diseases, CenterWatch), a las que las bacterias se adaptan y desarrollan resistencia 
fácilmente, como se ha demostrado para la ceftarolina, fidaxomicina, 
ceftolozano/tazobactam, ceftazidima/avibactam, y dalbavancina (Zhanel y col., 2010; 
Laudano y col., 2011; Leeds y col., 2014;  Humphries y col., 2015; Haidar y col., 2017).   

La Sociedad Estadounidense de Enfermedades Infecciosas (IDSA) ha designado a 
Enterococcus faecium, S.aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter como "patógenos ESKAPE" debido a la rápida 

disminución de la disponibilidad de antibióticos de uso común, incluidos los 
fluoroquinólicos, lactamas, macrólidos, aminoglucósidos, tetraciclinas, contribuyendo al 
alto porcentaje de muertes causadas por infecciones adquiridas en el hospital 

relacionadas con la formación de biofilms (Post y col., 2019; Narayana y col., 2019). La 
OMS ha incluido recientemente a P. aeruginosa resistente a los carbapenémicos como 
una de las tres especies bacterianas en las que existe una necesidad crítica de desarrollar 
nuevos antibióticos o estrategias terapéuticas para tratar infecciones (Tacconelli y col., 
2017).  

Alrededor del 80% de las infecciones bacterianas están relacionadas con la 
formación de biofilms, los cuales pueden llegar a ser 100 a 1000 veces más resistentes 
que sus contrapartes planctónicas (Hall y col., 2017; Ciofu y col., 2017; Del Pozo, 2018), 
por lo que se necesitan dosis de antibióticos en concentraciones más altas durante el 
tratamiento, acelerando el desarrollo de multirresistencia. Otros factores contribuyen a 
esta tolerancia antimicrobiana, como ser, una tasa de crecimiento lento, disminución en 
la penetración del agente antimicrobiano dentro del biofilm, cambios en la fisiología y 
expresión génica debido al modo de crecimiento del biofilm (Del Pozo y col., 2007). La 
producción de sustancia polimérica extracelular, la aparición de variantes de colonias 
pequeñas (Bui y col., 2015), la presencia de biomateriales o disfunción local de los 
neutrófilos (Begun y col., 2007; Prabhakara y col., 2011), también desempeñan un papel 
en la disminución de la susceptibilidad de las bacterias del biofilm a los agentes 
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antimicrobianos. Además, las densidades celulares más altas que se encuentran en los 
biofilms aumentan considerablemente la probabilidad de transferencia horizontal de 
genes (Hausner y col., 1999), lo que incrementa la aparición de cepas con aumento de 
resistencia o alteración de los perfiles de virulencia. 

Los biofilms pueden desarrollarse en una amplia variedad de superficies, incluidos 
tejidos vivos, dispositivos médicos permanentes, tuberías del sistema de agua potable, 
sistemas acuáticos naturales, donde las bacterias tienden a formar una comunidad 
heterogénea, interactuar e intercambiar información utilizando genes y/o señales 
(Anderson y col., 2008). Los biofilms bacterianos se asocian a una amplia gama de 
infecciones, desde infecciones tisulares crónicas como las que ocurren en los pulmones 

de pacientes con fibrosis quística, hasta las relacionadas con dispositivos exógenos, 
como catéteres o prótesis articulares (Ciofu y col., 2017). 

Los implantes y dispositivos médicos forman una parte importante de la medicina 

y han hecho grandes contribuciones para mejorar la calidad de vida humana, sin 
embargo, se han asociado con complicaciones derivadas de la formación de biofilms, 
que pueden causar infecciones crónicas, prolongar las estadías en el hospital, 
ocasionando grandes gastos en el sistema de salud pública (Xu y col., 2017). La 
contaminación microbiana, colonización y formación del biofilm en las superficies de 
dispositivos médicos implantados puede ocurrir 24 h después de la inserción (Gominet 
y col., 2017). Se han estimado datos de infecciones relacionadas con dispositivos 
médicos, tales como implantes mamarios (2%), prótesis articulares (2%), válvulas 
cardíacas mecánicas (4%), derivaciones ventriculares (10%), marcapasos y desfibrilador 
(4%), y alrededor del 40% en dispositivos asistidos para ventrículo (Jamal y col., 2017). 
Entre los dispositivos médicos, los catéteres urinarios son los dispositivos más utilizados 
en todo el mundo, con estimaciones de más de 100 millones de catéteres uretrales 
vendidos anualmente y más de 30 millones de catéteres urinarios colocados cada año 
sólo en los EE.UU. (Pelling y col., 2019). Alrededor de un 80% de las infecciones del tracto 

urinario (ITU) están asociadas al uso de catéteres, siendo una de las infecciones 
nosocomiales más comunes (Sabir y col., 2017). La prevalencia de las ITU asociadas al 
uso de catéteres, conlleva a un elevado costo financiero y humano, estimado en 10-25 

mil millones de euros y hasta 2.100 muertes por año dentro del servicio de salud 
nacional del Reino Unido. Se estima que el costo en el tratamiento de ITU relacionadas 
al uso de catéteres, y las complicaciones a largo plazo en pacientes cateterizados en la 
comunidad, pueden rondar los 10.000 euros por paciente, junto con estudios que 
destacan la prevalencia de derivaciones hospitalarias de emergencia en este grupo 
(Pelling y col., 2019). Se prevé que el mercado de catéteres seguirá creciendo, junto con 
las complicaciones asociadas a su uso y la formación de biofilms bacterianos en estos 
dispositivos (Feneley y col., 2015; Pelling y col., 2019). 

 

1.2 Formas de vida bacteriana: células planctónicas y biofilms 

 

Las bacterias pueden encontrarse en la naturaleza bajo dos formas, bacterias 
libres denominadas planctónicas, o como comunidades organizadas y encapsuladas en 
una matriz que ellas mismas secretan llamadas biofilms (Hernández-Jiménez y col., 

2013), (Figura 2). Los biofilms se presentan como comunidades tridimensionales 
organizadas adheridas a una superficie viva o inerte. Estos conglomerados celulares se 
encuentran encapsulados en una matriz polimérica extracelular (EPS) que los mismos 
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secretan, separada por canales acuosos que actúan como el principal sistema de 
circulación de nutrientes y productos de desechos (Davies, 2003). Asimismo, el biofilm 
está compuesto en un 85% por esta matriz, mientras que el 15% restante corresponde 
a microorganismos (Lawrence y col., 1991). Una pequeña fracción de las bacterias se 
encuentra en forma planctónica. Se ha postulado que el 99% de todas las células 
bacterianas existen en calidad de biofilms, y tan sólo 1% vive en estado planctónico 
(Donlan, 2002). La formación de biofilms representa una estrategia de supervivencia de 
las células procariotas. Esto se debe a que la estructura de estos conglomerados 
celulares les proporciona protección frente a fluctuaciones del medio ambiente 
(humedad, temperatura y pH), además les permite acumular nutrientes y les facilita la 

eliminación de desechos, y desempeña un papel en una serie de procesos que incluyen 
la unión celular, interacciones de célula a célula y tolerancia a antimicrobianos (Tolker-
Nielsen, 2014).  

El ciclo de desarrollo de biofilms incluye, fijación inicial de bacterias a una superficie, 
formación de microcolonias, maduración del biofilm y dispersión del biofilm (Figura 2). 
 
 

 
 

 

Figura 2. Células en estado planctónicas o libres y fases de formación de los biofilms 

 

Existen diferencias importantes entre el aspecto externo de las bacterias en un 
biofilm y el de las bacterias en estado planctónico. Las bacterias en los biofilms 
presentan características fisiológicas y fenotípicas distintas de sus contrapartes 
planctónicas, particularmente con respecto a tasas de crecimiento y expresión genética 
(Donlan, 2001). Además, los biofilms presentan una baja actividad metabólica, junto con 
una regulación de genes necesarios para el crecimiento en condiciones anaerobias. 
Considerando que las bacterias planctónicas están diseñadas para colonizar nuevos 
nichos, pero con una menor probabilidad de supervivencia, el biofilm proporciona una 
forma más segura para que las bacterias se reproduzcan y sobrevivan. Esto explica, en 
parte, la mayor tolerancia del biofilm contra antibióticos, desinfectantes y el sistema 
inmunológico del huésped (Hernández-Jiménez y col., 2013). 
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1.3 Alternativas terapéuticas a los antibióticos de uso clínico 

 
Dos de los inconvenientes actuales más importantes en el tratamiento de 

infecciones ocasionadas por bacterias multirresistentes son la disminución de la 
eficiencia de los antibióticos de uso clínico y la falta de desarrollo de nuevos agentes 
antimicrobianos.  

Según Coates y col., (2011) y Chaudhary y col., (2016), veinte nuevas clases de 
antibióticos, en términos de estructura y mecanismos de acción, serían necesarias para 
desafiar eficazmente a las bacterias multirresistentes en los próximos 50 a 60 años. Dado 
que los patógenos bacterianos que viven en biofilms son responsables de un gran 
número de infecciones crónicas persistentes debido a la resistencia tanto a los 
antibióticos como al sistema inmunológico del huésped, ha aumentado el interés en el 
desarrollo de nuevos enfoques para combatir la adhesión bacteriana y la formación de 
biofilms.  

Una alternativa al desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos para aplicaciones 
clínicas es la reutilización de medicamentos, la serratiopeptidasa aprobada por ANMAT 
o la betametasona, son un ejemplo de fármacos a reutilizar. La serratiopeptidasa, una 

enzima antiinflamatoria producida por una bacteria del género Serratia, tiene un 
mecanismo de acción contra biofilms de S. aureus diferente de su actividad proteolítica, 
siendo capaz de obstaculizar la entrada de S. aureus en los tejidos humanos al afectar la 

capacidad de este patógeno para adherirse a dispositivos médicos, prótesis o catéteres 
(Papa y col., 2013; Selan y col, 2015). De manera similar, la betametasona, un fármaco 
esteroide del grupo de los corticosteroides con propiedades inmunosupresoras y 
antiinflamatorias, ha demostrado que mejora el efecto de los antibióticos contra 
diferentes cepas bacterianas (Artini y col., 2014). 

Un enfoque metodológico para la reutilización de fármacos actuales como 
antimicrobianos, es generar nuevas moléculas por fotoactivación y probar los nuevos 
productos para la actividad deseada (Casadevall y col., 2010). Un ejemplo es la clase de 
las fenotiazinas, grupo de fármacos antipsicóticos, cuyos numerosos derivados exhiben 
efectos farmacológicos significativos, tales como: insecticida, antifúngico, actividades 
antibacterianas y antihelmínticas (Aaron y col., 2008). Algunos estudios han demostrado 
que la radiación láser se puede aplicar en varios medicamentos parenterales preparados 
en soluciones (en la mayoría de los casos soluciones acuosas), como vancomicina, 
ecdisteroides, polidocanol, para la obtención de nuevos fotoproductos, basados en la 

modificación de la estructura molecular del correspondiente compuesto original 
(Smarandache y col., 2010; Smarandache, 2012; Hunyadi y col., 2012; Dinache y col., 
2015). 

Avances en biotecnología e ingeniería genética, han abierto nuevas vías hacia la 
búsqueda de terapias que pueden sustituir a los antibióticos.  Se ha implementado 
parcialmente el uso de bacteriófagos y anticuerpos, y otras estrategias prometedoras, 
como probióticos, lisinas, bacteriocinas y péptidos antimicrobianos, que se encuentran 
en diversas etapas de desarrollo (Ghosh y col., 2019; Łusiak-Szelachowska y col., 2020; 
Jiale y col., 2021; Wang y col., 2021; Oliveira y col., 2021). Los bacteriófagos se pueden 
utilizar para tratar infecciones por diversas bacterias, que van desde S. aureus, P. 
aeruginosa, Shigella y Salmonella. Los bacteriófagos han sido probados para el 
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tratamiento de infecciones resistentes como la fibrosis quística (Abedon, 2015), sin 
embargo, la farmacocinética de los fagos es una preocupación, ya que difunden 
fácilmente a varios órganos del cuerpo; además el pH, y por lo tanto la estabilidad de la 
preparación de fagos debe considerarse como factores que afectan la eficacia del 
tratamiento (Abedon y col., 2011). Los péptidos antimicrobianos (AMP por sus siglas en 
inglés) son producidos por varios organismos multicelulares contra patógenos invasores 
(Brogden, 2005; Hancock y col., 2006). Presentan efectos antibacterianos, antifúngicos, 
antivirales, anticancerosos, insecticidas, entre otros (Zhang y col., 2016); sin embargo, 
estudios reportaron la existencia de resistencia bacteriana a los AMP (Guilhelmelli y col., 
2013; Andersson y col., 2016). Algunas cepas bacterianas producen pequeños AMP, 

llamados bacteriocinas, que presentan actividad contra patógenos de importancia 
clínica resistentes a los antibióticos, sin embargo se ha observado el desarrollo de la 
resistencia en el laboratorio (Cotte y col., 2013). Los anticuerpos son alternativas útiles 

para el tratamiento de infecciones bacterianas multirresistentes. Numerosos 
anticuerpos contra estafilococos, P. aeruginosa, Bacillus anthracis y Clostridium difficile 
se encuentran en diversas etapas del desarrollo clínico y algunos de ellos ya han sido 
aprobados por la FDA (Bebbington y col., 2008; Saylor y col., 2009). Un gran 
inconveniente del uso de anticuerpos para la terapia antibacteriana es el costo de 
producción y su escasa vida útil. 

La nanotecnología ha surgido en las últimas décadas como una alternativa 
terapéutica para el tratamiento de infecciones bacterianas y otras enfermedades (Rao y 
col., 2021). La nanotecnología es un campo científico multidisciplinario que puede 
definirse como el diseño, producción, caracterización y aplicación de materiales, 
estructuras, dispositivos y sistemas controlando su tamaño y forma en el rango de 
nanoescala de 1 a 100 nm. En el campo médico, la aplicación de la nanotecnología se 
conoce como nanomedicina, que incluye el uso de nanomateriales para el diagnóstico, 
tratamiento, control y prevención de enfermedades. A lo largo de las décadas, las 

nanopartículas (NP) se han utilizado y estudiado ampliamente debido a sus propiedades 
únicas, como tamaño pequeño, solubilidad mejorada, adaptabilidad de la superficie y 
multifuncionalidad, lo que ha resultado en el desarrollo de medicamentos más seguros, 

tratamientos dirigidos a tejidos, nanomedicinas personalizadas, diagnóstico temprano y 
prevención de enfermedades. Las NP constituyen una de las estrategias más 
prometedoras para controlar las infecciones por biofilms, especialmente debido a su 
gran área superficial y propiedades químicas y físicas únicas. Estos nanomateriales están 
hechos de diferentes materiales como polímeros, metales (cobre, zinc, titanio, 
magnesio, oro, plata, etc.) y sus sales (Naik y col., 2015; Campos y col., 2020).  

La terapia fotodinámica antimicrobiana (PACT, por sus siglas en inglés) tiene 
aplicaciones potenciales en la prevención y tratamiento de infecciones bacterianas 
multirresistentes y de biofilms (Roy y col., 2018; Piskorz y col., 2021). Esta terapia 
presenta numerosas ventajas, es una alternativa terapéutica económica, no tóxica, tiene 
actividad antimicrobiana equivalente contra patógenos sensibles y resistentes a los 
antibióticos, y no se han reportado mecanismos de resistencia bacteriana (Hughes y col., 
2017), resultando en una alternativa muy prometedora, en relación a los demás 
tratamientos antimicrobianos reportados (Figura 3). 
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Figura 3. Ilustración de las alternativas terapéuticas a los antibióticos de uso clínico. 

Entre ellas se pueden mencionar el uso de péptidos antimicrobianos, bacteriófagos, 
anticuerpos, probióticos, nanotecnología, PACT. 
 

1.4 Terapia Fotodinámica Antimicrobiana (PACT) como alternativa para el tratamiento 

de infecciones por bacterias multirresistentes 

 

El principio de la PACT se basa en la combinación de tres compuestos, una 
molécula no tóxica per se, llamada fotosensibilizador (FS), luz de un rango espectral 
apropiado para la excitación del FS (del espectro visible al espectro infrarrojo cercano) 

y oxígeno molecular (Cieplik y col., 2018). Cuando el FS es irradiado con luz a una 
longitud de onda apropiada, pasa a un estado excitado, y en presencia de oxígeno 
molecular se generan especies reactivas de oxígeno (EROs), ocasionando daño en 
macromoléculas de las células diana, con la consiguiente muerte celular (Figura 4). La 
PACT se aplica a todo tipo de microorganismos (bacterias, hongos y parásitos), incluidos 
los virus, y se ha demostrado su eficacia contra miembros representativos de todos ellos 
(Pérez-Laguna y col., 2018). Esta terapia se ha utilizado en aplicaciones dentales como 
periodontitis (Andersen y col., 2007), desinfección del conducto radicular (Garcez y col., 
2007), gingivitis (Raghavendra y col., 2009), candidiasis oral (Mima y col., 2010); debido 
al fácil acceso a la fuente de luz en la boca. Otras aplicaciones médicas de la PACT son 
tratamientos en quemaduras (Dai y col., 2009), heridas (Dai y col., 2010) y acné (Degitz 

y col., 2010). 
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Figura 4. Ilustración del mecanismo de la PACT. 
 

La PACT presenta varias ventajas para ser utilizada como alternativa para el 
tratamiento de las infecciones bacterianas: tiene un amplio espectro de acción, ya que 
las EROs generadas actúan sobre bacterias, hongos, levaduras y protozoos; poca 

probabilidad de promover el inicio de la mutagenicidad y resistencia bacteriana; brinda 
la disponibilidad de formulaciones que permitan una entrega rápida y específica del 
fotosensibilizador al área infectada; permite el uso de fuentes de luz de bajo costo para 

la activación del agente FS; es una técnica biocompatible, ya que los FS presentan 
afinidad por las células procariotas en relación a las eucariotas (Jori y col., 2006). 

En la PACT, se han descripto la utilización de tres fuentes de luz principales: láseres 

(por ejemplo, argón, diodo o neodimio dopado); diodos emisores de luz (LED) y lámparas 
de gas, por ejemplo, lámparas de descarga de xenón o de tungsteno de cuarzo (Wilson 
y col., 2008; Nagata y col., 2012), estas fuentes irradian luz a la longitud de onda 
correspondiente al pico de máxima absorción del FS. Los láseres se aplican 
principalmente por su monocromaticidad más que por sus otras propiedades, como 
propagación de haz paralelo. En comparación con los láseres, los LED ofrecen un 
espectro de emisión más amplio y sus costos son más bajos. Las lámparas halógenas 
tienen la ventaja de que pueden ser filtradas espectralmente para irradiar cualquier FS; 
sin embargo, estas lámparas causan más calentamiento en comparación a las otras 
fuentes de luz mencionadas (Nagata y col., 2012). El calentamiento causado por una 
fuente de luz determinada debe considerarse para cualquier aplicación clínica de la 
PACT en el cuerpo humano. Dependiendo del período de irradiación y la respectiva 
fuente de luz utilizada, la dosis de energía aplicada puede causar un aumento de 
temperatura, lo que puede provocar daños tisulares. 

Los FS son sustancias químicas capaces de transferir la energía absorbida a otros 
compuestos que, a su vez, generan especies metaestables que son muy reactivas. Estas 
especies reactivas son responsables del resultado del proceso llamado terapia 

fotodinámica (Maisch y col., 2004; Hamblin y col., 2004). 
Varios FS han sido estudiados por su capacidad para unirse a bacterias y generar 

de manera eficiente EROs tras la fotoestimulación. Las características de los FS han sido 

discutidas en varios artículos (Castano y col., 2004; Detty y col., 2004; Allison y col., 
2004). Dentro de las características más importantes, los FS deben presentar actividad 
frente a múltiples clases de células microbianas a niveles bajos y concentraciones bajas 
de luz, deben presentar niveles bajos de toxicidad en oscuridad, y deben mostrar 
selectividad por las células microbianas sobre las células mamíferas (Sperandio y col., 
2013). La síntesis del FS debe ser relativamente fácil y los materiales de partida 
disponibles para hacer factible la producción a gran escala, además los FS deben ser 
solubles en agua o solubles en una mezcla de solventes acuosos biocompatibles.  

Uno de los grupos de FS para la PACT más estudiados lo constituyen los derivados 
de porfirina, probadas por primera vez en humanos en 1913 (Krajczewski y col., 2019), 
estos derivados generan EROs tales como oxígeno singlete o radicales libres cuando se 
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irradian con longitudes de onda apropiadas y en presencia de oxígeno. En consecuencia, 
estos compuestos son adecuados para el tratamiento curativo o profiláctico de varias 
afecciones médicas que incluyen infecciones por cocos Gram-negativos como Neisseria 
spp. y bacilos Gram-negativos como Escherichia coli (Love y col., 2011). Los colorantes 
de xanteno aniónicos derivados de la fluoresceína como eosina y, eritrosina y rosa de 
bengala, constituyen una familia de potentes FS, se emplearon para lograr la terapia 
fotodinámica en tejidos humanos y animales (Dees y col., 2011). Otros FS han sido 
estudiados para la PACT (Figura 5), como los derivados del fulereno, riboflavina, 
curcumina, clorinas fenalenona, azul de metileno y azul de toluidina (Cieplik y col., 
2018). 
 

 
 

 

Figura 5. Principales FS empleados en PACT: A) azul de metileno; B) azul de toluidina; C) 
derivado de porfirina; D) derivado de clorina; E) derivado de fulereno; F) derivado de 
fenalenona (Cieplik y col., 2018). 
 

La PACT en conjunto con la nanotecnología, mejoran la eficiencia del tratamiento 
de infecciones bacterianas, mediante el uso de NP. Las NP constituyen una amplia clase 
de materiales que tienen una dimensión menor a 100 nm (Laurent y col., 2010). 
Dependiendo de la forma general, estos materiales pueden ser 1D, 2D o 3D (Tiwari y 
col., 2012). Las NP se dividen ampliamente en varias categorías según su morfología, 
tamaño y propiedades químicas, en NP lipídicas, poliméricas, semiconductoras, NP 
basadas en carbono, y NP metálicas. Las NP presentan propiedades físicas, químicas y 
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biológicas significativamente diferentes a la de sus contrapartes a granel (Ho y col., 
2013). Esto se debe a que las NP tienen un área superficial mucho mayor que las formas 
a granel, lo que contribuye a un aumento en la reactividad química y bioactividad, como 
así también de las propiedades antimicrobianas. Además, las NP son lo suficientemente 
pequeñas como para penetrar biofilms y paredes de células microbianas, causando 
daños irreversibles a la membrana o al ADN de las células bacterianas (Suci y col., 2007). 

Las NP de metales nobles presentan muchas ventajas sobre los FS orgánicos, son 
mucho más estables bajo irradiación que los colorantes orgánicos, ya que los mismos 
pueden descomponerse bajo una irradiación intensa, lo que conduce a velocidades de 
reacción reducidas. Dentro de las NP metálicas, las NP de oro (AuNP) y plata (AgNP) 

exhiben coeficientes de extinción significativamente mayor en relación a los FS 
orgánicos estándar. 

Las NP metálicas presentan propiedades ópticas y eléctricas únicas, debido a la 

resonancia plasmónica de superficie (RPS). Cuando una NP metálica es irradiada por la 
luz, el campo eléctrico oscilante causa que los electrones de conducción oscilen de 
manera colectiva (Figura 6) (Xia y col., 2005).  

 
 

 
 

 

Figura 6. Ilustración gráfica que ejemplifica la resonancia plasmónica de superficie 
(RPS) en la superficie exterior de una NP metálica (Xia y col., 2005). 
 

Las NP de los metales alcalinos y nobles, como Cu, Ag y Au, tienen una banda de 
absorción en la zona visible del espectro solar electromagnético (Dreaden y col., 2012).  

El tamaño y forma de las NP rigen la frecuencia de oscilación de los electrones y 
las diferentes propiedades ópticas (Figura 7) (Khan y col., 2019), es decir que, variando 
el tamaño y la forma de las NP, es posible controlar la posición de la RPS. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535217300990#!
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Figura 7. Suspensiones de AuNP esféricas. Longitud de onda de máxima absorción del 
plasmón (nm, A) en relación al diámetro de las AuNP (nm, B). El tamaño de las AuNP, 
como así también la forma, rigen las diferentes propiedades ópticas. (Khan y col., 2019) 

   
La excitación del plasmón de superficie produce su efecto antimicrobiano a través 

de un mecanismo fototérmico o fotoquímico (Hallett-Tapley y col., 2011; Krajczewski y 

col., 2019). El estrés oxidativo inducido por EROs es uno de los principales mecanismos 
de toxicidad bacteriana.  

 

1.5 Alternativas para combatir el desarrollo de biofilms en dispositivos médicos. 

Antecedentes de recubrimientos. Materiales antifouling. 

 

El uso de dispositivos médicos, como los implantes y catéteres, es una de las 
principales causas del aumento de infecciones por biofilms (Wu y col., 2015). Las 
estrategias de intervención que se utilizan actualmente para el control de biofilms 
implican prevenir la contaminación inicial del dispositivo; minimizar la unión inicial de 
células microbianas al dispositivo; penetrar en el biofilm y matar las células asociadas al 
biofilm; o retirar el dispositivo y su biofilm asociado (Del Pozo, 2018). Para tratar 
infecciones asociadas al biofilm, la eliminación de los dispositivos seguido de reemplazo 
por otros nuevos no infectados junto con la administración de antibióticos, constituye 
una práctica común en el tratamiento de biofilms desarrollados en dichos dispositivos 
médicos. En los casos en que la eliminación no sea posible, se deben administrar 
antibióticos a largo plazo. Este tipo de tratamiento implica costos adicionales de 
atención médica y a menudo se asocian con largos períodos de hospitalización, 
morbilidad, deterioro funcional grave y aumento de la mortalidad, como así también 
aumento en la resistencia bacteriana (Banerjee y col., 2011). 

Se ha observado que rifampicina, tiene una excelente penetración en biofilms 
formados en diversos sitios de tejidos (Zavasky y col., 1998) y de hecho se ha 
demostrado que tiene actividad frente a estafilococos adheridos a dispositivos médicos. 
Sin embargo, la resistencia a la rifampicina es común debido a rápidas mutaciones, 
dificultando su uso en monoterapia. En general, múltiples estudios han demostrado que 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535217300990#!
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la rifampicina es excelente como adyuvante o como tratamiento previo, actuando de 
esta manera como sensibilizador a los antibióticos. La daptomicina se ha utilizado como 
antibiótico profiláctico para la prevención de infecciones en material ortopédico, incluso 
en dosis bajas (Niska y col., 2012). Se ha demostrado que daptomicina es eficaz como 
terapia de bloqueo con antibióticos en catéteres vasculares (Meije y col., 2014). Incluso 
en los casos en que hay susceptibilidad a la vancomicina, la daptomicina puede tener 
una mejor penetración en la matriz del biofilm. Las terapias combinadas se vuelven aún 
más relevantes en el tratamiento de infecciones relacionadas con biofilms. En un estudio 
de cohorte de 161 pacientes con infecciones de prótesis articulares asociadas con 
implantes de cadera y rodilla, la administración de linezolid y rifampicina logró erradicar 

en un 70% la infección en 49 pacientes, evitando así la eliminación del implante (Gomez 
y col., 2011). Por otra parte, la terapia combinada con claritromicina y daptomicina 
resultó útil para erradicar biofilms formados in vitro en dispositivos ortopédicos 

(Fujimura y col., 2015). La prevención en la formación de biofilms en los catéteres 
venosos centrales se puede lograr con antibióticos tópicos utilizando catéteres 
recubiertos o mediante técnica de bloqueo con antibióticos (Del Pozo y col., 2009; Del  
Pozo y col., 2012; Meije y col., 2014). El uso de una técnica de bloqueo con antibióticos, 
como la profilaxis, implica la aplicación de un pequeño volumen de antimicrobianos 
concentrados, que se deja reposar dentro de la luz del catéter durante 12-24 h. Se han 
utilizado implantes de colágeno que contienen gentamicina en procedimientos de cierre 
esternal para reducir la incidencia de infección en la herida. Asimismo, los materiales 
impregnados con antibióticos como gentamicina, tobramicina y vancomicina, reducen 
la incidencia de infecciones articulares protésicas asociadas con biofilms.  

Muchos agentes antimicrobianos utilizados como agente de recubrimientos 
actúan produciendo EROs luego de la irradiación con luz. Algunos ejemplos incluyen 
TiO2, porfirinas, azul de toluidina, rosa de bengala, y azul de metileno (Page y col., 2009). 
Los colorantes rosa de bengala y azul de toluidina fueron incorporados en una matriz de 

celulosa (Decraene y col., 2006) mientras que el azul de metileno y el azul de toluidina 
junto con AuNP han sido incorporados en polisiloxanos y poliuretanos (Perni y col., 
2009), materiales de uso común en catéteres. Además, las porfirinas también se han 

utilizado como agentes antimicrobianos (Banfi y col., 2006). El TiO2, utilizado como 
agente antimicrobiano fotoactivado, presenta actividad contra E. coli, S. aureus, S. 
aureus meticilino resistente (SAMR) y Bacillus anthracis. Sin embargo, un problema 
común asociado con el TiO2 y otros materiales activados por luz es que su incorporación 
en materiales orgánicos conduce a la degradación de la matriz debido a la generación 
de EROs (Banerjee y col., 2011).  

El descubrimiento de superficies antifouling o antimicrobianas puede ser otro 
enfoque posible para prevenir la formación de biofilms (Roy y col., 2018). La capacidad 
antifouling (no incrustante) de los dispositivos médicos, evita la adsorción de proteínas, 
células u otras especies biológicas, haciendo que el dispositivo sea significativamente 
menos detectable por las células del sistema inmunológico (Li y col., 2019) (Figura 8). 
Este comportamiento antifouling generalmente se logra recubriendo la superficie con 
macromoléculas bioinertes. 
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Figura 8. Ilustración de un material con recubrimiento antifouling que evita la adhesión 
de proteínas y células en su superficie (Li y col., 2019). 
 

Los recubrimientos hidrófilos poliméricos tales como polietilenglicol (PEG) se 
utilizan para construir superficies antifouling ya que minimizan o dificultan la adhesión 

microbiana (Mondal y col., 2021). La construcción de superficies antimicrobianas implica 
la impregnación con antibióticos o antisépticos, principalmente polímeros de 
poliuretano, que se cargan con diferentes antibióticos (Donelli y col., 2002; Donelli y col., 
2006).  

Otro método para evitar la infección bacteriana en los implantes y, por tanto, 
prevenir la adhesión bacteriana y formación de biofilms, es utilizar recubrimientos que 
pueden liberar antibióticos. Dichos recubrimientos se pueden preparar sumergiendo el 

material de soporte en una solución que contenga antibióticos o mediante 
impregnación de antibióticos directamente en el dispositivo médico. Los antibióticos 
que contienen grupos ácidos carboxílicos (por ejemplo, amoxicilina, cefalotina, 

carbenicilina y cefamandol) mostraron una mejor incorporación y una liberación del 
antibiótico más lenta en comparación con los que carecen de estos grupos; la tasa de 
liberación lenta fue atribuida a una mayor afinidad de los antibióticos hacia el material 
de revestimiento (Banerjee y col., 2010).  

Por otro lado, AMP representan un biomaterial atractivo para desarrollar 
recubrimientos microbicidas y antifouling debido a numerosas ventajas: varios AMP han 
demostrado tener un amplio espectro de actividad antimicrobiana incluso a 
concentraciones bajas (Guyomard y col., 2008; Kazemzadeh-Narbat y col., 2021), y 
mostraron ser menos susceptibles a la resistencia bacteriana en relación a otros 
antibióticos (Fjell y col., 2009). 

El recubrimiento con NP, como AgNP y NP antioxidantes, ha sido utilizado para 
prevenir la adhesión bacteriana y formación de biofilms en dispositivos médicos como 
catéteres (Antonelli y col., 2012; Crisante y col., 2015; Shao y col., 2021). Los iones de 
metales de transición como la plata, el oro, el zinc y el cobre, tienen mejores 
propiedades antibacterianas y antibiofilms en relación a otros iones metálicos (Saleh y 
col., 2011). Las AgNP y los iones de plata presentan un amplio espectro de actividad 
antimicrobiana y son particularmente eficaces contra la colonización polimicrobiana 
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asociada con infección en dispositivos médicos. La plata (Ag0) o los iones Ag+ son 
incorporados en matrices orgánicas como los polímeros, en matrices inorgánicas como 
biovidrios, en matrices de dióxido de titanio (TiO2), en poliamidas, en multicapas de 
polielectrolitos, fibra de vidrio, y otros polímeros, así como en hidrogeles, con el fin de 
formar películas con propiedades antifouling (Jacquart y col., 2013; Taglietti y col., 
2014). Los iones Ag+ liberados de las matrices, se absorben en la superficie de las 
paredes bacterianas con carga negativa, conduciendo a la ruptura de la pared celular y 
la membrana celular (Jung y col., 2008). Los recubrimientos con AgNP en dispositivos 
médicos, mostraron inhibición en la formación de biofilms al prevenir la adhesión 
bacteriana inicial en las superficies (Namasivayam y col., 20013; Martinez-Gutierrez y 

col., 2013). Sin embargo, existen algunas desventajas asociadas con el uso de AgNP 
como agente de recubrimiento, entre ellas se nombran la desactivación por uniones de 
proteínas, la agregación de NP y la fotooxidación de iones Ag+ (Naik y col., 2013). De 

hecho, debido al amplio uso de la plata, están surgiendo cepas bacterianas resistentes 
(Banerjee y col., 2011). Por otro lado, estudios sugieren que las AgNP pueden ser tóxicas 
para las células de los mamíferos (Asharani y col., 2009; Samberg y col., 2010; Diez-
Escudero y col., 2020). Otras NPs, como TiO2, dióxido de silicio (SiO2), óxido de magnesio 
(MgO), óxido de cobre (CuO) y óxido de zinc (ZnO) presentan actividad biocida. Sin 
embargo, la estrategia de recubrimiento ha encontrado dificultades ya que la superficie 
se erosiona rápidamente y, por lo tanto, se vuelve disponible para la formación de 
biofilms (Roy y col., 2018). 

Los recubrimientos antifouling diseñados con AuNP, son una buena alternativa 
para evitar la formación de biofilms, debido a que el oro es un material noble y durante 
muchos años se ha utilizado para instrumentos médicos y prótesis. Al ser un material 
biológicamente inerte, presenta numerosas ventajas cuando se utiliza en catéteres 
médicos, stents, implantes, instrumentos y dispositivos (Yachia y col., 1990; Song y col., 
2016; Seo y col., 2021), constituyendo una buena opción antifouling para dispositivos 

médicos e implantes.  
Teniendo en cuenta lo reportado, el desarrollo de nuevos nanomateriales 

representa una solución promisoria para hacer frente a la creciente resistencia 

bacteriana. Las AuNP y AgNP son algunos ejemplos de cómo la nanotecnología ha jugado 
un papel importante en diversos campos de la ciencia y ha contribuido al progreso en 
medicina y en la industria farmacéutica (Giménez y col., 2016). En el grupo de 
investigación, se sintetizaron y caracterizaron AuNP y NP bimetálicas de oro y plata 
conjugadas y estabilizadas con azúcares (Hallett-Tapley y col., 2011; Fasciani y col., 2014; 
Silvero y col., 2014, Silvero y col., 2016). Estas NP fueron utilizadas como 
fotosensibilizadores para la PACT, y los resultados demostraron que las mismas 
presentan actividad frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas. Por otro lado, 
el mecanismo de acción de estas NP fue estudiado mediante microscopía electrónica de 
transmisión (TEM), donde en las imágenes obtenidas se pudo apreciar una disposición 
selectiva de las AuNPs alrededor de cocos Gram positivos debida posiblemente a la 
interacción electrostática entre la superficie de las NPs con carga positiva y la pared 
celular, constituida por peptidoglicano, con carga negativa (Silvero y col., 2016). Una vez 
establecida esta interacción, las AuNPs logran el efecto fototóxico por generación de 
EROs o causando directamente oxidación de macromoléculas por el gran incremento de 
temperatura localizado (Fasciani y col., 2014). 
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Las AuNP y AgNP se han utilizado ampliamente en aplicaciones biológicas (Lim y 
col., 2016; Rónavári y col., 2021; Paiva-Santos y col., 2021) por ejemplo, para la 
liberación de drogas, ya que son particularmente útiles debido a que pueden transportar 
múltiples grupos activos. Además, las NP esféricas con una gran variedad de 
modificaciones de superficie han demostrado no ser tóxicas en células humanas. En este 
sentido, es novedosa la unión de NP a antibióticos o moléculas biocompatibles, lo que 
abriría nuevas posibilidades para la investigación médica, favoreciendo la selectividad 
de las NP por las células procariotas, efectivizando el tiempo de acción antibacteriana 
de las NP (Huh y col., 2011; Li y col., 2014; Zhao y col., 2010). Esto representaría un 
novedoso enfoque para hacer frente a la creciente resistencia por parte de estos 

patógenos. 
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HIPÓTESIS, OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 

 

HIPÓTESIS 
 

Tomando en consideración los antecedentes citados, y con el interés de 
profundizar en la búsqueda de nuevos nanomateriales con actividad antibacteriana en 
cepas resistentes y nanomateriales con propiedades antifouling, la hipótesis de trabajo 
que motivó la realización de esta tesis de doctorado fue: 

 

“El desarrollo de nuevos compuestos, particularmente NP metálicas, tendría 
potencial actividad antibacteriana atribuible al efecto fotosensibilizador, y propiedades 
antifouling para el recubrimiento de dispositivos médicos”. 

OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar y estudiar nuevos compuestos con actividad antibacteriana contra 
patógenos de relevancia clínica, particularmente NP metálicas con potencial efecto 
fotosensibilizador y sus conjugados con antibióticos y moléculas biocompatibles. A 
partir de estos conocimientos, desarrollar un nanomaterial como recubrimiento 
antifouling para dispositivos médicos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Objetivo 1: Sintetizar AuNP mediante la reducción del catión Au+3, conjugarlas y 
estabilizarlas con antibióticos beta-lactámicos y aminoglucósidos. Sintetizar AgNP 
mediante la reducción de Ag+1, conjugarlas y estabilizarlas con lignina. 

Objetivo 2: Evaluar el efecto fotosensibilizador de las AuNP y AgNP sintetizadas en 
cultivos planctónicos y biofilms de cepas clínicas resistentes de Staphylococcus aureus y 
Pseudomonas aeruginosa. 

Objetivo 3: Investigar el posible mecanismo de acción de los compuestos 
mencionados.  

Objetivo 4: Desarrollar una formulación de hidrogel de AuNP para aplicación 
tópica.  

Objetivo 5: Desarrollar un recubrimiento antifouling para dispositivos médicos de 
plástico, mediante síntesis in situ de AuNP. Evaluar su efecto antifouling en cepas clínicas 
y de referencia de S. aureus, Escherichia coli y P. aeruginosa. 

 

 

  

 

 



 
24 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN: PARTE I. 

SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE NANOPARTÍCULAS METÁLICAS COMO 

FOTOSENSIBILIZADORES EN LA PACT 

 

2.1 Síntesis de nanopartículas de oro conjugadas y estabilizadas con trihidrato de 

amoxicilina (amoxi@AuNP) 
 

Las técnicas para sintetizar AuNP se clasifican en dos métodos principales, el 
método "bottom up" y el método “top down” (Shah y col., 2014). El método bottom up 
incluye técnicas de reducción térmicas, químicas, electroquímicas, fotoquímicas, entre 
otras. Este método implica el ensamblaje de átomos producidos por reducción de iones 
en nanoestructuras deseadas. El método top down como fotolitografía y litografía de 

haz de electrones, requiere eliminación de materia desde el material a granel para 
obtener la nanoestructura deseada. Si bien ambos métodos pueden generar AuNP de 
forma y tamaño deseados, el método top down tiene como inconveniente gran 
desperdicio de material, instrumentación compleja y alto costo. Para la síntesis de 
amoxi@AuNP se eligió el método bottom up, por su sencillez, fácil aplicación y 
formación de dispersiones coloidales estables por periodos prolongados, mediante la 
reducción térmica en un solo paso de Au+3 a Au0 en solución acuosa. Turkevich propuso 
un mecanismo de síntesis mediante el método bottom up, basado en las etapas de 
nucleación, crecimiento y aglomeración de átomos de oro (Bönnemann y col., 2001). En 
el Esquema 1 se muestran en forma representativa las etapas de la síntesis de AuNP. En 

la etapa inicial, se observa la rápida formación del núcleo de oro donde la sal metálica 
se reduce para dar átomos metálicos cerovalentes. Éstos pueden colisionar con otros 
iones metálicos y/o átomos metálicos para formar una semilla (seed) irreversible de 

núcleos metálicos estables. La etapa de formación del núcleo es seguida de la 
coalescencia del mismo a partículas más grandes. En la 3° etapa, ocurre un crecimiento 
lento de la partícula, sostenido por la continua reducción del precursor de oro. Por 
último, en la etapa final de crecimiento rápido se obtiene el tamaño final de la 
nanopartícula, donde el precursor de oro es consumido completamente. 
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Esquema 1.  Representación de las etapas de la síntesis de AuNP mediante el método 
bottom up, adaptado de Polte y col., (2010). 
 

Los compuestos de recubrimiento de superficies ya sean orgánicos, inorgánicos o 
poliméricos, son una parte integral de las NP y se utilizan para controlar el tamaño y la 
forma durante la síntesis, estabilizar evitando su aglomeración, proteger y direccionar 
las NP al sitio de acción. La superficie de las AuNP también puede ser modificada por 
agentes de recubrimiento que presentan diferentes funcionalidades, con el fin de 
brindar aplicabilidad a las AuNP en los campos de la biología y la medicina, ya que por sí 
mismas, son consideradas biológicamente inertes (Bönnemann y col., 2001). Varios 
trabajos científicos han reportado la utilización de compuestos antimicrobianos para 
funcionalizar y estabilizar AuNP destinadas al tratamiento de infecciones microbianas 
(Vigderman y col., 2013; Zhang y col., 2015; Rajchakit y col., 2017; Gad y col., 2018; Fan 
y col., 2019; Rahimi y col.; 2019; Kumar y col., 2019; Khan y col., 2021), en los cuales se 

concluye que las NP conjugadas con antibióticos exhiben una mayor actividad 
antibacteriana en comparación con el antibiótico o las NP solas, lo que indica un efecto 
sinérgico (Gu y col., 2003; Smekalova y col., 2016). Además, las NP metálicas dirigen el 

antibiótico al sitio de acción minimizando los efectos adversos (Slavin y col., 2017; Fakhri 
y col., 2017; Engin y col., 2019).  

La síntesis de amoxi@AuNP fue llevada a cabo en un solo paso mediante el método 

bottom up en solución (Shah y col., 2014) (ver página 112, sección 7.2.1 en Materiales y 
Métodos). Se utilizó como precursor de oro al ácido tetracloroáurico trihidrato 
(AuHCl4.3H2O), como agente reductor y estabilizador al mismo tiempo al antibiótico 
trihidrato de amoxicilina y como solvente agua MilliQ. Trihidrato de amoxicilina es un 
antibiótico β-lactámico (Neu 1987), uno de los más prescriptos dentro del grupo de las 
penicilinas (Maslamani y col., 2018; Huttner y col., 2019), cuyo mecanismo de acción es 
inhibir la formación de la pared celular bacteriana, tanto en bacterias Gram negativas 
como Gram positivas. El anillo β-lactámico (Figura 1) es la estructura responsable de 
dicha actividad antibacteriana (Hauser 2007). Trihidrato de amoxicilina fue utilizada 
como agente reductor y estabilizador al mismo tiempo para la síntesis de amoxi@AuNP, 
debido a que en su estructura molecular presenta un grupo amino libre (Figura 1) con 
afinidad por el núcleo de oro (Chen y col., 2006; Fouladgar y col., 2011). Según reportes, 
grupos sulfhidrilos, aminos e hidroxilos presentes en los antibióticos tienen una afinidad 
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de unión fuerte a débil por las AuNP (Wan y col., 2012; Zhou y col., 2012; Zhang y col., 
2008).  

 

 
 

 

Figura 1. Estructura molecular de amoxicilina. Anillo β-lactámico (círculo rojo) estructura 
responsable de la actividad antibacteriana, grupo amino libre (círculo azul) presenta 

afinidad por el núcleo de oro. 
 
Para la síntesis se ensayaron diferentes relaciones molares Au+3: trihidrato de 

amoxicilina y diferentes temperaturas en baño termostatizado (Tabla 1). Las condiciones 
experimentales elegidas fueron las que permitieron obtener amoxi@AuNP en menor 
tiempo de síntesis, NP más estables y con mayor grado de reproducibilidad. Con base 
en esto, se eligió la relación molar Au+3: trihidrato de amoxicilina, 10:1. La solución inicial 
de la mezcla del antibiótico y de la sal de oro presentó color amarillo pálido debido a la 
presencia de iones Au+3 en solución, y luego de 18 min a temperatura constante de 50°C, 
en baño termostatizado, la solución se tornó color rojo-violeta, característica que indica 

la formación de nanopartículas de oro (Silvero y col., 2014) (Figura 2). La síntesis de 
amoxi@AuNP fue reproducible tanto en material plástico (eppendorf) como material de 
vidrio (tubos de khan) (Figura 2). Como control fueron sintetizadas nanopartículas de 
oro (AuNP) sin recubrir, siguiendo protocolo de síntesis previamente descripto por Low 
y col., 2010, utilizando NaBH4 como agente reductor. 
 

Tabla 1. Condiciones experimentales ensayadas para la síntesis de amoxi@AuNP 
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Figura 2. Síntesis de amoxi@AuNP. 
 

El pH inicial de la dispersión coloidal de amoxi@AuNP obtenido fue de pH = 4,0, el 
mismo se generó por la disociación de AuHCl4 para liberar iones H+, lo que a su vez 
permite interacciones electrostáticas entre el grupo amino protonado de amoxicilina 
(pKa = 7,16) e iones AuCl4

- (Tsuji y col., 1978; Bakshi 2011).  
 

Diferentes antibióticos se han utilizado como agentes de recubrimiento en la 
síntesis de AuNP, entre ellos se pueden nombrar a vancomicina, ciprofloxacina, 
norfloxacina, estreptomicina, gentamicina, ampicilina, cefaclor (Zhang y col., 2015; Fan 
y col., 2019; Mohamed 2020). En los reportes de síntesis, además del antibiótico 
utilizado para funcionalizar AuNP, se utilizaron diferentes solventes como tolueno (Gu y 
col., 2003), agentes reductores como NaBH4 y citrato de sodio (Saha y col., 2007; Nirmala 
y col., 2007; Brown y col., 2012) y agentes estabilizadores como quitosano y liposomas 
(Chamundeeswari y col., 2010; Pornpattananangkul y col., 2011). En la síntesis de 
amoxi@AuNP, al utilizar amoxicilina como agente reductor y estabilizador, aplicando 
temperatura constante de 50°C y agua como solvente, se optimizaron las condiciones 
de síntesis en cuanto a tiempo, etapas de síntesis, utilización de solventes amigables con 
el medio ambiente, disminución en la cantidad de compuestos y energía, en 
comparación a lo anteriormente reportado. 

La temperatura con la que se lleva a cabo la síntesis, así como la relación molar 
Au+3: amoxicilina determinan la velocidad de reacción (Yin y col., 2014), en donde una 
alta concentración de Au+3 da como resultado la formación rápida de Au atómico (0). 

Cuando la síntesis de amoxi@AuNP fue realizada a temperatura ambiente y a 30°C, la 
formación de NP no fue observada hasta después de 2 días de reacción, revelando que 
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amoxicilina presenta capacidad reductora muy débil. Aumentando la temperatura de 
reacción a 50°C, el cambio visible de color que confirma la formación de AuNP se produjo 
en pocos minutos, demostrando la capacidad reductora de amoxicilina a temperaturas 
un poco más elevadas con respecto a la ambiental (Yin y col., 2014). 

 

2.2 Caracterización de amoxi@AuNP 

 

La Figura 3 corresponde al espectro de absorción de amoxi@AuNP, en el cual se 
observa la característica banda de absorción del plasmón de superficie de AuNP 
esféricas en la región verde del espectro UV-visible, centrado alrededor de los 540 nm. 
 

 
 

Figura 3. Espectro de absorción de amoxi@AuNP. 
 

La resonancia plasmónica de superficie (SPR) es producida por el movimiento de 
electrones libres en la banda de conducción causada por la interacción con un campo 
electromagnético (Xia y col., 2005) (Esquema 3). La absorción del plasmón está 

directamente relacionada con el tamaño y las formas de las NP en solución coloidal. La 
presencia de una segunda banda de absorción alrededor de 950 nm en el espectro de 
amoxi@AuNP corresponde al plasmón de bandas de absorción de nanoestructuras con 
formas más complejas. Los picos de absorción en la zona roja del espectro visible son 
detectados a medida que las NP presentan diferentes formas y tamaños (Kelly y col., 
2003). 
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Esquema 3. Representación de la resonancia plasmónica de superficie de nanopartículas 
metálicas. 

 
Un aspecto muy importante en la última etapa de la síntesis es el lavado de las 

amoxi@AuNP. Una vez sintetizadas, se lavaron mediante 2 ciclos de centrifugación, con 
el fin de descartar moléculas de trihidrato de amoxicilina que no se unieron a las 
nanopartículas. Mediante espectroscopía UV visible se controlaron los cambios en la SPR 
sobre el sedimento resuspendido en agua MilliQ (MQ) y la absorción de la molécula de 
trihidrato de amoxicilina presente en el sobrenadante. Luego del 2° ciclo de lavado, el 
pico de absorción máximo a 230 nm correspondiente a trihidrato de amoxicilina  no fue 

detectado en el sobrenadante (https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/a8523pis.pdf), y no se observaron 
cambios en el máximo de absorción del plasmón de superficie de las amoxi@AuNP 

resuspendidas (Figura 4). El pH inicial de amoxi@AuNP (pH=4,0) aumentó a 7,0 luego de 
los ciclos de lavado, en correspondencia con el del agua MQ utilizada para resuspender 
las nanopartículas. 
 

 
 

Figura 4. Espectros de absorción de: trihidrato de amoxicilina y sobrenadante de 
amoxi@AuNP (A), amoxi@AuNP sin lavar y luego del segundo ciclo de lavado (B). 
 

Numerosos estudios han examinado el efecto que tienen los métodos de 
purificación (principalmente centrifugación) en la estabilidad coloidal de AuNP con 
respecto a diferentes parámetros como la velocidad de centrifugado, el número de 
lavados y la eliminación de los agentes reductores y estabilizadores en solución. Estos 
estudios concluyen que la selección cuidadosa de un método de purificación apropiado 
es fundamental para mantener la estabilidad de AuNP, porque la centrifugación excesiva 
causa tanto agregación como cambios morfológicos debidos, en parte, a la eliminación 
de los agentes reductores y estabilizadores de la solución (Ray y col., 2015).  

 

2.2.1 Caracterización de amoxi@AuNP por TEM 

 

El tamaño y forma de las NP se ve afectada por parámetros de reacción, tales como 

fuerza del agente reductor, concentración de precursores metálicos, concentración de 
agentes reductores, temperatura y pH de reacción (Huang y col., 2015). Por ello, se 
decidió realizar microscopía electrónica de transmisión (TEM) para caracterizar las 
formas y tamaños de amoxi@AuNP sintetizadas (ver página 112, sección 7.2.2 en 
Materiales y Métodos). Las micrografías electrónicas de transmisión revelaron 

https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/a8523pis.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/a8523pis.pdf
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diferentes formas y tamaños de amoxi@AuNP (Figura 5). La mayoría de la población está 
compuesta por nanoesferas. Además, se observaron nanoplacas triangulares y 
hexagonales y pocos nanorods. 
 

 
 
 

Figura 5. Imágenes de amoxi@AuNP obtenidas a partir de TEM. Se observan 
nanoesferas (flechas amarillas), nanoplacas triangulares (flechas verdes), nanoplacas 
hexagonales (flechas azules) y nanorods (flecha roja). 
 

Un mínimo de 2300 nanopartículas se analizó estadísticamente utilizando el 
software ImageJ®. En la Figura 6 se observa la distribución de tamaños de las 
nanopartículas sintetizadas.  
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Figura 6. Distribución de tamaños de nanoesferas de oro (n=2353), nanoplacas de oro 

triangulares (n=642) y nanoplacas de oro hexagonales (n=489). 
 

El análisis estadístico mostró que la dispersión de amoxi@AuNP está compuesta por 

un 86% de nanoesferas de diámetro promedio de 50 ± 2 nm, 8% de nanoplacas triangulares 
de lado promedio de 100 ± 13 nm, 3% de nanoplacas hexagonales de lado promedio de 77 ± 
7 nm, 2% de nanoplacas poligonales irregulares y 1% de otras formas, incluyendo nanorods 

(longitud <100 nm) (Figura 7). 
 

 
 

Figura 7. Composición de la dispersión de amoxi@AuNP. 
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 Esta polidispersidad puede explicar la absorción compleja del espectro obtenido 
(Figura 4). El pico a 540 nm se atribuye a las nanopartículas esféricas más pequeñas, 
mientras que la absorción por debajo de 450 y por encima de 750 es más probable 
debido a la dispersión de la luz de las formas laminares más grandes, las nanoplacas 
exhiben una fuerte absorbancia de plasmón superficial en el intervalo cercano al 
infrarrojo de 700-3000 nm (Au y col., 2010). Las nanoplacas de oro exhiben líneas de luz 
y oscuridad al ser observadas en las imágenes TEM (Figura 5), esto es causado por la 
dispersión del haz de electrones debido a la curvatura/ondulación de la nanopartícula 
(Au y col., 2010). 

La fuerza del agente reductor (o la facilidad con la que se oxida), juega un rol 

importante en el proceso de reducción, porque influye en la morfología de las NP 
obtenidas. Los agentes reductores débiles como el citrato de sodio (método de 
Turkevich), llevan a cabo una reducción lenta del precursor de oro dando como 

resultado partículas más grandes y polidispersas, debido a la formación de nuevos 
núcleos de oro, mientras los preexistentes continúan creciendo. Los agentes reductores 
fuertes como el NaBH4 que producen reducción instantánea de iones de oro, en 
condiciones de temperatura ambiental dan como resultado NP pequeñas y menos 
polidispersas que con citrato de sodio (Carnovale y col., 2016). Las microplacas 
obtenidas probablemente serían el resultado de la lenta reducción de algunos iones de 
oro derivada del poder reductor suave de la amoxicilina, y formación de conglomerados, 
ya que se encuentran predominantemente después de un tiempo de reacción a 
temperaturas bajas. Huang y col. (2015) utilizaron en la síntesis, albúmina de suero 
ovino, y demostraron que la temperatura afectaba la tasa de reducción de iones 
metálicos, así como las tasas de nucleación y crecimiento de nanomateriales metálicos. 
Es conocido que el pH es otro factor crucial que influye en la tasa de reducción, porque 
los potenciales de reducción de las especies de Au cambian con un pH variable. Por lo 
tanto, un entorno de pH bajo permitió una disminución de la tasa de reducción del 

precursor de oro y la consiguiente formación de nanoplacas (Zhan y col., 2012).  
La relación de concentraciones entre el precursor metálico y el agente reductor es 

también un parámetro importante para controlar los tamaños y formas de AuNP. Una 

concentración más elevada del agente reductor en comparación con el precursor de Au 
conduce a la formación de AuNP más pequeñas, debido al efecto de recubrimiento por 
parte del reductor (Zhang y col., 2015).  

Las nanoplacas han sido sintetizadas de diversas maneras a través de procesos 
térmicos y fotoquímicos. De acuerdo con Zhan y col. (2012), los átomos de Au podrían 
ser fácilmente adsorbidos en las caras laterales de las nanoplacas siguiendo la dirección 
enérgicamente más favorable, donde ocurre un proceso de "fusión", conduciendo al 
crecimiento de la placa.  

Las mediciones de dispersión dinámica de la luz (DLS) y el potencial ζ fueron 
realizadas para investigar el tamaño hidrodinámico y carga superficial de las 
nanopartículas, respectivamente. Los resultados de distribución de intensidad de DLS 
para amoxi@AuNP mostraron que el 92% de las nanopartículas tienen un diámetro 
promedio de de 79 ± 43 nm (Figura 8). La amplia distribución de tamaños de partícula 
demostrada por esta técnica se atribuye a la presencia de nanoestructuras no esféricas 
más grandes, en contraste con las AuNP sintetizados con NaBH4 (AuNPs sin recubrir) que 
muestran una forma más monodispersa de distribución de tamaños: 8 ± 2 nm.  
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Figura 8. Distribución de tamaños por intensidad obtenidos a partir de DLS 

 

El potencial ζ está relacionado con la carga superficial, una propiedad que todos 
los materiales poseen o adquieren cuando están suspendidos en un fluido, que brinda 
información acerca de la estabilidad coloidal. Cada coloide contiene una carga eléctrica 
que suele ser de naturaleza negativa, aunque también puede ser positiva. Estas cargas 
producen fuerzas de repulsión electrostática entre los coloides vecinos. Si la carga es 
suficientemente elevada, los coloides permanecen dispersos y en suspensión. 
Reduciendo o eliminando estas cargas se obtiene el efecto opuesto y los coloides se 
aglomeran y sedimentan fuera de la suspensión. Las dispersiones de nanopartículas con 

valores de potencial ζ  de ± 0-10 mV, ± 10-20 mV, ± 20-30 mV y ˃ ±30 mV se clasifican 
como altamente inestables, relativamente estables, moderadamente estables y 
altamente estables, respectivamente (Bhattacharjee y col., 2016). El valor de potencial 
ζ encontrado para amoxi@AuNPs fue de +30 ± 7 mV, lo que confirma la efectividad de 

la amoxicilina como estabilizador coloidal. 
La unión de amoxicilina a las nanopartículas de Au se analizó mediante 

espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR). Se liofilizaron muestras 
de trihidrato de amoxicilina, AuNP sin recubrir sintetizadas con NaBH4 y amoxi@AuNP, 
luego se midieron mediante FT-IR en condiciones de baja temperatura (Figura 9). 
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Figura 9. Espectros FT-IR de AuNP sin recubrir (a), amoxi@AuNP (b) y trihidrato de 
amoxicilina (c). 
 

Se puede apreciar en la Figura 9 que el trihidrato de amoxicilina presenta las 
bandas de absorción características a 3459,95 cm-1 correspondiente a la tensión N-H del 
grupo amino, a 1687,44 cm-1 la banda que corresponde a la tensión C=O de la amida 1° 
y flexión N-H del grupo amino, y a 1771,72 cm-1 la tensión C=O del anillo β-lactámico, 
responsable de la actividad antibacteriana de amoxicilina según lo reportado por Bisson 
y col. (2010).  

En el espectro de amoxi@AuNP se observó un corrimiento hacia longitudes de 

onda más largas de las bandas que aparecen a 3459,95 cm-1 y a 1687,44 cm-1 en el 
espectro de amoxicilina, coincidente con lo descripto (Rastogi y col., 2012; Sofokleous y 
col., 2013). La banda que corresponde a la tensión C-N alifático presente a 1111 cm-1 en 
el espectro de amoxicilina, se desplazó hacia longitudes de onda mayores en el espectro 

de amoxi@AuNP, esta banda resultó más ancha y de mayor intensidad (Leff y col., 1996). 
Estos desplazamientos de bandas en el espectro FT-IR comprueban la unión de trihidrato 
de amoxicilina a las nanopartículas. Cabe destacar que el sitio activo del antibiótico se 

conserva luego de la conjugación con la superficie de las nanopartículas, ya que la señal 
de la tensión C = O del anillo β-lactámico permanece en el espectro FT-IR de la nueva 
nanopartícula. 

Para determinar la cantidad de trihidrato de amoxicilina unida a las nanopartículas 
se realizó un análisis termogravimétrico (TGA). El estudio TGA de muestras de 
amoxi@AuNP previamente secadas en estufa a 37 °C, indicó un 11% de carga de la 
molécula orgánica en las AuNP. Esta cantidad fue suficiente para estabilizar la 
nanopartícula, y resultó ser muy baja en comparación con la dosis diaria de amoxicilina 
administrada a un paciente (generalmente se usan 500 mg por dosis). Esto evitaría todos 
los efectos secundarios de la propia amoxicilina (Schrag y col., 2001; Gillies y col., 2015). 
 



 
35 

 

 

2.3 Estabilidad coloidal de amoxi@AuNP 

 

La estabilidad de las nanopartículas es un requisito previo importante para su uso 
en aplicaciones in vitro e in vivo (Gupta y col., 2016). En general, la mayoría de los medios 
de cultivo de células bacterianas y de células eucariotas están compuestos por 
soluciones buffer, sales inorgánicas y macromoléculas biológicas. Cuando las 
nanopartículas son dispersadas en los medios de cultivo, pueden sufrir agregación, 
disolución o conducir a la adsorción indeseable de componentes biológicos presentes 
en dichos medios. Por estas razones, es esencial evaluar la estabilidad de las 
nanopartículas antes de realizar experimentos celulares para observar si se preserva la 
integridad de las mismas durante los experimentos. 

Las mediciones de estabilidad coloidal de amoxi@AuNP en diferentes soluciones 
buffer y medios de cultivo se realizaron basándose en cambios en los máximos de 
absorbancia plasmónica en diferentes puntos temporales (ver página 113, sección 7.2.3 

en Materiales y Métodos). La estabilidad se consideró como el tiempo que lleva una 
disminución o aumento del 20% en la absorción de plasmón en la longitud de onda en 
su absorbancia máxima inicial (Weerasekera y col., 2016). Utilizando espectrofotometría 

UV-Vis, las mediciones de estabilidad se llevaron a cabo durante 7 días, evaluando la 
máxima concentración de amoxi@AuNP que se utilizó para los ensayos in vitro (1,5 
μg/mL). 

Los espectros de UV-Vis de amoxi@AuNP mostraron una gran estabilidad en los 
medios de cultivo ensayados. Las NP fueron estables a las concentraciones de buffer PBS 
de 37,5% durante 48 h y de 25, 12,5 y 7,5% durante 72 h; en caldo Mueller Hinton (MH) 
al 25% durante 48 h, y a las concentraciones de 12,5 y 7,5% durante 168 h; en caldo 
tripteína soya (TS) al 25, 12,5 y 7,5% durante 24, 96 y 168 h respectivamente, en caldo 
cerebro corazón (CC) a las concentraciones de 25, 12,5 y 7,5% fueron estables durante 
24 h, en caldo Luria Bertani (LB) al 12,5 % fueron estables durante 24 h y para la 
concentración de 7,5% durante 168 h, en agua Milli-Q durante 96 h. Transcurridos  estos 
tiempos, se observó la precipitación de las amoxi@AuNP en los medios de cultivos 
mencionados anteriormente. A su vez, las NP precipitaron inmediatamente en 
diferentes concentraciones de solución fisiológica (NaCl 0,9%), y en el resto de los 

medios de cultivo con alta concentración de sal (100 y 50%). En la Figura 10 se observan 
los espectros de amoxi@AuNP en los medios de cultivo a las concentraciones en que las 
NP permanecieron estables. 



 
36 

 
 

Figura 10. Espectros de absorción de amoxi@AuNP en buffer PBS, caldo MH, caldo TS, 

caldo CC y caldo LB, a las concentraciones y períodos de tiempo en los que las NP 
permanecieron estables. 
 

En medios biológicos, la estabilidad coloidal es significativamente dependiente de 
las propiedades intrínsecas de las NP, como la funcionalización de superficie y carga, la 
resistencia iónica, pH y composición de proteínas de los medios de cultivo (Gebauer y 
col., 2012). Las NP se agregan en medios de cultivo con un alto contenido de electrolitos. 
Las altas fuerzas iónicas en todos los medios de cultivo al 100 y 50% es probablemente 
una de las razones de aglomeración de amoxi@AuNP (Ji y col., 2010). Generalmente, las 
NP se estabilizan en solución por una barrera repulsiva que evita la aglomeración de 
partículas al colisionar unas con otras. La estabilización se puede lograr por repulsión 
electrostática o estérica (Segets y col., 2011; Kohut y col., 2007). La primera depende de 
la carga superficial de las partículas, y esta repulsión electrostática se destruye por la 

presencia de altas concentraciones de electrolitos. La presencia de proteínas en los 
medios de cultivo puede estabilizar las NP mediante efectos estéricos para evitar su 
aglomeración, incluso en presencia de concentraciones de electrolitos fisiológicos 
(Bönnemann y col., 2001; Gebauer y col., 2012). Los caldos de cultivo MH, TS, CC y 
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LB, contienen nutrientes mínimos disponibles para crecimiento bacteriano, presentan 
una composición relativamente baja de fuerza iónica en comparación con la solución 
fisiológica, y están compuestos por moléculas biológicas como proteínas y azúcares. El 
caldo MH es un medio compuesto por altas concentraciones de proteínas, como la 
caseína y bajas concentraciones de electrolitos con respecto al resto de los caldos 
evaluados. Esto explicaría la estabilidad de amoxi@AuNP en caldo MH durante más 
tiempo con respecto a los caldos TS, CC y LB. A medida que los medios de cultivo se 
diluyen, aumenta la estabilidad de amoxi@AuNP. La concentración del medio de cultivo 
elegido para realizar los ensayos de actividad antibacteriana de las NP fue de 37,5%, ya 
que a esta concentración, las NP permanecen estables, permitiendo el desarrollo 

bacteriano (Medina y col., 2017; Warren y col., 2019). 
En base a los resultados obtenidos, se comprueba la eficacia de trihidrato de 

amoxicilina como agente estabilizador de amoxi@AuNP en diferentes medios de cultivo 

celular. 
 

2.4 Síntesis de nanopartículas de plata conjugadas y estabilizadas con lignina 

(lignina@AgNP) 
 

El interés en el uso de agentes de recubrimiento de NP amigables con el medio 
ambiente, como así también el uso de recursos sustentables y económicos para 
aplicaciones antimicrobianas se ha incrementado a lo largo de los años (Johnston y 

col., 2012; Tsai y col., 2017; Sathiyabam y col., 2018). Por esta razón para la síntesis de 
AgNP se utilizaron agentes de recubrimiento económicos y no tóxicos, como la lignina, 
y como único solvente se utilizó agua MilliQ. 

La lignina es el segundo polímero natural más abundante en la tierra después de 
la celulosa, es un subproducto tradicional de bajo valor en la industria del papel y de la 
pulpa, que se está convirtiendo gradualmente en una salida importante de la industria 
forestal, debido a su composición química. Existe un creciente interés en la búsqueda 
de aplicaciones de valor agregado para la lignina, que tradicionalmente ha sido 
considerada como desecho y se utilizaba para la generación de calor (Kai y col., 2016). 
Debido a su estructura aromática y a la presencia de grupos funcionales, la lignina tiene 
aplicaciones como aditivo en lubricantes, combustible, en la detección de metales 
pesados o peróxido de hidrógeno, y nanopartículas de lignina con propiedades 
antimicrobianas (Berghel y col., 2013; Shen y col., 2014; Aadil y col., 2016; Mu y col., 
2018; Yang y col., 2018; Berghel y col., 2013; Schneider y col., 2021). 

El término "lignina" abarca una amplia gama de estructuras químicas que incluso 
en la naturaleza varía según el tipo de especie y el entorno en el que crecen los árboles. 
Pero la lignina nunca se extrae intacta, debido a que los tratamientos mecánicos, 

térmicos y químicos requeridos para su extracción cambian su composición química, 
color y solubilidad. Las modificaciones químicas pueden dar como resultado lignina 
insoluble o soluble en agua. 

La lignina es el polímero natural más complejo en relación con su estructura y 
heterogeneidad, por esta razón no es posible describir una estructura definida de la 
lignina; pero la característica química principal es que contiene grupos fenólicos, los 
cuales son responsables de su actividad antioxidante (Rak y col., 2014; Aadil y col., 2014) 
(Figura 11). También contienen carbohidratos unidos al resto de la estructura polimérica 
(Aadil y col., 2016; Marulasiddeshwara y col., 2017). Además de sus propiedades 
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antioxidantes, se ha demostrado que la lignina puede actuar como agente reductor en 
la síntesis de nanopartículas metálicas (Rak y col., 2014). Los grupos fenólicos 
adyacentes a los grupos metoxilos en las estructuras de lignina, y los grupos carboxílicos, 
pueden oxidarse y, por lo tanto, usarse como agentes reductores. Además, a pH básicos, 
los grupos fenólicos de lignina se encuentran desprotonados, favoreciendo su capacidad 
reductora (Quiñones Muñoz y col., 2018). 

 

 

 
 

 

Figura 11. Estructura de lignina. 
 

          Varios métodos térmicos fueron reportados para la síntesis de AgNP, y para 
controlar la morfología y polidispersidad de las NP (Akaighe y col., 2011; Liang y col., 
2010; Marulasiddeshwara y col., 2017; Torras y col., 2020; Liu y col., 2014; Shankar y 

col., 2017). La síntesis térmica de AgNP suele ser rápida, algunas veces se obtiene 
polidispersidad de partículas y frecuentemente se requieren agentes reductores fuertes 
y altas temperaturas (Stamplecoskie y col., 2010).  

Los métodos fotoquímicos también han sido desarrollados para la síntesis de 
nanopartículas esféricas, dodecaedros, y nanoprismas (Jin y col., 2001; Cardoso-Avila y 
col., 2015; Stamplecoskie y col., 2010). Los métodos fotoquímicos presentan la ventaja 
de evitar el uso de agentes reductores fuertes y nocivos, además de que la síntesis puede 
ser llevada a cabo a temperatura ambiente (Stamplecoskie y col., 2010).  
 

La síntesis de lignina@AgNP fue llevada a cabo en un solo paso mediante la técnica 
bottom up descripta anteriormente (Shah y col., 2014), a través de métodos térmicos y 
fotoquímicos, utilizando material de plástico (eppendorf y tubos falcon) y viables de 

vidrio, respectivamente, sin tapar durante la síntesis (ver página 113, sección 7.3.1 en 
Materiales y Métodos). Como precursor de plata se utilizó la sal de AgNO3 y como 
agentes reductores y estabilizadores al mismo tiempo, se utilizaron tres tipos diferentes 
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de lignina (Tabla 2), lignina alcalina (Álcali-lignina) disponible comercialmente en Sigma 
Aldrich, y dos ligninas provenientes de una compañía local de pulpa y papel de la ciudad 
de Ottawa, Canadá: ZHL-lignina (despolimerizada) y AL-lignina (extracto de álcali). En la 
tabla 3 se muestran las condiciones experimentales utilizadas para la síntesis de 
lignina@AgNP.  

 

Tabla 2. Ligninas utilizadas para la síntesis de lignina@AgNP. 
 
 

 
 

Tabla 3. Condiciones experimentales ensayadas para la síntesis de lignina@AgNP. 
 

 
 

El precursor de plata y la lignina comercial (álcali-lignina) fueron disueltos en agua 
MilliQ, ZHL-lignina y AL-lignina fueron disueltas en agua MilliQ ajustando el pH hasta 12 

con el agregado de NaOH. Todas las soluciones fueron preparadas en el momento de la 
síntesis. En general, 0,5 mL de la solución del precursor metálico se añadió a 0,5 mL de 
lignina (0,4 mg/ mL) y el volumen de la solución fue aumentado a un volumen final de 2 

mL. En el método de síntesis térmico, las soluciones se calentaron a temperaturas entre 
55-60°C en baño termostatizado, manteniendo la temperatura constante durante el 
tiempo ensayado. El método fotoquímico se realizó por irradiación directa de la mezcla 

de reacción con luces LED de 405, 465, 530 y 730 nm de longitud de onda. La 
metodología y condiciones experimentales que proporcionaron la obtención de 
lignina@AgNP más estables en menor tiempo de síntesis y con mayor grado de 
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reproducibilidad fueron las seleccionadas. En base a esto, para la síntesis de AgNP 
conjugadas con álcali-lignina (álcali@AgNP), ZHL-lignina (ZHL@AgNP) y AL-lignina 
(AL@AgNP), se eligieron las condiciones representadas en la Tabla 4. El cambio de color 
de la solución a amarillo indicó la formación de AgNP debido a la reducción de Ag+1 a Ag0 
por lignina (Shankar y col., 2017). 
 

Tabla 4. Condiciones experimentales seleccionadas para la obtención de lignina@AgNP 
 

 
 

Las dispersiones coloidales de las lignina@AgNP obtenidas fueron lavadas con 
agua MilliQ mediante un ciclo de centrifugación para eliminar lignina libre y/o precursor 
metálico sin reaccionar. Las lignina@AgNP fueron resuspendidas en 200 µL de agua 
MilliQ (solución stock), y luego esta solución fue diluida en un factor de 10 para la 
caracterización de las NP mediante espectroscopía UV-Vis, TEM, DLS y potencial ζ. Para 

ensayos de estabilidad coloidal y determinación de la concentración inhibitoria mínima 
(CIM) de las NP, se utilizaron las soluciones stock de las tres lignina@AgNP sintetizadas. 
El pH inicial de la dispersión de álcali@AgNP fue de 7, y el de las dispersiones de 
ZHL@AgNP y AL@AgNP fue de aproximadamente 10. Luego del lavado, el pH de las tres 
dispersiones coloidales fue igual a 7, en correspondencia al pH del agua MilliQ que se 
utilizó para resuspender las NP. 

Además, se requirieron condiciones energéticas económicas, ya que las 
lignina@AgNP fueron obtenidas en 5 min luego de la exposición térmica o fotoquímica 
de la solución de plata y de la lignina, en comparación con reportes previamente 
descriptos (Shankar y col., 2017; Quintero-Quiroz y col., 2019; Li y col., 2019; Zevallos 

Torres y col., 2020; Wang y col., 2021), donde se necesitaron solventes tóxicos, y 
tiempos de síntesis prolongados para la obtención de AgNP. 

La fotorreducción del ión metálico Ag1+ mediada por grupos fenólicos presentes 
en la estructura de lignina se podría explicar mediante los siguientes mecanismos 
previamente reportados (Gaberell y col., 2003; Rose y col., 2006; Fujii y col., 2010; Yin y 
col., 2012; Yin y col., 2014):  

1-transferencia directa de carga eléctrica del grupo fenólico presente en la 
estructura de la lignina al ión metálico Ag1+. 

2- el grupo fenólico presente en lignina transfiere un electrón al O2 para producir 
radicales libres de anión superóxido (O2

. -), que subsecuentemente reduce los iones 
metálicos Ag1+ a Ag0. 

Para la síntesis fotoquímica se utilizaron luces LED, debido a su alta intensidad de 
emisión y bajo costo. Es importante resaltar que todas las longitudes de onda de 
irradiación probadas en la síntesis de lignina@AgNP favorecieron la formación de NP 
metálicas, debido a la capacidad de lignina para reducir térmicamente Ag1+ a Ag0 
(Stamplecoskie y col., 2010; Lanterna y col., 2014). Este resultado sugiere que la 
reducción de iones de plata es el resultado combinado de lignina y luz visible de una 
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determinada longitud de onda. Las dispersiones de álcali@AgNP y AL@AgNP fueron 
obtenidas después de 5 min de irradiación directa con luz LED azul de 465 nm, el tiempo 
y las condiciones de síntesis fueron optimizados, en comparación con lo reportado en 
otras síntesis fotoquímicas (Yin y col., 2012; Stamplecoskie y col., 2010; Cardoso-Avila y 
col., 2015; Lee y col., 2014; Lee y col., 2014; Tang y col., 2015; Liangwei y col., 2015), 
donde se requirió mayor tiempo de exposición a luz visible, luz UV, o combinación de 
ambas.   

 

2.5 Caracterización de lignina@AgNP  

 

La Figura 12 corresponde a los espectros de absorción de las ligninas@AgNP 
obtenidas, en los cuales se observa la característica banda de absorción del plasmón de 
superficie de AgNP centrado alrededor de los 420 nm del espectro UV-visible. De 
acuerdo a los espectros obtenidos, se obtuvieron AgNP predominantemente esféricas 
luego de la síntesis con los tres tipos de lignina.  
 

 
Figura 12. Espectro de absorción de lignina@AgNP. Álcali@AgNP (línea negra), 
ZHL@AgNP (línea roja) y AL@AgNP (línea azul). 
 

2.5.1 Caracterización de lignina@AgNP por TEM 

 

Las imágenes TEM de la Figura 13 revelan que las lignina@AgNP obtenidas fueron 
principalmente esféricas. En el caso de álcali@AgNP (Figura 13, A), las imágenes TEM 
mostraron formación de agregados, esto puede deberse a que para la síntesis se 
necesitaron 5 veces más iones Ag1+ en relación masa a álcali-lignina.  Como se mencionó 
anteriormente (sección 2.2.1 Caracterización de amoxi@AuNP por TEM) una 
concentración menor del agente reductor en comparación con el precursor metálico 
conduce a la formación de NP más grandes o agregados, debido a una disminución en la 
eficacia de recubrimiento por parte del reductor (Zhang y col., 2015). En el caso de 
ZHL@AgNP y AL@AgNP, la relación de masa de Ag+1: lignina fue de 1, las imágenes TEM 

revelaron una baja polidispersidad para estas NP. 
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Figura 13. Imágenes obtenidas a partir de TEM de álcali@lignina (A), ZHL@lignina (B) y 

AL@lignina (C). 
 

Un mínimo de 1200 nanopartículas se analizó estadísticamente utilizando el 

software ImageJ®. En la Figura 14 se observa la distribución de tamaños de las 
nanopartículas sintetizadas. El histograma A de la Figura 14 corresponde al diámetro 
promedio de las NP esféricas de álcali@AgNP de 8 ± 4 nm, en este cálculo se despreció 

el tamaño de los agregados. El diámetro promedio de ZHL@lignina y AL@lignina fue de 
13 ± 8 nm y 13 ± 6 nm, respectivamente. 
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Figura 14. Distribución de tamaños de lignina@AgNP (n=1200). Álcali@AgNP (A) 
(n=129), ZHL@lignina (B) (n=605) y AL@lignina (C) (n=527). 
 

El tamaño y la forma de las AgNP se ven afectados por condiciones de reacción 
como tiempo, temperatura, concentración de agente reductor y pH de la reacción. 

La influencia del tiempo y la temperatura de reacción en la morfología de AgNP 
fue investigada por Aadil y col. (2016) y Torras y col. (2020). Para la síntesis térmica de 
AgNP, se observó que, al aumentar el tiempo de reacción de segundos a 10 min, las 
partículas experimentan una disminución de tamaño, donde las nanoplacas formadas 
inicialmente en segundos, desaparecen a favor de la formación de nanopartículas 
esféricas monodispersas. A medida que aumentaba la temperatura de reacción, la 
velocidad de reducción también aumentaba y, por lo tanto, la mayoría de los iones Ag+ 
se consumieron en la formación de núcleos, bloqueando el proceso de reducción 
secundaria en la superficie del núcleo. De esta manera, fueron formadas NP pequeñas y 
monodispersas. 

Al realizar la síntesis de lignina@AgNP, el calentamiento de la solución acuosa de 
AgNO3 en presencia de ZHL-lignina provocó la reducción de Ag+1 a Ag0, permitiendo la 
rápida formación de muchos átomos de Ag que pueden crecer en morfologías 

favorecidas termodinámicamente como esferas. 
Cuando se forman los núcleos de Ag0, la lignina libre se une a las superficies de las 

NP debido a la afinidad de la superficie de Ag con el grupo hidroxilo de lignina, lo que 

resulta en pequeñas AgNP de forma esférica. Sin embargo, al disminuir la cantidad de 
lignina podría romper la simetría inicial, contribuyendo a la agregación de NP, como lo 
observado en la síntesis de álcali@AgNP. 

Estudios desarrollados por Khalil y col. (2014) y Aziz y col. (2018) informaron que 
un pH alcalino favorece la producción de nanopartículas más pequeñas. De acuerdo con 
lo reportado, para la síntesis de AgNP utilizaron extractos de plantas con alto contenido 
de grupos funcionales, entre ellos polifenoles y azúcares, y observaron que un pH 
alcalino favoreció la capacidad reductora y estabilizadora de los grupos antioxidantes 
del extracto. Por lo tanto, concentraciones bajas del precursor metálico AgNO3 y un pH 
alcalino genera NP esféricas pequeñas en los procesos de síntesis con ZHL-lignina y AL-
lignina. 

El tamaño hidrodinámico y el índice de polidispersidad (PDI) de lignina@AgNP fue 
medido mediante DLS. El valor de PDI se calcula a partir de los datos de correlación 
obtenidos del análisis DLS. Esta es una magnitud adimensional escalada entre 0 y 1. Los 

valores PDI superiores a 0,5 indican que la muestra es polidispersa. La carga superficial 
de las NP fue medida mediante potencial ζ. En la Tabla 5 se muestran en forma 
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comparativa los tamaños obtenidos mediante TEM y DLS, el PDI y potencial ζ de las tres 
lignina@AgNP sintetizadas. 
 

Tabla 5. Tamaños de lignina@AgNP obtenidos a partir de imágenes TEM, y análisis DLS. 
PDI y potencial ζ. 
 

 
 

Se puede observar que el tamaño hidrodinámico de las tres AgNP fue 
considerablemente mayor al diámetro obtenido a partir de las imágenes TEM, esto 
comprueba la presencia de la lignina como agente de recubrimiento de las AgNP, 
además de actuar como reductor en la síntesis. La estabilidad electrostática de las 
partículas medidas por el potencial zeta también puede explicar la presencia de agentes 
de protección que mantienen las partículas dispersas en solución. En las tres 
lignina@AgNP sintetizadas el potencial zeta es mayor a ± 30 mV, demostrando el efecto 
estabilizador de las ligninas, el valor absoluto del potencial fue aún mayor para 
ZHL@AgNP y AL@AgNP en comparación con álcali@AgNP.  

En general, las lignina@AgNP esféricas sintetizadas son bastante monodispersas 
según las imágenes TEM (excepto en el caso de las álcali@AgNP). Sin embargo, 
AL@AgNP y álcali@AgNP muestran cierto grado de polidispersidad según las mediciones 
de DLS (PDI> 0,5), en comparación con ZHL@AgNP (PDI< 0,5). Esto podría explicarse en 
relación con los métodos de síntesis elegidos para las NP. La obtención de ZHL@AgNP 
fue realizada mediante síntesis térmica, mientras que las dos AgNP restantes se 
obtuvieron mediante síntesis fotoquímica. De acuerdo con Yin y col. (2014), en la síntesis 
de AgNP bajo irradiación con luz, la oscilación de electrones en condiciones resonantes 
resulta en una distribución no uniforme de carga superficial en las AgNPs y la creación 
de un dipolo oscilante. Esta atracción dipolo-dipolo entre partículas es lo 
suficientemente fuerte para impulsar la agregación de estas, en comparación con la 
síntesis térmica de AgNP, donde no se observó un efecto significativo sobre el tamaño 
de los NP con un aumento de la temperatura de incubación. 

En base a los resultados, es posible concluir que los parámetros de reacción de la 
síntesis de AgNP son muy importantes para las características de las nanopartículas 
resultantes y afectan directamente su distribución de tamaño, aglomeración y 
morfología. 

La unión de lignina a las AgNP se analizó mediante FT-IR de reflexión total 
atenuada (ATR). La ATR es una técnica de muestreo utilizada junto con la espectroscopía 
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infrarroja que permite examinar las muestras directamente en estado sólido o líquido 
sin más preparación. 

En la Figura 15 se muestran los espectros infrarrojos de muestras líquidas de 
lignina@AgNP sintetizadas y de las correspondientes ligninas utilizadas en la síntesis. 
 

 

 
 

 

Figura 15. Espectros ATR FT-IR de las lignina solas (negro) y de los compuestos 
lignina@AgNP (azul). (A) álcali@AgNP, (B) AL@AgNP, (C) ZHL@AgNP.  
 

En los espectros FT-IR correspondientes a las ligninas se observó una banda ancha 
a la frecuencia de 3418 cm-1 correspondiente al estiramiento del hidroxilo (OH) del 
grupo fenólico.  Las bandas vibracionales correspondientes al estiramiento del grupo C-

H de los metilos y metilenos alifáticos aparecieron a 2935 cm-1. Las bandas 
características de anillos aromáticos se observaron entre 1595 y 1512 cm-1. Dos picos 
distintivos correspondientes a la deformación C-O de grupos alcohólicos fueron 

observados a 1079 y 1030 cm-1.  
En los espectros correspondientes a las tres lignina@AgNP sintetizadas se observó 

un corrimiento de la banda vibracional del grupo OH y de la banda que aparece a la 
frecuencia de 2935 cm-1, lo que demuestra la unión electrostática entre lignina y AgNP 
(Aadil y col., 2016). Además, en los espectros de las tres muestras de lignina@AgNP, se 
observó una fuerte banda alrededor de 1700 cm-1 y 1300 cm-1, correspondiente al grupo 
carbonilo (C=O), el cual sería el resultado de la oxidación del grupo R-OH de lignina, 
reduciendo simultáneamente Ag+1 a Ag0 (Rak y col., 2016; Marulasiddeshwara y col., 
2017). Las otras bandas obtenidas en el espectro FT-IR de AgNP fueron características 
de la lignina para diversos estiramientos, flexiones y deformaciones de los enlaces 
respectivos. 
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Por último, la concentración de las tres muestras de lignina@AgNP fue 
determinada en base a los supuestos de que las NP son perfectamente esféricas y la 
distribución del tamaño es monodispersa. Mediante plasma de acoplamiento inductivo 
(ICP-OES) se determinó el contenido total de Ag en µg/mL, presente en la NP. 
 

2.6 Estabilidad coloidal de lignina@AgNP  

 

La estabilidad de las lignina@AgNP en diferentes medios biológicos fue 
determinado siguiendo los cambios en la banda de absorción del plasmón inicial en 
función del tiempo en cada medio (de acuerdo a la sección 2.3 Estabilidad de 

amoxi@AuNP). Las tres muestras de lignina@AgNP (solución stock) fueron 
resuspendidas en los de medios de cultivo caldo Luria Bertani (LB), buffer PBS y medio 
de cultivo celular Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) a las concentraciones de 
100; 50; 37,5 y 25% (ver página 114, sección 7.3.3 en Materiales y Métodos). La 
estabilidad fue determinada durante un período no mayor a los 10 días, donde un 20% 
de disminución o aumento en la banda de absorción inicial del plasmón fue aceptado 
como parámetro de estabilidad. La Figura 16 muestra la evolución de la banda de 
absorción del plasmón de las tres lignina@AgNP a las concentraciones de los medios de 
cultivo donde las NP fueron estables. 
 

 
 
 

Figura 16. Estabilidad de lignina@AgNP en los medios de cultivo buffer PBS, caldo LB y 

DMEM al 50%, durante un período no mayor a los 10 días. 
 

En los medios de cultivo LB y DMEM, las tres lignina@AgNP fueron estables por 
más de una semana a la concentración del 50% del medio. En buffer PBS al 50%, 
ZHL@AgNP y AL@AgNP fueron estables durante todo el período ensayado, mientras 
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que álcali@AgNP fue estable durante 2 días. Cuando las tres muestras de lignina@AgNP 
fueron resuspendidas en buffer PBS y en los medios de cultivo al 100%, las NP 
precipitaron al poco tiempo de contacto con los medios. El buffer PBS contiene 
concentraciones relativamente altas de iones monovalentes como Na+ y Cl−. La 
desestabilización y agregación de AgNP puede acelerarse en presencia de iones Cl−, lo 
que da como resultado el blindaje de la carga superficial y la formación de un precipitado 
de AgCl, comprometiendo así la integridad de AgNP (Weerasekera y col., 2017). Los 
medios de cultivo LB y DMEM están formados por cantidades variables de proteínas, 
azúcares y contraiones, compuestos que pueden adsorberse en las superficies de las tres 
muestras de AgNP, llevando a la agregación de las NP cuando son resuspendidas en los 

medios al 100%.  
Sin embargo, cuando las tres muestras de lignina@AgNP son resuspendidas en 

PBS y en los medios de cultivo al 50% muestran gran estabilidad a lo largo del tiempo 

ensayado, en comparación con trabajos previos (Shannahan y col., 2013; Sharma y col., 
2014; Weerasekera y col., 2017). Esto comprueba la eficiencia de lignina como agente 
estabilizador para AgNP.  

Es importante destacar que la síntesis de AL@AgNP y ZHL@AgNP se realizó a 
valores de pH altos (pH ~ 12), después de la centrifugación y el lavado, las NP fueron 
estables a valores de pH fisiológicos. 

El contenido de azúcar reportado en las ligninas ayuda a prevenir la aglomeración 
de las NP mediante estabilización estérica (Rahman y col., 2019). Esto se logra luego de 
la interacción electrostática entre las AgNP y la matriz polimérica de lignina (Mogoşanu 
y col., 2016). 

La síntesis de lignina@AgNP fue lograda mediante el uso de un biopolímero de 
bajo costo y biodegradable como es la lignina, utilizando un método de síntesis 
ecológico, efectivo, simple y económico.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN: PARTE II. 

EFICACIA DE LAS NANOPATÍCULAS METÁLICAS COMO FOTOSENSIBILIZADORES EN LA 

PACT 
 

3.1 Eficacia de amoxi@AuNP como fotosensibilizador para la PACT. Curvas de muerte 

bacteriana 

 

Las infecciones ocasionadas por Staphylococcus aureus son una de las causas más 

frecuentes de infección nosocomial y de la comunidad. En los últimos 50 años, este 
microorganismo ha desarrollado diferentes mecanismos de resistencia a antibióticos 
(Aguayo-Reyes y col., 2018). La resistencia a meticilina (SAMR) fue detectada en un 
primer momento en cepas hospitalarias y luego en cepas de la comunidad. En el año 
2013, en Argentina se reportó la primera cepa de S. aureus resistente a meticilina 
adquirida en la comunidad, con sensibilidad intermedia a vancomicina y sin sensibilidad 
a daptomicina (Errecalde y col., 2013). En el caso de bacilos Gram negativos no 
fermentadores, como Pseudomonas aeruginosa, ocasiona serios problemas en el 
ámbito de salud pública debido a su adaptación en diversos ambientes y a la 
multirresistencia a antimicrobianos, incluyendo aminoglucósidos, quinolonas, 
cefalosporinas y β-lactámicos, lo que repercute en opciones de tratamiento limitadas 
(Hancock y col., 2000; Pang y col., 2019; Savoldi y col., 2019; Fernández-Canigia y col., 
2012; Lee y col., 2017). Es por esto que surge la necesidad de desarrollar nuevas 
estrategias para el tratamiento de bacterias resistentes a antibióticos. 

En este trabajo, se evaluó el potencial de amoxi@AuNP como fotosensibilizador 
en la PACT mediante cinética de muerte bacteriana bajo excitación del plasmón, en cepa 
de referencia de S. aureus meticilino sensible (SAMS ATCC 293213), en cepas clínicas de 

S. aureus meticilino resistente (SAMR 9455) y P. aeruginosa (PAE 191150) (ver página 
116, sección 7.4 en Materiales y Métodos).  

Los ensayos microbiológicos se realizaron en buffer PBS a 37,5% v/v, lo que 

permite que las bacterias permanezcan metabólicamente activas y no interfieran con el 
control de la absorción del plasmón. 

Se eligió luz blanca para cubrir todos los picos de absorción de las diferentes 
nanopartículas observadas en las imágenes TEM. La irradiación a lo largo de todos los 
espectros visibles es necesaria para que la variedad de formas y tamaños de NP pueda 
ser excitada. La irradiación con luz blanca se llevó a cabo utilizando un panel de 
iluminación LEDs construido ad hoc (Figura 17). 

 

 
 

 

Figura 17. Panel de iluminación LED construido ad hoc, de 23,5 x 16,5 cm. Irradiancia 
(W/m2): 216,65.  
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En la Figura 18 se muestran las curvas de muerte bacteriana correspondiente a la 
cepa de referencia SAMS ATCC 29213 y a las cepas clínicas resistentes a meticilina SAMR 
9455 y PAE 191150. Las amoxi@AuNP presentaron un efecto bactericida a la 
concentración de 1,5 μg/mL después de 30 minutos de irradiación en las tres cepas 
ensayadas, y a la concentración de 0,15 μg/mL luego de 60 min de irradiación en las 
cepas SAMS ATCC 29213 y PAE 191150. Un resultado prometedor obtenido en esta tesis 
es que el efecto antibacteriano obtenido para estas nanopartículas se logró a tiempos 
más cortos en comparación a los nano-fotosensibilizadores probados previamente bajo 
condiciones de exposición similar (Fasciani y col., 2014; Silvero y col., 2016).  
 

 
 

Figura 18. Curvas de muerte bacteriana de SAMS ATCC 29213, SAMR 9455 y PAE 191150 
en condiciones de luz y oscuridad, en presencia de amoxi@AuNP 1,5 μg/mL (rojo), 
amoxi@AuNP 0,15 μg/mL (celeste), trihidrato de amoxicilina a la CIM de 2 μg/mL en 
SAMS ATCC 29213 y de 32 μg/mL en SAMR 9455 (verde) y buffer PBS (violeta). 
 

Los resultados obtenidos permitieron apreciar que la luz en sí misma no produjo 
daño o cambio en el crecimiento bacteriano. Los resultados obtenidos mostraron que, 
en condiciones de oscuridad, amoxi@AuNP no presentaron ningún efecto inhibitorio en 
las cepas clínicas resistentes durante todo el período ensayado, indicando que la 
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actividad antibacteriana de amoxi@AuNP se debe principalmente a su fototoxicidad, a 
diferencia de la cepa sensible a meticilina SAMS ATCC 29213, donde amoxi@AuNP 
presentó actividad bactericida después de 90 minutos en oscuridad. Esta actividad 
antibacteriana en oscuridad podría ser consecuencia del efecto sinérgico entre el 
antibiótico y la nanopartícula (Gu y col., 2003; Smekalova y col., 2016), ya que la 
amoxicilina por sí sola no presentó efecto inhibitorio a la concentración inhibitoria 
mínima (CIM) de 2 μg/mL en SAMS ATCC 29213 y de 32 μg/mL en SAMR 9455. Durante 
todo el procedimiento experimental, la temperatura se mantuvo a 37 °C tanto en luz 
como oscuridad. 

La excitación del plasmón superficial de AuNP puede inducir un calor localizado en 

la superficie de la nanopartícula, aumentando su temperatura hasta unos 300 °C 
(Kyrsting y col., 2011), suficiente para desnaturalizar biomoléculas presentes en las 
células bacterianas (St Denis y col., 2011; Ramasamy y col., 2014). Por lo tanto, la alta 

temperatura local experimentada por la bacteria en la proximidad a la superficie de la 
nanopartícula podría desencadenar su muerte (Huang y col., 2010). Otro posible 
mecanismo de acción en la PACT es la generación de especies reactivas del oxígeno 
(EROs) en presencia de oxígeno. Las EROs son las responsables de degradar los 
componentes que mantienen las funciones fisiológicas normales y la morfología 
estructural en las células bacterianas (Wang y col., 2017).  
 

3.2 Ensayos en biofilms bacterianos 

 

Aproximadamente el 80% de las infecciones bacterianas están relacionadas con la 
formación de biofilms, estructuras formadas por comunidades bacterianas cubiertas por 
una matriz extracelular que se desarrolla cuando los microorganismos interactúan unos 
con otros y se unen irreversiblemente a superficies vivas o inertes. En este estado, las 
bacterias forman una barrera que resiste tanto el efecto de los antimicrobianos como 
condiciones hostiles del medio ambiente, proporcionando una fuente de infecciones 
crónicas. Es por esto por lo que los biofilms bacterianos representan uno de los 
problemas más grandes en salud pública debido a la continua aparición de resistencia a 
la terapia antibiótica convencional, siendo hasta 100 ó 1000 veces más resistentes que 
las bacterias en estado libre o planctónico (Hoiby y col., 2010; Wang y col., 2017; Preda 
y col., 2019; Azevedo y col., 2020). Tanto las bacterias Gram-positivas, como S. aureus y 
las bacterias Gram-negativas, como P. aeruginosa pueden ser muy difíciles de erradicar 
cuando forman biofilms, y causan severos problemas en pacientes 
inmunocomprometidos, ocasionando casos de fibrosis quística, infecciones graves en 
heridas, neumonías, endocarditis, meningitis, sepsis, infecciones que están asociados 
con una alta tasa de mortalidad (Lee y col., 2017; Vašková y col., 2020).  
 

3.2.1 Cuantificación de la masa de biofilm con la tinción con Cristal Violeta (CV)  

 

Se evaluó la formación de biofilm bacteriano en dos cepas clínicas de S. aureus 
meticilino resistentes (SAMR 771 y SAMR 773) y en dos cepas de P. aeruginosa 
resistentes a antibióticos (PAE 191150 y PAE 189718) mediante la técnica de tinción con 
cristal violeta (ver páginas 115 a 116, secciones 7.5.1, 7.5.2 y 7.5.3 en Materiales y 
Métodos). El cristal violeta utilizado para cuantificar la biomasa del biofilm es un 
colorante básico, que se une a moléculas con carga negativa en su superficie y a los 
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polisacáridos en la matriz extracelular, por lo tanto, la absorbancia obtenida se estima 
proporcional a la biomasa del biofilm formado. Esta técnica no permite diferenciar entre 
células vivas o muertas (Peeters y col., 2018; Stepanović y col., 2007).  

Las cuatro cepas estudiadas mostraron ser formadoras de biofilms, siendo las 
cepas PAE 191150 y PAE 189718 las que presentaron mayor producción de biomasa, con 
densidades ópticas (DO) de 4,18 ± 0,20 y 3,18 ± 0,16, respectivamente. La DO obtenida 
a partir de la biomasa de biofilm de la cepa SAMR 771 fue de 0,84 ± 0,09 y en la cepa de 
SAMR 773 de 0,45 ± 0,08, mostrando una moderada formación (Tabla 6). 

Los valores de densidad óptica (DO) obtenidos fueron interpretados de acuerdo 
con la escala establecida por Stepanovic y col. (2000), donde la biomasa total se 

cuantificó usando la siguiente escala: fuerte producción de biofilm (DO> 0,8), moderada 
formación de biofilm (0,4 < DO ≤ 0,8), débil formación de biofilm (0,2 < DO ≤ 0,4) y no 
producción de biofilm (DO ≤ 0,2). 
 

Tabla 6. Formación de biofilm de cepas clínicas SAMR y PAE resistentes a antibióticos. 
Cuantificación de la biomasa de biofilm mediante tinción con CV a 595 nm. 
 

 
 

La matriz extracelular actúa como agente de recubrimiento, material de adhesión 
y barrera protectora para las bacterias que conforman el biofilm, la misma está 
compuesta por exopolisacáridos, ADN extracelular, ARN, proteínas y lípidos. 
Aproximadamente el 97% del biofilm es agua, que es responsable del flujo de nutrientes 
necesarios para la supervivencia bacteriana dentro del biofilm (Preda y col., 2019). Los 
biofilms que contienen mayores cantidades de exopolisacáridos insolubles y ADN 
extracelular en su matriz muestran una mayor resistencia a los antimicrobianos (Gloag 
y col., 2018). 

P. aeruginosa se caracteriza por la formación de biofilms con gran desarrollo de 
matriz extracelular, como lo demuestran los resultados obtenidos en la Tabla 2. Su 
matriz extracelular está compuesta principalmente por polisacáridos, entre ellos 

alginato, el cual es es un polímero cargado negativamente de ácidos gulurónico y 
manurónico, es uno de los más estudiados ya que cumple una función importante en la 
retención de agua y nutrientes, como así también en la resistencia a antimicrobianos y 
en la evasión de la respuesta inmune (Lee y col., 2017).  
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Los estafilococos producen proteínas extracelulares que facilitan la unión 
intercelular en la formación del biofilm (Shukla y col., 2017). La matriz extracelular de 
biofilms de S. aureus está compuesta principalmente por proteínas citoplasmáticas y 
ADN extracelular, (Foulston y col, 2014; Moormeier y col., 2017), que favorecen el 
desarrollo y la estabilidad del biofilm, contribuyendo con la patogenia de S. aureus.   
 

3.2.2 Eficacia de amoxi@AuNP para la PACT en biofilms maduros. 

 

Mediante el ensayo colorimétrico con XTT (sal de tetrazolio) se evaluó la viabilidad 
celular en biofilms maduros de 24 h de SAMR 771, SAMR 773, PAE 191150 y PAE 189718 

(ver página 116, sección 7.5.4 en Materiales y Métodos). El XTT es reducido por los 
sistemas de transporte de electrones presentes en las bacterias, originando un producto 
de color naranja, muy soluble en agua llamado formazán. Dado que este compuesto es 
producto de la actividad metabólica de las bacterias, la cantidad formada es 
proporcional al número de bacterias viables (Peeters y col., 2018).  

Los biofilms maduros de las 4 cepas clínicas mostraron una reducción en su 
viabilidad celular luego de ser irradiados con luz LED blanca en presencia de 1,5 µg/mL 
de amoxi@AuNP (Figura 19). Se observó una disminución de la viabilidad celular 
respecto del control del 64% en el biofilm de SAMR 773 luego de 1 h de irradiación, y 
una reducción de la viabilidad celular de 59, 69 y 70% en biofilms de SAMR 771, PAE 
191150 y PAE 189718, respectivamente, luego de 3 h de irradiación.  

 

Figura 19. Cinética de viabilidad celular en biofilms de SAMR 771 (A), SAMR 773 (B), PAE 
191150 (C), PAE 189718 (D). Muestras irradiadas en presencia de 1,5 µg/mL 
amoxi@AuNP (cuadrados rojos). Muestras control irradiadas (PBS) (rombos de color 

azul claro). Muestras tratadas con 1,5 µg/mL de amoxi@AuNP en condiciones de 
oscuridad (triángulos azules) y muestras control en oscuridad (PBS) (círculos naranjas) 

Los resultados obtenidos indican que las cepas clínicas PAE 191150 y PAE 189718 
producen una mayor cantidad de biomasa en comparación con las muestras de biofilms 
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de SAMR, y su actividad metabólica es notablemente reducida después del tratamiento 
con amoxi@AuNP e irradiación. 

Las cepas tratadas con amoxi@AuNP en condiciones de oscuridad no presentaron 
cambios en la viabilidad, a su vez la luz por sí misma no produjo ningún efecto en la 
actividad metabólica, como se muestra en la Figura 19.  Cabe destacar que no fue 
necesario aumentar la concentración de amoxi@AuNP para observar una inhibición del 
metabolismo del biofilm, en comparación con lo reportado para la terapia con 
antimicrobianos de uso clínico, donde concentraciones de hasta 1000xCIM son 
necesarias para lograr una reducción en la viabilidad (Ciofu y col., 2017; Hall y col., 2017; 
Del Pozo y col., 2018). 

Además, no se observó una disminución de la viabilidad celular en biofilms de 
SAMR cuando fueron tratados con trihidrato de amoxicilina a la concentración de 
10xCIM (datos no mostrados), lo que demuestra que la actividad antimicrobiana se 

atribuye a las nanopartículas conjugadas e irradiadas.  
Los biofilms bacterianos están asociados con infecciones recurrentes que 

presentan resistencia a la terapia antibacteriana convencional. El uso de NP metálicas 
como fotosensibilizadores en la PACT representa un enfoque novedoso para el 
tratamiento de infecciones asociadas a biofilms (Hu y col., 2017). Las AuNP proporcionan 
una buena estrategia para tratar biofilms bacterianos, con el potencial de usarlas 
combinadas o recubiertas con antibióticos, además de presentar la ventaja de ser 
biocompatibles (Yang y col., 2019).  

Según lo reportado por Yao y col., (2017) y Kirui y col., (2019), una marcada 
reducción de la viabilidad celular en biofilms de SAMR y PAE fue obtenida después del 
tratamiento con terapia láser dirigida a AuNP en combinación con tratamiento de 
amikacina y gentamicina durante 24 h. En este trabajo, al utilizar por separado la terapia 
láser con AuNP y el tratamiento antibiótico, la reducción del metabolismo fue menor en 
comparación con la combinación de ambos tratamientos, demostrando que la terapia 

láser con AuNP potencia la actividad de los antibióticos, a través de la destrucción 
fototérmica de la matriz y los componentes celulares del biofilm. 

En otro estudio realizado por Meeker y col., (2016), demostraron que después de 

24 h de tratamiento con nanoestructuras de oro conjugadas con daptomicina e 
irradiadas con luz infrarroja, la viabilidad en biofilms de SAMR disminuyó 
significativamente. En este último estudio, la erradicación de bacterias viables del 
biofilm se logró en 24 h; mientras que, en las condiciones experimentales presentadas 
en esta tesis, se obtuvo una disminución de la viabilidad del 60% en la biofilms de SAMR 
y un 70% en biofilms de PAE después de la exposición a amoxi@AuNP bajo irradiación 
durante 3 horas. Amoxi@AuNP demostró ser efectivo a concentraciones más bajas que 
las descriptas anteriormente, cuando son irradiadas con luz proveniente del espectro 
visible. 

 

3.2.3 Investigación de la eficacia de amoxi@AuNP para la PACT en biofilms maduros 

mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

Para corroborar los resultados obtenidos por métodos colorimétricos, se 
obtuvieron imágenes SEM de biofilms de las cepas clínicas MRSA 771 y PAE 191150. Los 
biofilms maduros se expusieron a irradiación con 1,5 µg/mL amoxi@AuNP durante 3 
horas (ver página 116, sección 7.5.5 en Materiales y Métodos). Las imágenes revelaron 
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daños en la integridad de la matriz extracelular del biofilm y una reducción en la 
densidad de grupos celulares con respecto al control (Figura 20 y 21, D, E, F). Las 
imágenes también revelaron la interacción de las NP sobre la matriz del biofilm y las 
células bacterianas (Figura 20 y 21, D). Como control, se tomaron imágenes de biofilms 
expuestas en las mismas condiciones de irradiación sin NP, donde se pudo observar que 
las células bacterianas conservaron sus paredes celulares intactas (Figura 20 y 21, A, B, 
C), lo que sugiere que la luz por sí sola no afecta la integridad y la viabilidad de los 
biofilms. Por otro lado, en el biofilm de la cepa PAE 191150 tratado con amoxi@AuNP y 
luz, se pudo apreciar el cambio morfológico de las membranas externas de las bacterias 
(Figura 21, F). Estas imágenes SEM proporcionaron información útil sobre las 

alteraciones de la morfología de las células y la densidad de la matriz, que fue 
notablemente mayor en la cepa clínica de PAE 191150 no tratada (Figura 21). 
 
 

 

Figura 20. Imágenes SEM de biofilm de SAMR 771. A) B) C): control después de 3 horas 

de irradiación sin nanopartículas. D) E) F): tratamiento del biofilm después de 3 horas de 
irradiación con 1,5 µg/mL amoxi@AuNP. Matriz extracelular del biofilm (flechas rojas), 
amoxi@AuNP unidas al biofilm (flecha amarilla). 
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Figura 21. Imágenes SEM de biofilm de PAE 191150. A) B) C): control después de 3 horas 
de irradiación sin nanopartículas. D) E) F): tratamiento de biopelícula después de 3 horas 
de irradiación con amoxi@AuNP 1,5 µg/mL. Matriz extracelular del biofilm (flechas 
rojas), amoxi@AuNP unidas al biofilm (flechas amarillas), cambios en la morfología 
bacteriana (flechas verdes). 
 

Mediante el uso del software Fiji-ImageJ® fue posible calcular el área del biofilm 
maduro formado sobre la superficie del vidrio, y a su vez los porcentajes de reducción 
del biofilm luego del tratamiento con amoxi@AuNP irradiadas (ver página 118, sección 
7.5.6 en Materiales y Métodos). Se observó una reducción del biofilm SAMR 771 del 
55% respecto del control, después de la exposición con amoxi@AuNP y luz durante 3 
horas. En el caso de la cepa clínica PAE 191150, el porcentaje de reducción del biofilm 
obtenido fue del 70% (Tabla 7).  
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Tabla 7. Valores calculados por área de recubrimiento mediante el programa Fiji 
ImageJ®. Muestras irradiadas con luz LED blanca durante 3 h. 

 

 
 

Los resultados obtenidos sugieren que las amoxi@AuNP pueden afectar tanto la 
estructura del biofilm como la adhesión entre las bacterias y la superficie. 

Varios estudios han demostrado que la actividad de AuNP en biofilms bacterianos 
es causada por su interacción electrostática con los biofilms (Khan y col., 2016; de 
Alteriis y col., 2018; Gloag y col., 2018; Khan y col., 2019). Las amoxi@AuNP presentan 
carga positiva, lo que favorece la adherencia electrostática entre las NP y las superficies 
celulares bacterianas cargadas negativamente, dando como resultado una retención de 
NP en los biofilms de SAMR y PAE. 

Las formas y tamaños de las NP son otros factores importantes relacionados con 
la actividad antimicrobiana en los biofilms, es decir, la polidispersidad de las NP puede 
causar diferentes grados de daño celular bacteriano y un efecto notable en la 
destrucción de biofilms (Wang y col., 2017; Ribeiro y col., 2018; Benoit y col., 2019). El 
tamaño de las NP impacta en su difusión a través de la matriz extracelular del biofilm, 
partículas con diámetros entre 5-500 nm ingresan en el biofilm mediante canales de 
agua y exopolisacáridos presentes en la matriz. Las amoxi@AuNPs presentaron una gran 
variedad de formas y tamaños, desde nanoestructuras esféricas de diámetro promedio 
de 50 ± 2 nm, nanoplacas triangulares de lado promedio de 100 ± 13 nm, hexagonales 
de lado promedio de 77 ± 7 nm, y algunos nanorods (Figura 5). Esta polidispersidad y la 
interacción electrostática entre las amoxi@AuNP y el biofilm, podría tener una fuerte 

influencia en la penetración del biofilm y la adhesión bacteriana (Yang y col., 2016). 
Además, la excitación del plasmón superficial de AuNP puede inducir un calor localizado 
en la superficie de la partícula (Pallavicini y col., 2014). Por lo tanto, la alta temperatura 
local experimentada por las bacterias cercanas a la superficie de la partícula podría 
causar daño celular mediante desnaturalización de enzimas, proteínas y lípidos, lo que 
finalmente provocaría la muerte bacteriana (Thorat y col., 2021). Las amoxi@AuNP 
pueden convertir efectivamente la energía de la luz visible en calor localizado, lo que 
resulta en la ablación térmica de biofilms de SAMR y PAE. 
 

3.2.4 Viabilidad celular en biofilm maduro determinada por microscopía de escaneo 

láser confocal (CLSM) 

 

La viabilidad celular en biofilm maduro de la cepa clínica PAE 191150 fue 
determinada mediante CLSM utilizando naranja de acridina (NA) (ver página 117, 
sección 7.5.7 en Materiales y Métodos). NA es un colorante de unión a ácidos nucleicos 
de células, que permite la diferenciación entre ácidos nucleicos bicatenarios y 
monocatenarios. NA emite fluorescencia roja cuando se une al ADN monocatenario 
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desnaturalizado encontrado en bacterias muertas, y emite fluorescencia verde cuando 
se une al ADN bicatenario, revelando bacterias vivas (Belbekhouche y col., 2019). La 
cepa PAE 191150 se seleccionó para realizar el análisis confocal debido a que produce 
una mayor masa de biofilm en comparación con las otras cepas estudiadas según las 
imágenes obtenidas en SEM. El biofilm tratado con las NP e irradiado reveló menor 
intensidad de fluorescencia verde en comparación con el control (Figura 22), además, 
se observó fluorescencia roja después del tratamiento, lo que se asocia a la pérdida de 
viabilidad bacteriana. En el control de biofilm sin tratamiento con NP, se observó una 
marcada fluorescencia verde después de la irradiación, lo que demuestra la presencia 
de bacterias viables cuando no hay nanopartículas presentes. 
 

 

 

Figura 22. Imágenes CLSM de biofilm de PAE 191150 después de 3 horas de irradiación. 

A) B) C): control sin nanopartículas. D) E) F): tratamiento de biofilms con 1,5 µg/mL 
amoxi@AuNP.   

De acuerdo con los resultados presentados, las amoxi@AuNPs sintetizadas en un 
solo paso podrían ser una posible alternativa terapéutica para PACT contra biofilms de 
cepas clínicas Gram negativas y Gram positivas resistentes a antibióticos, evitando así 
los efectos adversos provocados por el uso de altas dosis de antibióticos u otros 
nanomateriales. También se han acortado los tiempos de irradiación, facilitando la 
aplicación de la terapia (Figura 23).  
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Figura 23. Ilustración del tratamiento con PACT y amoxi@AuNP para la reducción de la 
viabilidad celular en biofilms de cepas clínicas resistentes a antibióticos. 

 

3.3 Determinación de la actividad antimicrobiana de lignina@AgNP 
 

Para llevar a cabo los experimentos de actividad antibacteriana se utilizó medio 
LB, en el cual las tres muestras de lignina@AgNP mostraron una mejor estabilidad. Se 
determinó la CIM de álcali@AgNP, ZHL@AgNP y AL@AgNP mediante método de 
microdilución en caldo, en cepas de referencia de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (S. 
aureus ATCC 29253) y Escherichia coli CF073 (E.coli CF073). Para ello, los inóculos 
bacterianos de S.aureus ATCC 25923 y E.coli CF073 (106 UFC/mL) se incubaron con 

diluciones seriadas 1/10 a partir de la solución stock de las muestras de lignina@AgNP 
en oscuridad. Luego de 24 h, se determinó la CIM como la concentración más baja de 
NP en la cual la absorbancia a 600 nm fue inferior a 0,03 (Alarcon y col., 2012) (ver página 
117, sección 7.6 en Materiales y Métodos).  

Las CIM de álcali@AgNP y AL@AgNP obtenidas para ambas cepas bacterianas 
fueron de 0,03 nM, y 2,9 nM respectivamente. No se observó efecto inhibitorio de las 
ZHL@AgNP en las dos cepas ensayadas, incluso a la concentración más alta de NP. 

 

3.3.1 Cinética de muerte bacteriana bajo irradiación 

 

Posteriormente, se evaluó el potencial de ZHL@AgNP como fotosensibilizador 
mediante curva de muerte bacteriana bajo excitación del plasmón, en las cepas de S. 
aureus ATCC 25923 y E.coli CF073. En la Tabla 8 se muestran las concentraciones 
elegidas para ZHL@AgNP, 9,8 nM (concentración A) y 4,9 nM (concentración B). A su 
vez, el efecto fotosensibilizador de álcali@AgNP a las concentraciones de 0,03 y 0,02 
nM, y AL@AgNP a las concentraciones de 2,9 y 1,5 nM fue evaluado, con el fin de 
obtener la menor concentración de AgNP que produzca muerte bacteriana bajo 

condiciones de irradiación (ver página 118, sección 7.7 en Materiales y Métodos).  
En la Tabla 8, las concentraciones de las NP fueron expresadas en nM, y la cantidad 

total de Ag presente en esa concentración en µg/mL. Las muestras fueron irradiadas 
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durante 1 h con luz blanca proveniente de un panel LuzChem, de irradiancia total de 78 
Wm-2

.
  

 

Tabla 8. Concentraciones de lignina@AgNP ensayadas en la PACT. 

 
 

En la Figura 24 se observan las curvas de muerte bacteriana de S. aureus ATCC 
25923 y E. coli CF073 incubadas con álcali@AgNP, ZHL@AgNP y AL@AgNP.  
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Figura 24. Curvas de muerte bacteriana de E. coli y S. aureus luego de 1 h en oscuridad 
y bajo irradiación con álcali@AgNP a las concentraciones 0,03 nM (A) y 0,02 nM (B), 
AL@AgNP a las concentraciones 2,9 nM (A) y 1,5 nM (B), ZHL@AgNP a las 
concentraciones de 9,8 nM (A) y 4,9 nM (B). 
 

En la curva correspondiente al tratamiento con álcali@AgNP en oscuridad, cuando 
las bacterias fueron tratadas con una concentración de 0,03 nM, se pudo observar una 
reducción marcada de UFC, siendo mayor en E. coli.  

Cuando las cepas fueron irradiadas, la actividad antimicrobiana se obtuvo en 
menor tiempo de exposición. A su vez, cuando E. coli y S. aureus ATCC fueron tratadas 
con la concentración más baja de álcali@AgNP (0,02 nM), luego de los 45 y 60 min de 
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irradiación, respectivamente, se observó una disminución de UFC de 3 logaritmos, dicho 
efecto no fue observado en oscuridad.  

Con base en esto, cuando las muestras se someten a iluminación con luz blanca, 
la actividad antibacteriana de álcali@AgNP puede reconocerse ya sea por tiempos de 
exposición más cortos o por concentraciones de NP más bajas. Un efecto similar fue 
obtenido para Al@AgNP, pero a diferencia de álcali@AgNP, el mismo efecto 
antimicrobiano fue observado para ambas cepas.  

Las ZHL@AgNP no generaron ningún efecto inhibitorio en oscuridad en ambas 
concentraciones de NP y cepas ensayadas. Sin embargo, cuando S. aureus ATCC fue 
tratada con ZHL@AgNP e irradiada, una acción bactericida fue producida luego de 45 

min de irradiación a la concentración de 9,8 nM. En la cepa E. coli, no se observó ninguna 
actividad antimicrobiana durante todo el período de irradiación a ambas 
concentraciones de ZHL@AgNP. 

En los controles de crecimiento bacteriano, se pudo apreciar que la luz por sí 
misma no afecta la viabilidad bacteriana. La actividad antimicrobiana de la solución 
álcali-lignina sola (sin Ag) fue evaluada en ambas bacterias, demostrando que la lignina 
no tiene efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano. Las ligninas ZHL-lignina y AL-
lignina no son dispersables en medios biológicos líquidos, y por tal motivo, los estudios 
antimicrobianos de estos dos compuestos no fueron realizados.  

Estos resultados demuestran el potencial efecto fotosensibilizador que tienen las 
lignina@AgNP para la PACT en el tratamiento de infecciones bacterianas, tanto para 
bacterias Gram positivas como Gram negativas, logrando reducir las concentraciones o 
el tiempo de exposición a AgNP, en comparación con lo reportado acerca de la actividad 
antimicrobiana de AgNP conjugadas con lignina (Klapiszewski y col., 2015; 
Marulasiddeshwara y col., 2017; Shankar y col., 2017; Aadil y col., 2018; Li y col., 2019; 
Zevallos Torres y col., 2020). 

Las AgNP han sido ampliamente estudiadas debido a sus propiedades 

antimicrobianas. Son usadas en sistemas de filtración de agua y aire para eliminar 
microorganismos y en el área biomédica debido a sus propiedades terapéuticas (Torras 
y col., 2020). Las propiedades antimicrobianas de AgNP están relacionadas con el 

tamaño de la NP, los agentes de recubrimiento, su oxidación en medios acuosos seguida 
de la liberación de Ag+1 (Quintero-Quiroz y col., 2019). En efecto, las AgNP tienen una 
mayor actividad antibacteriana que los iones libres de Ag+1, por lo tanto, las propiedades 
antibacterianas se pueden atribuir tanto a las propiedades físicas de las NP como a la 
elución de iones de Ag+1. 

Los AgNP pequeñas y monodispersas tienen una actividad antimicrobiana superior 
a la de las NP más grandes. Esto se debe a que un área de superficie más amplia entra 
en contacto con los microorganismos y proporciona un mayor grado de interacción en 
comparación con las partículas más grandes, facilitando el paso a través de la membrana 
celular bacteriana (Manosalva y col., 2019; Zevallos Torres y col., 2020). Se cree que la 
acción antimicrobiana de las AgNP depende del área superficial de las nanopartículas. 
Esto se debe a la mayor probabilidad de actuar como reservorios para liberar iones Ag+1 
que interactúan con las células bacterianas causando la desintegración de la pared 
celular, lo que conduce a la lisis celular de las especies Gram negativas y Gram positivas 
(Klapiszewski y col., 2015). 

También se ha sugerido que el mecanismo antimicrobiano de las AgNP está 
relacionado con el daño a la membrana debido a los radicales libres derivados de la 
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superficie de las NP que causan un aumento significativo en la permeabilidad de la 
membrana y conducen a la muerte celular (Shankar y col., 2017; Wang y col., 2021).  

Por otro lado, las NP metálicas, al ser irradiadas con luz a la longitud de onda de 
absorción del plasmón, genera una oscilación de los electrones libres en la banda de 
conducción, y en presencia de O2 se generan EROs, que interaccionan con las estructuras 
de las células bacterianas, conduciendo a la muerte celular (Jan y col., 2019). También, 
las NP metálicas al ser irradiadas generan calor sobre su superficie, lo que ocasiona la 
desnaturalización de componentes celulares en las bacterias unidas a las NP.  

Todo lo planteado podrían ser posibles vías de acción antimicrobiana para 
álcali@AgNP y AL@AgNP. En el caso de ZHL@AgNP, ningún efecto antibacteriano fue 

observado cuando las cepas de S. aureus ATCC y E. coli fueron tratadas en oscuridad. 
Cuando la muestra de E.coli fue irradiada en presencia de ZHL@AgNP, tampoco se 
observó un efecto inhibitorio en el crecimiento bacteriano, mientras que cuando S. 

aureus ATCC fue tratada en las mismas condiciones, se observó una acción bactericida 
a los minutos de irradiación. Este comportamiento podría dar indicio de que ZHL@AgNP 
ocasiona muerte bacteriana mediante un efecto fototérmico, y que este efecto, mayor 
en la cepa S. aureus ATCC, podría ser debida a una afinidad de la pared bacteriana por 
la lignina que recubre las NP, atribuída por la diferencia en composición de la pared 
celular de Gram positivas y Gram negativas (Marulasiddeshwara y col., 2017). En 
conclusión, todas las lignina@AgNP mostraron mejor actividad antibacteriana bajo 
irradiación con luz blanca, convirtiéndolas en buenos fotosensibilizadores para la PACT.  
 

3.4 Eficacia de lignina@AgNP para la PACT en biofilm maduro  
 

La eficacia de álcali@AgNP, AL@AgNP y ZHL@AgNP como fotosensibilizadores en 
la PACT para el tratamiento de infecciones bacterianas ocasionadas por biofilms fue 
evaluada en este trabajo de tesis.  

La actividad de las NP fue evaluada en biofilm maduro de la cepa S. aureus ATCC 
29253, a las concentraciones que resultaron ser bactericidas en cultivo planctónico 
luego de la exposición con luz blanca (0,02 nM álcali@AgNP; 2,9 nM AL@AgNP y 9,8 nM 

ZHL@AgNP). El biofilm maduro de S. aureus en contacto con las NP fue irradiado con luz 
blanca por un total de 3 h. Las mismas condiciones se evaluaron para el control en 
oscuridad. Luego de los tratamientos, la viabilidad celular en el biofilm fue determinada 
mediante el ensayo colorimétrico utilizando la sal de tetrazolio MTT. Debido a la 
actividad de las enzimas respiratorias en las membranas bacterianas se forma un 
compuesto insoluble de formazán de color lila, producto de la reducción del MTT, por lo 
tanto la cantidad formada es proporcional al número de bacterias viables (Trafny y col., 
2013) (ver página 118, sección 7.8 en Materiales y Métodos). En la Figura 25 se muestran 
los porcentajes de viabilidad celular en el biofilm de S. aureus ATCC 25923 respecto del 
control sin tratamiento con NP, a los tiempos de 0, 1, 2 y 3 h de irradiación y oscuridad.  
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Figura 25. Porcentajes de viabilidad celular en biofilm de S. aureus ATCC 25923 respecto 
del control, en oscuridad (A) y en condiciones de irradiación (B). Álcali@AgNP 0,02 nM 
(barras negras), AL@AgNP 2,9 nM (barras rojas), ZHL@AgNP 9,8 nM (barras azules). 
 

Los resultados mostraron una reducción de la viabilidad celular en el biofilm 
maduro del 60% respecto del control sin NP, luego de la primera h de irradiación, y en 
contacto con las tres lignina@AgNP. Cuando el biofilm fue tratado en las mismas 
condiciones pero en oscuridad, no se observó una inhibición en la actividad metabólica 
durante todo el período ensayado. Estos resultados demuestran la eficacia de las AgNP 
como fotosensibilizadores para la reducción de la viabilidad celular en biofilms 
bacterianos, sin la necesidad de aumentar la concentración de NP, comparado con la 
antibioterapia disponible, donde concentraciones de antibióticos mayores a la CIM 
(hasta 1000 x CIM) son requeridas para el tratamiento de infecciones asociadas a 
biofilms.  

Otros autores han estudiado la actividad de AgNP conjugadas con ligandos 
biocompatibles y antibióticos como la rifampicina, mostrando una disminución de la 
viabilidad de biofilms de P. aeruginosa y S. aureus en tiempos de contacto más largos y 
concentraciones más altas de AgNP (Loo y col., 2016; Pansara y col., 2019; Patel y col., 
2019; Permana y col., 2021), en comparación con los resultados obtenidos en esta tesis.  

La cantidad de infecciones asociadas con bacterias resistentes a los antibióticos 

está en continuo aumento. Los microorganismos que crecen en biofilms causan muchas 
de estas infecciones. Las bacterias más comunes que forman biofilms asociados con 
infecciones humanas son: Enterococcus faecalis, S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus 
viridans, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Proteus mirabilis y P. 
aeruginosa. 

Los biofilms bacterianos son particularmente resistentes a tratamientos 
antibióticos, debido no sólo a un aumento en la transferencia de marcadores de 
resistencia dentro del biofilm, sino también porque la matriz extracelular dificulta la 
difusión de antibióticos, disminuyendo su eficacia y debido a que las células persistentes 
metabólicamente inactivas sobreviven al tratamiento. En conjunto, estas características 
hacen que los biofilms bacterianos sean hasta 1000 veces más resistentes a antibióticos 
que las células planctónicas. 

Las AgNP como biocidas tienden a apuntar a múltiples sitios de acción tanto en la 
superficie como en el interior de las células bacterianas y, por lo tanto, tienen actividad 
de amplio espectro (Franci y col., 2015; Permana y col., 2021). 
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Estudios demuestran que las AgNP interfieren con la integridad del biofilm al 
interactuar con la matriz extracelular de exopolisacáridos (EPS), inhibiendo su 
producción y formación en bacterias Gram negativas y Gram positivas. Las AgNP 
también pueden actuar sobre los canales iónicos en los biofilms bacterianos, regulando 
así la actividad metabólica de las bacterias (Wang y col., 2017; Franci y col., 2015).  

Las lignina@AgNP sintetizadas en este proyecto de tesis docotral presentaron 
actividad antibacteriana en cultivos planctónicos de cepas Gram negativa y Gram 
positiva, luego de pocos minutos de irradiación. A su vez la viabilidad celular del biofilm 
maduro de dichas cepas disminuyó significativamente luego de la exposición de las NP 
irradiadas con luz, demostrando la eficacia de las lignina@AgNP como 

fotosensibilizadores para el tratamiento de infecciones bacterianas. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN: PARTE III. 

MECANISMO DE ACCIÓN DE LAS NANOPARTÍCULAS METÁLICAS UTILIZADAS COMO 

FOTOSENSIBILIZADORES EN LA PACT 
 

4.1 Estudio del mecanismo de acción de amoxi@AuNP  
 

4.1.1 Cuantificación de especies reactivas de oxígeno (EROs) y especies reactivas del 

nitrógeno (ERNs) por espectrofluorometría utilizando la sonda 1,2,3 -Dihidrorodamina 

(DHR). 
 

Como posible mecanismo de acción de las amoxi@AuNP, se determinó la 
producción de EROs totales y ERNs en cultivo planctónico de Staphylococcus aureus 
meticilino resistente 9455 (SAMR 9455) bajo irradiación con amoxi@AuNP 1,5 μg/mL 

durante 90 min, mediante espectrofluorometría utilizando la sonda 1,2,3-DHR. Esta 
sonda difunde pasivamente a través de la membrana celular, y allí es oxidada en 
presencia de especies radicalarias generando el compuesto fluorescente 1,2,3 rodamina 
(Henderson y col., 1993) (ver página 119, sección 7.9.1 en Materiales y Métodos). La 
Figura 26 muestra la producción máxima de EROs totales y ERNs (casi 25 veces respecto 
del control sin NP) cuantificada después de 10 minutos de irradiación con amoxi@AuNP. 
Este nivel de generación de EROs y ERNs es mayor que el observado para S. aureus 

tratado con AuNP y luz reportado previamente (Silvero y col., 2016). 
 

 
 

Figura 26. Producción de EROs y ERNs en cepa SAMR 9455 luego de 90 min de irradiación 
con amoxi@AuNP 1,5 μg/mL. 
 

Se observó un aumento significativo en la formación de EROs y ERNs (casi 17 veces 

mayor respecto del control sin tratamiento) después de 30 minutos de irradiación. 

Luego de la irradiación con las NP durante 30 min, no se observó crecimiento bacteriano, 

como lo demostraron los resultados obtenidos en resultados y discusión Parte II, sección 

3.1 Eficacia de amoxi@AuNP como fotosensibilizador para la terapia antimicrobiana 

(PACT). La generación de especies radicalarias en este tiempo podría deberse a la 

presencia de algunas organelas y estructuras bacterianas, cuya integridad y 

funcionalidad global están demasiado dañadas para mantener a las bacterias vivas. 
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Después de 60 min, la producción de EROs y ERNs es insignificante. No se 

observó producción de especies radicalarias en condiciones de oscuridad, por lo que no 

se muestran en el gráfico. La temperatura de todas las muestras (incluídas las irradiadas) 

se mantuvo a 37°C durante todo el experimento, evitando la influencia del efecto 

térmico macroscópico. La cantidad significativa de especies radicalarias detectada 

podría indicar que el efecto bactericida está en relación directa con el estrés oxidativo 

generado en las bacterias cuando se irradian con amoxi@AuNP.  

La terapia fotodinámica antimicrobiana (PACT) ha surgido en los últimos años 

como una alternativa terapéutica no invasiva para el tratamiento de diversas infecciones 

por bacterias, hongos y virus. Esta terapia se define como una reacción fotoquímica 

dependiente del oxígeno, que ocurre tras la activación del fotosensibilizador mediada 

por la luz, que conduce a la generación de EROs y ERNs, predominantemente oxígeno 

singlete (Baltazar y col., 2015; Tavares y col., 2017). Dos tipos de mecanismos pueden 

ocurrir: reacción tipo I y reacción tipo II (Ding y col., 2011). La reacción de tipo I implica 

reacciones de transferencia de electrones entre el estado excitado del fotosensibilizador 

y moléculas orgánicas de las células, produciendo radicales libres. Estas especies de 

radicales libres pueden interactúan tanto con el oxígeno molecular endógeno para 

producir especies de oxígeno altamente reactivas, como el anión superóxido (O2
-), 

radical hidroxilo (OH-), peróxido de hidrógeno (H2O2), óxido nítrico (NO.) y peróxido de 

nitrito (ONOO.), los cuales son perjudiciales para la integridad de la membrana celular, 

como también participar en la formación de aductos de tirosina que constituyen uno de 

los principales daños oxidativos en proteínas (Stacpoole y col., 2019). 

En la reacción de tipo II, el fotosensibilizador reacciona con oxígeno para producir 
un estado de oxígeno excitado electrónica y altamente reactivo, conocido como oxígeno 
singlete (1O2) que puede interactuar con una gran cantidad de sustratos biológicos como 
proteínas y lípidos, induciendo daño oxidativo en la membrana y pared celular. Los 
microorganismos que son eliminados por el oxígeno singlete incluyen virus, bacterias y 

hongos. La reacción de tipo II constituye la vía principal en el daño de las células 
microbianas mediante PACT (Baltazar y col., 2015). Estas especies radicalarias generadas 
durante el tratamiento con PACT ocasiona cambios en la permeabilidad de la membrana 

celular bacteriana, provocando alteraciones mediante la oxidación de lípidos y proteínas 
(Wang y col., 2017). Resultados obtenidos previamente en el grupo de investigación, 
demostraron que la muerte bacteriana es el resultado del daño macromolecular 

ocasionado por grandes cantidades de radicales que se generan después de la excitación 
del plasmón de superficie de AuNP (Silvero y col., 2016). Estas especies radicalarias 
afectaron a todas las macromoléculas biológicas (ADN, lípidos y proteínas) en cepas de 
S. aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Además, una vez formados los 
productos lipídicos y proteicos oxidados, pueden causar daño pre-mutagénico en el 
ADN, con graves consecuencias para las células. 
 

4.1.2 Actividad antimicrobiana de amoxi@AuNP en cultivos planctónicos de cepas 

anaerobias facultativas. 
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Para profundizar en el estudio del mecanismo de acción de amoxi@AuNP, la 
actividad antimicrobiana de las NP fue testeada en cultivos planctónicos de cepas 
anaerobias facultativas de Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, y Lactobacillus 
spp. Se realizaron curvas de muerte bacteriana en las tres cepas bajo irradiación con luz 
blanca y amoxi@AuNP a la concentración de 1,5 μg/mL, durante 30 min. El cultivo 
bacteriano se realizó en jarra de anaerobiosis (ver página 119, sección 7.9.2 en 
Materiales y Métodos). La Figura 27 muestra las curvas de muerte bacteriana, donde se 
observó la muerte total de las células bacterianas luego de 30 min de irradiación con las 
NP.  
 

 
 
 

Figura 27. Curvas de muerte bacteriana de S. mutans, S. mitis, y Lactobacillus spp, luego 
de 30 min de irradiación con luz blanca y amoxi@AuNP 1,5 μg/mL.  
 

El efecto bactericida observado en las cepas anaerobias facultativas podría ser el 
resultado tanto de la liberación de calor como del daño oxidativo generado cuando las 
amoxi@AuNP son irradiadas. Similares resultados fueron reportados por Wang y col. 
(2018), donde sintetizaron AuNP poligonales conjugadas con el antibiótico vancomicina, 
las cuales después de irradiación con luz infrarroja durante varios minutos, presentaron 
una capacidad fototérmica efectiva en Enterococos vancomicina resistentes. 

En la PACT, la excitación de NP metálicas utilizadas como fotosensibilizadores, con 
luz de longitud de onda correspondiente a la absorción del plasmón, crea una 

localización rápida de calentamiento en su superficie debido a la oscilación colectiva de 
los electrones en la superficie, pudiendo sobrepasar los 300°C. Este aumento de la 
temperatura local conlleva a la desnaturalización de proteínas y lípidos presentes en la 

pared bacteriana (Sanchez-Barcelo y col., 2014).  
 

4.1.3 Análisis del daño inducido por amoxi@AuNP en la PACT mediante microscopía 

electrónica de transmisión (TEM). 
 

Mediante TEM se evaluó el daño estructural en las células bacterianas ocasionado 

por amoxi@AuNP en la PACT. El análisis se realizó en co-cultivos de la cepa Gram positiva 
SAMR 9455 (Figura 28) y de la cepa Gram negativa PAE 191150 (Figura 29) con células 
sanguíneas, con el fin de evaluar la selectividad de las NP hacia las células bacterianas. 

Los co-cultivos fueron expuestos durante 10 min a irradiación con luz blanca y 
amoxi@AuNP 1,5 μg/mL. En paralelo y en condiciones de oscuridad, los co-cultivos 
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fueron expuestos a las NP como control (ver página 120, sección 7.9.3 en Materiales y 
Métodos). Las dos cepas bacterianas mostraron integridad en la pared bacteriana en 
condiciones de oscuridad y en contacto con amoxi@AuNP (Figura 28 E, F y G; Figura 29 
E, F y G). En las imágenes de SAMR 9455 tratadas con amoxi@AuNP en oscuridad, se 
pudo apreciar NP unidas a la pared celular bacteriana, donde las mismas conservaron su 
forma e integridad (Figura 28 E, F y G). Cuando las muestras fueron expuestas bajo 
irradiación durante 10 min con amoxi@AuNP se visualizaron cambios a nivel de la 
membrana e irregularidades en la estructura celular (Figura 28 A, B y C). También se 
observaron algunas células fantasmas, las cuales presentaron membranas difusas e 
indistinguibles del resto del contenido celular, además, se observó la formación de 

retracciones en la membrana plasmática, y la formación de vacuolas como indicador de 
daño bacteriano ocasionado por la generación de especies radicalarias, como lo 
previamente informado por Mohamed y col. (2017) y Kahkashan Perveen y col. (2021). 

En el citoplasma se pudieron distinguir zonas electrodensas típicas del inicio de la 
muerte bacteriana por oxidación de componentes proteicos. Los glóbulos rojos 
mantuvieron su integridad en condiciones de luz y oscuridad, y no se encontraron 
rodeados por NP, como se observó en las células bacterianas (Figura 28 D y H).  

 

 



 
69 

 
 
 
Figura 28. Imágenes TEM de co-cultivo de SAMR 9455 y células sanguíneas tratadas con 
amoxi@AuNP 1,5 μg/mL, bajo irradiación (A, B, C y D), y en condiciones de oscuridad (E, 
F, G y H).  
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Figura 29. Imágenes TEM de co-cultivo de PAE 191150 y células sanguíneas tratadas con 
amoxi@AuNP 1,5 μg/mL, bajo irradiación (A, B, C y D), y en condiciones de oscuridad (E, 

F, G y H).  
 

En el co-cultivo de PAE 191150 y células sanguíneas expuesto a amoxi@AuNP en 
condiciones de oscuridad, se pudo apreciar que las NP penetran la pared bacteriana e 
ingresan al citoplasma celular, manteniendo en gran medida la integridad de la 
estructura bacteriana (Figura 29 E, F y G). Cuando la muestra fue irradiada durante 10 

min con amoxi@AuNP, se observaron cambios morfológicos, como superficie rugosa 
(Figura 29 B y C), no pudiéndose divisar en forma definida los límites de la membrana 
interna. Otro aspecto importante para destacar es que se apreció lisis celular (Figura 29 
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A y B), así como también desprendimiento e interrupción de la membrana externa 
(Figura 29 A, B y C). Al mismo tiempo, se observó claramente que los glóbulos rojos 
mantuvieron su integridad tanto en condiciones de luz como de oscuridad (Figura D y 
H). Resultados similares en cuanto al daño estructural se obtuvieron en otros estudios, 
donde demostraron que las AuNP en contacto con S. aureus redujeron 
significativamente el número de bacterias viables luego de la irradiación con luz láser 
(Millenbaugh y col., 2015; Mohamed y col., 2017). Zharov y col. (2006), observaron daño 
celular en la cepa de S. aureus luego de la exposición a la luz y AuNP, ocasionado por un 
efecto fototérmico acompañado por la formación de burbujas debido al 
sobrecalentamiento local. Fasciani y col. (2014) y Kumar y col. (2018), observaron que 

AuNP conjugadas con péptidos ingresaban al interior de bacterias Gram negativas como 
E. coli, resultado que indica que estas NP podrían actuar como sistemas portadores para 
facilitar la entrada de antimicrobianos a las células bacterianas, o lograr una reducción 

microbiana mediante terapia fototérmica. 
Los estudios de TEM son una herramienta útil para revelar con mayor claridad las 

alteraciones estructurales inducidas por compuestos con actividad antibacteriana (Otto 
y col., 2010; Silvero y col., 2014). Los cambios morfológicos de las células bacterianas 
representan información sobre el modo de acción antibacteriano de las AuNP, ya sean 
extracelulares o intracelulares. Los resultados obtenidos revelaron una clara 
desorganización de la pared bacteriana causada por la combinación de amoxi@AuNP 
1,5 μg/mL y luz blanca en SAMR 9455 y PAE 191150. El daño a nivel estructural se 
observó a los 10 min del tratamiento, tiempo en el cual se observó la mayor producción 
de especies radicalarias. El daño estructural fue más notorio en la cepa Gram negativa. 
Este efecto es debido a la diferencia que existe en la composición de la pared celular 
entre bacterias Gram negativas y Gram positivas. En el caso de las bacterias Gram 
negativas, como P. aeruginosa, las células bacterianas están cubiertas por una capa de 
lipopolisacáridos (1–3 µm de espesor) y peptidoglicano (~ 8 nm de espesor), facilitando 

la entrada de NP a la célula. Por otro lado, las bacterias Gram positivas como S. aureus 
poseen una capa de peptidoglicano mucho más gruesa que las bacterias Gram negativas, 
con un espesor de más de 80 nm, conformada por ácidos teicoicos y lipoteicoicos unidos 

covalentemente. La destrucción de la pared celular producida por la interacción física 
entre las NP y la pared celular es más perjudicial para las bacterias Gram negativas, ya 
que carecen de la gruesa capa de peptidoglicano que se encuentra en las bacterias Gram 
positivas, que posiblemente podrían actuar como una capa protectora (Wang y col., 
2017). Tanto las bacterias Gram positivas como las Gram negativas tienen una pared 
celular cargada negativamente, característica que influye en las interacciones entre las 
paredes celulares de las bacterias y las NP. La susceptibilidad de bacterias Gram-
negativas a las NP se debe a que estas bacterias están recubiertas por una membrana 
externa que contiene moléculas de lipopolisacáridos, con carga negativa. Estas 
moléculas cargadas negativamente tienen una mayor afinidad por las NP con carga 
positiva, como en el caso de amoxi@AuNP, lo que conduce a una acumulación y una 
mayor absorción de NP, que luego ocasionan daño intracelular. Además, la membrana 
externa de las bacterias Gram-negativas facilita el transporte no mediado por vesículas, 
a través de canales como porinas o transportadores especializados. Los canales de 
porina son los principales canales para el movimiento de moléculas y compuestos 
dentro y fuera de la estructura celular bacteriana (Wang y col., 2017; Maliszewska y col., 
2018). El agente de recubrimiento juega un papel importante en las acciones 
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bactericidas y en la selectividad de las AuNP por las células microbianas (Pradeepa y col., 
2016). Los resultados obtenidos de TEM revelaron que las amoxi@AuNP presentan 
afinidad por la superficie celular bacteriana y no por las células sanguíneas, como se 
pudo apreciar en las imágenes TEM de S. aureus, y lo que permitió el ingreso de las NP 
en P. aeruginosa. El agente de recubrimiento utilizado para la síntesis de amoxi@AuNP, 
amoxicilina trihidrato, es un antibiótico β-lactámico que se une e inhibe las enzimas 
carboxipeptidasa y transpeptidasa que se requieren para la biosíntesis de 
peptidoglicano, tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas (Hauser 2007). 
Es por esto por lo que el agente de recubrimiento empleado para la síntesis de 
amoxi@AuNP, le confiere selectividad a las NP por la pared bacteriana, permitiendo la 

unión de las NP a la pared celular. 
Con base en los resultados obtenidos, el efecto bactericida obtenido mediante 

amoxi@AuNP para la PACT se debe a la combinación de un efecto fotoquímico mediante 

la producción de EROs y ERNs y de un efecto fototérmico (Figura 30). Las amoxi@AuNP 
luego de ser irradiadas generan calor en su superficie, favoreciendo la escisión de las 
paredes y membranas de las bacterias unidas a las NP, lo que contribuye el ingreso de 
las EROs y ERNs a las células, generando estrés oxidativo y posterior muerte bacteriana 
(Mao y col., 2019; Thorat y col., 2021). El daño celular ocasionado por la generación de 
especies radicalarias y por el efecto fototérmico se observó a partir de los 10 min de 
irradiación con amoxi@AuNP, y luego de los 30 min de irradiación se logró la muerte 
total de bacterias resistentes en estado planctónico. La combinación de los efectos 
fotoquímicos y fototérmicos mejora eficientemente el tiempo y la acción bactericida de 
amoxi@AuNP para la PACT. Además, esta terapia resulta en una alternativa terapéutica 
para tratamiento de infecciones ocasionadas por bacterias multirresistentes, ya que 
presenta un riesgo bajo en el desarrollo de mecanismos de resistencia, en comparación 
a los tratamientos con antibióticos (Silvero y col., 2016; Karinja y col., 2018). El 
mecanismo antimicrobiano de los antibióticos suele ser relativamente simple, por lo que 

en parte ha surgido la resistencia bacteriana. A diferencia de los antibióticos, las NP 
utilizadas como fotosensibilizadores para la PACT combaten los microorganismos a 
través de múltiples mecanismos de acción que ocurren simultáneamente, dañando a 

estructuras como ADN, proteínas y membranas lipídicas. La ventaja de estos 
mecanismos simultáneos es la baja probabilidad de que un microorganismo tenga 
múltiples genes mutados, por lo que es mucho más difícil desarrollar resistencia a las NP 
para la PACT (Wang y col., 2017). 
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Figura 30. Ilustración de los posibles mecanismos de acción de amoxi@AuNP utilizadas 
en la PACT para el tratamiento de infecciones ocasionadas por bacterias Gram positivas 
y Gram negativas.  
 

4.2 Investigación de la actividad hemolítica de amoxi@AuNP 

 

La investigación de la biocompatibilidad de amoxi@AuNP en la PACT fue realizada 
en células sanguíneas, y se evaluó el porcentaje de hemólisis luego de la incubación con 
NP bajo irradiación con luz blanca y en oscuridad durante 0, 2, 5 y 24 h, a la 
concentración bactericida de amoxi@AuNP de 1,5 μg/mL. La hemólisis total se 
estableció agregando agua MilliQ a las muestras de glóbulos rojos (ver página 120, 
sección 7.10 en Materiales y Métodos). En todas las condiciones ensayadas, las 
amoxi@AuNPs no produjeron ninguna alteración en células sanguíneas, como se 
muestra en la Tabla 9. Estos resultados concuerdan con lo obtenido a partir de las 
imágenes TEM de co-cultivos de bacterias y células sanguíneas. En base a este resultado, 
las amoxi@AuNPs son selectivamente tóxicas para las bacterias y no afectan a los 
eritrocitos. En estas condiciones de iluminación, el efecto fototérmico es inofensivo para 
las células eucariotas, posiblemente debido a la falta de interacción entre la membrana 

de células eucariotas y amoxicilina trihidrato utilizada como agente de recubrimiento 
para amoxi@AuNP. 
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Tabla 9. Porcentaje de hemólisis (%) de muestras de sangre tratadas con Amoxi@AuNP 
1,5 μg/mL, NaCl 0,9% como control negativo y H2O MilliQ como control positivo de 
hemólisis. 
 

4.3 Viabilidad celular de amoxi@AuNP en fibroblastos 3T3 

 

La línea celular 3T3 se ha convertido en la línea celular de fibroblastos estándar 

desde que Todaro y Green originalmente los obtuvieron del tejido embrionario de ratón 
albino suizo en 1962 (Huang y col., 2010; Leibiger y col., 2013). Esta línea corresponde a 
células inmortalizadas, y son mucho más sensibles a factores externos que las células 
HeLa, utilizadas con mayor frecuencia para experimentos in vitro. Por esta razón, la 

actividad de las enzimas mitocondriales de fibroblastos 3T3 fue evaluada mediante el 
ensayo colorimétrico con 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), luego del 
tratamiento con amoxi@AuNP 1,5 μg/mL, amoxicilina trihidrato 32 μg/mL, AuNP 0,2 
mM, buffer PBS 37,5%, y medio DMEM en condiciones de irradiación con luz LED blanca 
y en oscuridad durante 24 h. El ensayo con MTT es un parámetro importante para el 
análisis de los efectos de nuevos fármacos en células eucariotas, ya que brinda 
información acerca de la toxicidad potencial de fármacos en mamíferos (ver página 121, 
sección 7.11 en Materiales y Métodos). La Figura 30 muestra el efecto de la amoxicilina 
libre, AuNP sin recubrir y amoxi@AuNPs en sus concentraciones antibacterianas o foto-
antibacterianas. 
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Figura 31. Porcentaje de viabilidad celular de fibroblastos 3T3 tratados con 
amoxi@AuNP 1,5 μg/ml, AuNP sin recubrir 0,2 mM, amoxicilina trihidrato   32 μg/ml, 
buffer PBS 37,5%y DMEM bajo irradiación con luz visible de 24 h (rojo) y en condiciones 
oscuras (gris) durante 24 h 37 °C, 5% de CO2 y 95% humedad. 
 

Los resultados revelaron que la viabilidad celular de las muestras tratadas con el 
antibiótico y las NP es similar al control sin tratamiento (PBS 37,5%), y presentaron una 
reducción mínima en su supervivencia con respecto al control en el medio de cultivo 

celular DMEM. Según informes previos en literatura, la amoxicilina trihidrato no es 
tóxica en células de mamíferos (Amoxicillin, 
https://www.drugbank.ca/drugs/DB01060). En la Figura 30 se observó que las 

amoxi@AuNP no resultaron citotóxicas, incluso bajo las mismas condiciones de 
irradiación utilizadas para el antibiótico. Resultados similares fueron encontrados en 
bibliografía para AuNP funcionalizadas con polímeros anfifílicos (Wijesiri y col., 2017). 
Las AuNP son esencialmente inofensivas para células eucariotas, en comparación con 
otras NP antimicrobianas, como las nanopartículas de zinc (ZnNP), óxido de zinc (ZnO), 
óxido de cobre (CuO), dióxido de titanio (TiO2), que tienen impacto tóxico en fibroblastos 
humanos después de varias horas de tratamiento (Dönmez Güngüneş y col., 2017; Horie 
y col., 2018; Vujovic y col., 2019; Saber y col., 2021). Esto demuestra que el 
fotosensibilizador sintetizado en este trabajo es selectivamente tóxico para bacterias y 
no afecta las células eucariotas de manera significativa, debido a la ausencia de 
cualquier unión a penicilina en la membrana eucariota (Silvero y col., 2018). 
 

4.4 Estudio del mecanismo de acción de lignina@AgNP  

 

4.4.1 Cuantificación de EROs y ERNs en cultivos planctónicos por espectrofluorometría 

utilizando la sonda fluorescente diacetato 2′,7′-dicloro-hidrofluoresceína (H2DCFDA)  
 

Uno de los principales mecanismos de acción antibacteriano reportado para las 
AgNP, es la formación de radicales libres, que inducen daño a la membrana celular 
(Manosalva y col., 2019; Zhang y col., 2021). La generación de EROs y ERNs inhiben el 
sistema de defensa antioxidante de las bacterias y causan daño en la membrana celular. 
Zhang y col., 2013, examinaron el mecanismo de generación de especies radicalarias en 
AgNP y AuNP en suspensión acuosa bajo irradiación UV (365 nm). El resultado mostró 

https://www.drugbank.ca/drugs/DB01060
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que las AgNP generaron radicales superóxido e hidroxilo, mientras que las AuNP 
generaron solo oxígeno singlete, que ingresó en las células para producir un efecto 
antibacteriano.  

La producción de EROs y ERNs fue evaluada mediante espectrofluorometría en 
cultivos planctónicos de S. aureus ATCC 25923 y E. coli CF073, durante una hora de 
irradiación con luz blanca y en contacto con álcali@AgNP, Al@AgNP y ZHL@AgNP a las 
concentraciones de 0,02 nM, 2,9 nM y 9,8 nM respectivamente, y en ausencia de NP. En 
paralelo y como control los cultivos bacterianos se sometieron a las mismas 
concentraciones de las NP en oscuridad. La temperatura de todas las muestras (incluídas 
las irradiadas) se mantuvo a 37°C durante todo el experimento, evitando la influencia 

del efecto térmico macroscópico (ver página 122, sección 7.12.1 en Materiales y 
Métodos). La Figura 31 representa los resultados obtenidos de intensidad de 
fluorescencia en luz y oscuridad, para cada NP, en ambas cepas bacterianas ensayadas. 

La producción máxima de EROs y ERNs fue observada en presencia de álcali@AgNP y 
Al@AgNP luego de los 10 min de irradiación, siendo mayor la producción de especies 
radicalarias en S. aureus. Luego de los 30 min de irradiación con Al@AgNP en S. aureus, 
se observó un incremento en la intensidad fluorescente correspondiente a la generación 
de EROs y ERNs, si bien durante este tiempo de irradiación se observó muerte bacteriana 
(resultados y discusión Parte II, sección 3.3.1 Cinética de muerte bacteriana bajo 
irradiación), la generación de especies radicalarias podría deberse a la presencia de 
algunas organelas y estructuras de bacterias, cuya integridad se encuentra muy dañada 
como para mantener las bacterias vivas. En el caso de E. coli en contacto con 
álcali@AgNP y Al@AgNP, y de S. aureus en contacto con álcali@AgNP, luego de los 30 
min de irradiación, no se observó un aumento significativo en la generación de especies 
radicalarias, lo que concuerda con los resultados obtenidos de la actividad 
antimicrobiana de las NP durante ese período de irradiación, en donde se obtuvo una 
disminución de UFC de 3 logaritmos.  

Cuando las cepas S. aureus y E. coli fueron irradiadas con ZHL@AgNP, no se 
observó la producción de especies radicalarias respecto del control sin tratar, durante 
todo el período ensayado. ZHL@AgNP presentó actividad antibacteriana en S. aureus 

luego de los 30 min de irradiación, dando como resultado que su principal mecanismo 
de acción no implica un efecto fotoquímico, como en el caso de álcali@AgNP y 
Al@AgNP, sino que podría deberse a un efecto fototérmico. En condiciones de 
oscuridad, no se observó la formación de radicales libres cuando ambas cepas 
bacterianas fueron incubadas con las ligninas@AgNP. De acuerdo a los resultados 
obtenidos en resultados y discusión Parte II, sección 3.3.1, álcali@AgNP y Al@AgNP 
presentaron actividad antimicrobiana en S. aureus y E. coli en condiciones de oscuridad, 
esto puede ser el resultado del tamaño de las AgNP, la polidispersidad, el tipo de agente 
de recubrimiento, y la liberación de iones Ag+1 desde las AgNP (D'Agostino y col., 2016).  
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Figura 32. Producción de EROs y ERNs en las cepas S. aureus ATCC 25923 y E. coli CF073 
luego de 1 h de irradiación y oscuridad con álcali@AgNP 0,02 nM (gris), Al@AgNP 2,9 
nM (rojo), ZHL@AgNP 9,8 nM (azul), y en ausencia de NP (negro). 
 

Las ligninas utilizadas en la síntesis de cada NP contienen diferentes 
concentraciones de azúcares (resultados y discusión Parte I, sección 2.4), siendo ZHL-

lignina la que presenta mayor porcentaje, y por ende mejor capacidad antioxidante que 
álcali-lignina y Al-lignina. Esta podría ser la razón por la cual no se observó la generación 
de especies radicalarias cuando las cepas bacterianas fueron incubadas bajo irradiación 
con ZHL@AgNP, inclusive se pudo apreciar menor generación de EROs y ERNs en las 
cepas tratadas con ZHL@AgNP en oscuridad, en comparación con el control en 
oscuridad sin NP, donde los radicales formados son producto de la respiración celular 
(Figura 31).  

Diferentes compuestos orgánicos utilizados como agentes de recubrimiento en 
AgNP, confieren diferencias en la toxicidad en bacterias Gram positivas y Gram negativas 
(Neal y col., 2008), como el caso de ZHL-lignina utilizada para estabilizar las ZHL@AgNP, 
que bajo irradiación, mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus, mientras que 
en E. coli no presentaron ningún efecto inhibitorio. Este resultado sugiere la mayor 
selectividad de ZHL@AgNP hacia S.aureus. Las ZHL@AgNP contienen lignina con mayor 
contenido de azúcar, lo que podría contribuir a una mejor interacción con la pared 
celular de S. aureus (Le y col., 2014; Weerasekera y col., 2017). Algunos estudios han 
demostrado que las NP tienen una mayor actividad contra las bacterias Gram positivas 
que contra las bacterias Gram negativas, porque la pared celular de las bacterias Gram 

negativas está compuesta por lipopolisacáridos (LPS), lipoproteínas y fosfolípidos 
(Sarwar y col., 2015; Wang y col., 2017). Los LPS son estructuras únicas de la pared 
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celular de las bacterias Gram negativas, que proporcionan una región cargada 
negativamente que atraen y adsorben a las NP. En contraste, el ácido teicoico solo se 
expresa en la pared celular de las bacterias Gram positivas, por lo que las NP se 
distribuyen a lo largo de la cadena molecular del fosfato, evitando su agregación (Wang 
y col., 2017). 

Varios autores están de acuerdo en que las NP se adhieren e interactúan con la 
membrana celular, lo que resulta en una falla metabólica y conduce a la lisis bacteriana 
(Vanaja y col., 2013; Chamakura y col., 2011; Durán y col., 2016; Manosalva y col., 2019). 
Del mismo modo, las NP alteran la morfología de la membrana, cambiando su 
permeabilidad y, por lo tanto, el transporte correcto de sustancias a través de ella, lo 

que desencadena la lisis bacteriana. Las AgNP también tienen la capacidad de causar 
deformaciones irregulares en la pared celular (Liu y col., 2006; Pal y col., 2007; Slavin y 
col., 2017). También se ha reportado que las AgNP pueden penetrar las membranas 

celulares bacterianas para causar un aumento en la permeabilidad y alteraciones en la 
respiración, que conducen a la muerte celular (Neal y col., 2008). Los iones Ag+1 liberados 
desde las AgNPs pueden interactuar con proteínas y grupos tioles para inactivar enzimas 
vitales y para afectar la replicación del ADN (Karinja y col., 2018). La liberación de iones 
Ag+1 ocurre en presencia de agua debido a la oxidación superficial de los átomos de plata 
(Neal y col., 2008; Slavin y col., 2017). La disolución de AgNP puede expresarse por la 
siguiente ecuación (Liu y col., 2010):  
 

2 Ag(s) + ½ O2 (ac) + 2H+
 (ac) ⇆ 2Ag+

 (ac) + H2O (l) 

 

Resultados obtenidos por Jung y col. (2008) demostraron que cuando las cepas 
bacterianas E. coli y S. aureus fueron tratadas con Ag+1 ocurre lisis celular, y mediante 

TEM observaron que la pared celular se separó físicamente del entorno celular interno. 
Esto ocurre gracias a la interacción entre Ag+1 con compuestos cargados negativamente 
ubicados en la pared celular bacteriana, tales como grupos fosfato, carboxilo y amino 

(Slavin y col., 2017). La combinación de iones Ag+1 con la membrana cargada 
negativamente perfora la membrana, permitiendo así que el contenido citoplasmático 
fluya fuera de la célula, disipando el gradiente de H+ a través de la membrana y causando 
la muerte celular (Knetsch MLW y col., 2011). Si las bacterias aún no se han eliminado, 
la interacción entre los iones Ag+1 y la membrana, permite a los iones moverse a través 
de la pared celular y la membrana plasmática (Lara HH y col., 2010). Además, estudios 
sugieren que los iones Ag+1 liberados, interactúan con la cisteína en ciertas regiones de 
proteínas en las membranas bacterianas, causando la pérdida de K+ desde el interior y 
la interrupción de los sistemas de transporte celular, lo que finalmente conduce a la 
muerte celular bacteriana (Taglietti A y col., 2012; Guo L y col., 2013; Yang K y col., 2018). 

Como se mencionó anteriormente en el estudio del mecanismo de acción de 
amoxi@AuNP, la carga de las NP es un aspecto importante para la actividad 
antibacteriana y para la interacción de las NP con las células bacterianas. Las AgNP 
sintetizadas como parte del presente proyecto de tesis presentaron una carga superficial 

negativa. Un estudio mostró que las NP cargadas negativamente no se adhieren a las 
bacterias debido a la carga negativa en ambas. Sin embargo, a concentraciones más 
altas, las NP cargadas negativamente presentan actividad antibacteriana, lo que 

conduce a interacciones entre las NP y la superficie bacteriana (Arakha y col., 2015; 
Wang y col., 2017). Las lignina@AgNP sintetizadas mostraron actividad antibacteriana a 
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los pocos minutos de contacto con cepas Gram-negativa y Gram positiva, por lo que no 
fue necesario ajustar o cambiar la carga superficial de las NP. 

En base a los resultados presentados, cuando las bacterias fueron irradiadas con 
luz en contacto con las lignina@AgNP, se observó un efecto antibacteriano más eficiente 
en cuanto al tiempo y concentración de NP, debido a la combinación de diferentes 
posibles mecanismos de acción (Figura 33): unión de las lignina@AgNP en la pared 
bacteriana, ingreso dentro de la célula, liberación de iones Ag+1, generación de radicales 
libres y producción de calor sobre la superficie de las NP metálicas que ocasiona la 
desnaturalización de proteínas y daño en lípidos presentes en la pared de las bacterias 
próximas a las NP. 
 

 
 
 

Figura 33. Ilustración de los mecanismos de acción planteados para lignina@AgNP, 

cuando bacterias Gram positivas y Gram negativas son irradiadas con luz blanca en 
contacto con las NP. A) Liberación de iones plata y generación de EROs y ERNs que 
ocasionan daño a nivel de la pared celular. B) Acumulación de lignina@AgNP en la pared 

bacteriana afectando la permeabilidad de la misma. C) Penetración de lignina@AgNP 
dentro de la célula donde pueden generar EROs y ERNs y liberación de iones Ag+1 que 
afectan al ADN. D) Generación de calor localizado sobre la superficie de lignina@AgNP 

unidas a la pared bacteriana, lo que conduce a la desnaturalización de proteínas y daño 
en los lípidos de la pared. 
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4.5 Viabilidad celular de lignina@AgNP en fibroblastos 3T3 

 

La biocompatibilidad de las álcali@AgNP, Al@AgNP y ZHL@AgNP fue evaluada en 
fibroblastos 3T3 a las concentraciones de 0,02 nM, 2,9 nM y 9,8 nM respectivamente, 
en condiciones de luz y oscuridad durante 1 h, mediante ensayo colorimétrico MTT. 
Como controles, se realizaron tratamientos sin NP, con álcali-lignina a una concentración 
de 0,1 mg/mL y tratamiento en presencia de AgNO3 0,1 mg/mL como referencia de la 
posible toxicidad de las lignina@AgNP debida a la liberación de iones Ag+1, los cuales son 

altamente citotóxicos para queratinocitos y fibroblastos (Karinja y col., 2018) (ver página 
122, sección 7.13 en Materiales y Métodos). En la Figura 32 se muestran los porcentajes 
de viabilidad celular respecto del control sin tratamiento con NP, y en base  a estos 
resultados Al@AgNP y ZHL@AgNP no mostraron citotoxicidad en comparación con el 
control, mientras que las álcali@AgNP mostraron la misma toxicidad que el tratamiento 
con AgNO3, con una disminución de la viabilidad en los fibroblastos cercana al 50%, por 
lo que la toxicidad de álcali@AgNP estaría relacionada con la liberación de iones Ag+1. 
Cuando los fibroblastos 3T3 fueron tratados con álcali-lignina, no se observó toxicidad 
tanto en condiciones de luz como de oscuridad. 

 

 
 

Figura 34. Porcentaje de viabilidad celular de fibroblastos 3T3 respecto del control sin 
tratamiento con NP, mediante ensayo colorimétrico MTT después de 1 h de incubación 
con lignina@AgNP, álcali lignina y AgNO3. Las barras negras corresponden a las 
condiciones de oscuridad, las barras azules bajo irradiación con luz blanca. 
 

Las AgNP dañan directamente las membranas celulares, interrumpen la 
producción de ATP y la replicación del ADN, alternan expresiones genéticas, liberan 
iones Ag+1 tóxicos, y producen especies reactivas de oxígeno para oxidar los 
componentes biológicos de la célula. La producción de especies radicalarias debido a 
AgNP es una de las principales fuentes de daño espontáneo al ADN (Sharma y col., 2013). 
Debido a esto, requieren especial atención en cuanto a su biocompatibilidad, ya que se 
utilizan en más de 240 productos comerciales, incluyendo ropa, productos de cuidado 
personal, alimentos y envases de bebidas, electrodomésticos, productos para bebés e 

incluso suplementos alimenticios. También se usan para el tratamiento antimicrobiano 
en instrumentos médicos como catéteres (urinario, drenaje y venoso), escalpelos y 
vendajes para heridas (Cheng y col., 2011; Sharma y col., 2014). Cuando las AgNP son 
expuestas a condiciones ambientales diferentes a las del laboratorio de investigación, 
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factores como la luz, temperatura, salinidad, etc., afectan tanto su estabilidad como su 
toxicidad (Cheng y col., 2011). Algunos estudios han revelado la biodistribución y la 
toxicidad de las AgNP in vivo en ratas y ratones. Las AgNP administradas por inhalación, 
ingestión o inyección se detectaron posteriormente en la sangre y causaron toxicidad 
en varios órganos, incluido el cerebro (Ahamed y col., 2010). Otro informe implicaba que 
las AgNP a altas dosis podrían tener efectos genotóxicos y citotóxicos en las células 
humanas (Jena y col., 2012). Sin embargo, otros informes sugieren que la toxicidad de 
las AgNP para las células de mamíferos es baja. En experimentos donde usaron dosis 
terapéuticas de AgNP, sólo se detectaron niveles muy bajos (menos de 0,5 mg/g de un 
órgano) en los órganos de los ratones, lo que sugiere que las AgNP son seguras a bajas 

concentraciones (Wong y col., 2010).  
El recubrimiento de las AgNPs influye en la estabilidad y la toxicidad de las AgNP 

en soluciones acuosas, en sistemas biológicos y en el medio ambiente (Sharma y col., 

2014; Ilić y col., 2021), como, por ejemplo, AgNP recubiertas con polisacáridos, 
derivados del quitosano, que poseen actividad antimicrobiana, pero no son tóxicas para 
células eucariotas (Liu y col., 2010). En este trabajo de tesis diferentes ligninas fueron 
elegidas como agentes de recubrimiento para las AgNP, debido a que su utilización en 
el área biomédica está creciendo rápidamente (Witzler y col., 2018; Trovagunta y col., 
2021; Venkatesan Savunthari y col., 2021) y se ha demostrado su biocompatibilidad en 
la aplicación de nanomateriales e hidrogeles (Meng y col., 2019; Arruda y col., 2021).  

La polidispersidad y el tamaño de las AgNP también son factores importantes que 
influyen en la toxicidad de las AgNP en células de mamíferos. Se ha demostrado que las 
AgNP que presentan polidispersidad pueden absorber eficientemente la radiación láser 
del infrarrojo cercano para disiparla como calor y luego matar las células bacterianas 
mediante el tratamiento fototérmico, mejorando el efecto antibacteriano debido a la 
liberación de iones Ag+1, y por consiguiente presentar una disminución en la 
biocompatibilidad (D'Agostino y col., 2016; Fan y col., 2020; Liu y col., 2021). La 

concentración de iones Ag+1 en medio acuoso y en las AgNP depende de la superficie de 
la partícula de plata promedio, y las AgNP más pequeñas son mucho más tóxicas que las 
grandes (Klapiszewski y col., 2015; Li y col., 2021). Las álcali@AgNP sintetizadas 

presentaron polidispersidad, con la formación de grandes aglomerados, y AgNP 
pequeñas de 8 nm de diámetro (Figura 35). Un efecto sinérgico debido tanto a la 
presencia de los grandes aglomerados como a las pequeñas NP que pueden liberar una 
gran cantidad de iones Ag+1, podrían explicar la toxicidad de este compuesto en luz y en 
oscuridad, como así también la actividad antimicrobiana a concentraciones más bajas 
con respecto a Al@AgNP y ZHL@AgNP. Este efecto se atribuye al tipo de lignina utilizada 
(álcali-lignina), la cual no actuaría como buen estabilizador de AgNP, por tener una unión 
más débil a la superficie de las NP debido a la menor concentración de azúcares 
reductores en su estructura en comparación con las otras ligninas, por lo que su 
eliminación desde las NP sería facilitada (Cheng y col., 2011). Al-lignina y ZHL-lignina 
resultaron ser buenos agentes de recubrimientos y estabilizadores de las AgNP, como lo 
demuestran los resultados de biocompatibilidad y de caracterización de las AgNP, donde 
no se observaron formación de aglomerados en las imágenes TEM.  
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Figura 35. Imágenes TEM de álcali@AgNP. A) Formación de aglomerados. B) 
álcali@AgNP esféricas de 8 nm de diámetro. 
 

Con base en a los resultados obtenidos, Al-lignina y ZHL-lignina mostraron ser 
buenos candidatos como agentes reductores y estabilizadores de AgNP, presentando 

actividad antibacteriana, la cual fue mejorada al irradiar las NP con luz blanca. Al@AgNP 
y ZHL@AgNP presentaron biocompatibilidad en células de mamíferos, incluso bajo 
irradiación. Estas nuevas AgNP sintetizadas podrían ser utilizadas como alternativas para 

tratamientos de infecciones bacterianas, y de gran utilidad en el desarrollo de 
formulaciones o de dispositivos médicos para prevenir contaminación bacteriana.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN: PARTE IV. 

DESARROLLO DE UNA FORMULACIÓN FARMACÉUTICA DE Amoxi@AuNP PARA 

APLICACIÓN TÓPICA 
 

5.1 Desarrollo y caracterización de formulaciones de amoxi@AuNP para aplicación 

tópica 

 

5.1.1 Desarrollo de gel de amoxi@AuNP para aplicación tópica 

 

Una gran mayoría de los sistemas de aplicación tópica de fármacos, utilizan 
formulaciones en gel de ácidos poliacrílicos (polímero sintético, comercialmente 
denominado Carbopol®), que imparten un aspecto estéticamente agradable, claro, 

brillante y se lavan fácilmente de la piel con agua (Sareen y col., 2011). Los geles se 
definen comúnmente como redes tridimensionales de polímeros reticulados química o 
físicamente (a través de reacciones de entrecruzamiento o interacciones electrostáticas) 
cuya estructura hidrofílica los hace capaces de retener grandes cantidades de agua en 
sus redes tridimensionales, y se forman debido al cambio de parámetros como 
temperatura, fuerza iónica, pH, exposición a rayos ultravioleta, conservando su 
integridad estructural física (Ickenstein  y col., 2018; Desfrançois  y col., 2018; Yang y 
col., 2018). Son hidrófilos, biocompatibles y fáciles de procesar por diferentes métodos, 
y agregan la posibilidad de controlar la liberación del fármaco espacial y temporalmente. 
Los geles también tienen propiedades físicas y mecánicas ajustables para una amplia 

gama de aplicaciones en medicina. En este sentido, se han utilizado como sistemas de 
administración de medicamentos durante varios años, ya que ofrecen una matriz de 
soporte conveniente para los ingredientes activos (Desfrançois  y col., 2018). Otros 

beneficios de los geles tópicos es que permiten administrar el medicamento 
directamente al sitio de acción (Devi y col., 2002; Sareen y col., 2011), prolongar el 
tiempo de residencia de la forma de dosificación debido a la bioadhesión a la piel, y 

mejorar el cumplimiento por parte del paciente (Gohel y col., 2000; Saleem y col., 2005), 
debido a la facilidad de aplicación y mejor absorción percutánea en comparación con 
otras preparaciones semisólidas, como cremas, pastas, ungüentos, etc (Loganathan y 
col., 2001). 

La síntesis de geles de Carbopol® se realiza de una manera simple a través del 
método de dispersión (Reddy y col., 2006; Sareen y col., 2011), en la cual una cantidad 
determinada de dispersión del fármaco y Carbopol® se agita para homogeneizar a 
temperatura ambiente y se ajusta al pH de gelificación del Carbopol® (indicado por el 
proveedor, generalmente entre 6 y 8), produciendo el compuesto fármaco-gel. La 
solución acuosa de estos polímeros entra en transición a fase de gel cuando el pKa es 
superior a 5,5. 

Para la obtención del gel de amoxi@AuNP para aplicación tópica, se utilizaron dos 
polímeros sintéticos ampliamente usados en la industria farmacéutica, Carbopol® 934 y 
Carbopol® ultrez 10, en donde concentraciones de 0,5 y 1% p/v de cada polímero fueron 

dispersadas lentamente sobre una suspensión de amoxi@AuNP de concentración 1,5 
ug/mL (concentración bactericida). Luego de 24 h en el caso del Carbopol® 934 y de 30 
min para el Carbopol® ultrez 10 a temperatura ambiente, se obtuvieron los geles de 
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amoxi@AuNP posteriormente al agregado de trietanolamina (TEA, neutralizador no 
iónico) para ajustar el pH aproximadamente a 7 (ver página 123, sección 7.14.1 en 
Materiales y Métodos). Todas las formulaciones de gel resultaron ser claras y 
homogéneas (Figura 36). 
 

 
 

 
Figura 36. Formación de gel de amoxi@AuNP. A) Agregado de Carbopol® ultrez 10 

al 0,5% p/v (1), 1 % p/v (2) y de Carbopol® 934 al 0,5 % p/v (3), 1% p/v (4), a una 
suspensión de 1,5 ug/mL amoxi@AuNP.  B) Formación del gel luego del agregado de 
TEA. 

 

El fenómeno de gelificación se explica por el entrecruzamiento físico o químico de 
las cadenas de polímeros. Los geles físicos presentan una red tridimensional formada 

por uniones que no son completamente estables a ciertos cambios físicos (pH, 
temperatura). Las uniones son del tipo Van der Waals y puente de hidrógeno, son 
uniones mucho más débiles que los enlaces covalentes (Figura 37). Los geles químicos 
son aquellos en los que la red está formada por enlaces covalentes, este tipo de enlace 
es muy fuerte y su ruptura conduce a la degradación del gel (Desfrançois y col., 2018):   
 

 
 

 

Figura 37. Tipos de enlaces en geles, a) geles físicos, b) geles químicos. 
 

El grado de entrecruzamiento, la concentración y la naturaleza de los polímeros 
(sintéticos o naturales) son los tres parámetros clave que influyen en la porosidad y el 

grado de hinchamiento de los geles. Estas dos características (porosidad y grado de 
hinchamiento) controlan la cinética de difusión pasiva de moléculas activas, 
biomoléculas o NP cargadas dentro de la matriz (Lin y col., 2006). Debido al gran tamaño 
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de los poros del gel y su alto contenido de agua, los medicamentos pequeños y solubles 
en agua se liberan rápidamente de la red. 

En los últimos 20 años, los investigadores han usado diferentes tipos de polímeros 
para formular geles, desde polímeros sintéticos como poliésteres, carbómeros o 
carbopoles, hasta polisacáridos naturales como alginato, quitosano, almidón, gelatina 
(Desfrançois y col., 2018). El Carbopol® es un polímero sintético de alto peso molecular 
y enlaces cruzados de ácido acrílico; contiene entre 56% a 68% de grupos de ácido 
carboxílico, es un polvo blanco esponjoso con un leve olor característico, higroscópico y 
ligeramente ácido. Puede soportar valores de pH de 7 en geles y de 5 en líquidos. Las 
modificaciones hidrofóbicas de este polímero muestran propiedades reológicas 

excelentes, elevada viscosidad, y elevado hinchamiento. En formulaciones bioadhesivas 
se usan derivados del ácido acrílico de alto peso molecular (Kadajji  y col., 2011).  Los 
grupos carboxilos presentes en su estructura molecular (Tabla 10), se ionizan después 

de la neutralización con una base, como hidróxido de sodio o aminas orgánicas, como la 
TEA, formando un gel debido a la repulsión electrostática entre la cadena de polímero 
cargada negativamente, lo que finalmente aumenta el volumen del gel y las capacidades 
espesantes (Shin y col., 2000; Sareen y col., 2011). Carbopol® proporciona formulaciones 
listas para usar, baratas y biológicamente bien toleradas (Bhaskar, K. y col., 2009).  
 

Tabla 10. Características de Carbopol® 
 

 
Tabla adaptada de Kadajji y col., (2011). 

 

La obtención de hidrogel de Carbopol® es sencilla en comparación con otros 
polímeros sintéticos utilizados para vehiculizar fármacos, como los poloxámeros, donde 
se requieren bajas temperaturas para lograr la gelificación (Desfrançois y col., 2018). 
Generalmente, se necesita una cantidad igual o menor al 1% p/v de polvo de Carbopol® 
en solución para obtener una formulación con la viscosidad adecuada para uso tópico. 

Carbopol® 934 y Ultrez 10 son polímeros de gran aplicación farmacéutica y 
cosmética. Demuestran diferentes propiedades reológicas y valores de viscosidad, que 
se reflejan en el tamaño de partícula del polímero, peso molecular entre enlaces 
cruzados, asignación de reticulaciones moleculares y la cadena libre en los extremos 
(Kumara y col., 2015). El Carbopol® 934 es un coloide soluble en agua, mucoadhesivo y 
biodegradable. Está compuesto por un 62% de grupos carboxílicos formados por 
repetición de unidades de ácido acrílico. Este polímero posee capacidad bioadhesiva que 
es atribuible a la formación de puentes de hidrógeno con la mucina presente en la 
mucosa (Singh y col., 2014). Ofrece excelente estabilidad a alta viscosidad y produce 
formulaciones espesas para gel opaco (Jadhav y col., 2016). Carbopol® Ultrez 10 fue 
integrado hace pocos años como un híbrido entre el Carbopol® 940 y 934. Muestra 
propiedades de dispersión superiores que Carbopol® 934 y una gama de aplicaciones 
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más amplia. Estas propiedades hacen que el proceso de dispersión coloidal homogénea 
del Carbopol® Ultrez 10 sea más fácil, corto y económico. Se requiere menos esfuerzo y 
energía para producir formulaciones a base de este polímero (Welin-Berger y col., 
2001; Fresno y col., 2002).  

Estudios han demostrado que la vehiculización de NP en hidrogeles de Carbopol® 
presentaron propiedades reológicas óptimas y estabilidad térmica, comparadas con 
otros sistemas de vehiculización como microemulsiones (Bhaskar y col., 2009; Song y 
col., 2014).  

Debido a su alto contenido de agua, los geles se consideran plataformas ideales 
para la entrega de fotosensibilizadores (Zhang y col., 2017). Chang y col. (2010) han 

informado que una formulación de Carbopol® 971P con ácido aminolevulínico (ALA) 
presentó un efecto satisfactorio en la terapia fotodinámica para el tratamiento de la 
queratosis actínica. Liang y col. (2017) y Zheng y col. (2019) demostraron que el Azul de 

toluidina O (TBO, utilizado como fotosensibilizador en la terapia fotodinámica para el 
tratamiento del acné) vehiculizado en un gel con Carbopol® 934, obtuvo un mejor efecto 
terapéutico que la solución de TBO, prolongando el tiempo de retención del 
fotosensibilizador en el sitio de la lesión. El efecto del hidrogel de TBO en la terapia 
fotodinámica inhibió tanto las bacterias Gram positivas como las Gram negativas. 

Las estructuras de red tridimensionales de los hidrogeles ayudan a incorporar 
varias NP (metálicas, inorgánicas, bioactivas, etc.) dando lugar a hidrogeles con 
propiedades mecánicas y propiedades ópticas, eléctricas, magnéticas o biológicas únicas 
(Raveendran y col., 2017; Mekkawy y col., 2017). Entre las NPs metálicas, las NP de plata 
(AgNP) han ganado especial interés debido a sus actividades antibacterianas y 
antifúngicas (Zhao y col., 1998). La actividad antimicrobiana de las AgNP puede deberse 
a la liberación de iones de plata, que dañan la pared celular bacteriana y las respuestas 
metabólicas, ocasionando muerte celular (Zohuriaan-Mehr y col. 2009; Qiu y col., 2012). 
Por tanto, las AgNP vehiculizadas en hidrogeles, son una buena alternativa para la 

liberación de iones de plata de manera controlada (Das y col., 2015; Pérez-Díaz y col., 
2016; Jadhav y col., 2016). Lali Raveendran y col. (2017) formularon un hidrogel de AgNP 
mediante método por condensación y reducción in situ. Para la elaboración del gel 

utilizaron amilosa extraída del almidón, y fue acoplada junto al polímero natural 
quitosano, luego fue incorporado AgNO3 para la obtención de las AgNP mediante 
reducción in situ. Se observó que el gel de AgNP presentó efecto inhibitorio en el 
crecimiento de hongos.   Mekkawy y col. (2017), formularon un gel de AgNP para uso 
tópico, a partir de una dispersión de AgNP, utilizando diferentes agentes gelificantes, 
carboximetilcelulosa de sodio, alginato de sodio, hidroxipropilmetilcelulosa, y 
quitosano. En este estudio demostraron una actividad antibacteriana superior y una 
capacidad de cicatrización de heridas, con una apariencia normal de la piel y crecimiento 
del cabello para las formulaciones de hidrogel, en comparación con la crema de 
sulfadiazina de plata disponible comercialmente (Dermazin®). 

Gao y col. (2014) informaron el desarrollo de una formulación de hidrogel que 
contiene NP de oro (AuNP) estabilizadas con liposomas, para la administración tópica en 
el tratamiento de infecciones microbianas. El hidrogel fue preparado mezclando AuNP 
con acrilamida como monómero y polietilenoglicol dimetacrilato como agente 
reticulante. El proceso de gelificación se inició agregando persulfato de amonio y 
tetrametiletilendiamina. La reacción se llevó a cabo durante 12 h a temperatura 
ambiente.  En otros estudios, las AuNP fueron vehiculizadas mediante hidrogel 
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formulado a partir del polímero sintético poloxámero 407, también conocido como 
Pluronic® F-127, por Arafa y col. (2018) y Mahmoud y col. (2019), destinado al 
tratamiento antibacteriano y cicatrización de heridas. Los hidrogeles fueron formulados 
implementando el método en frío, a 4°C en constante agitación. La mezcla se almacenó 
durante la noche a 4 °C hasta la obtención de un gel translúcido. Estos polímeros son 
usados en ingeniería de tejidos debido a la disponibilidad comercial y a que presentan 
una transición sol-gel cerca de la temperatura y el pH fisiológicos. Una desventaja es su 
rápida tasa de degradación in vivo (Klouda y Mikos, 2008; Lippens y col., 2013). Para 
superar este problema, Pluronic® se reticula con frecuencia con otro α-hidroxi o 
aminoácido para alterar la estructura química (Lippens y col., 2013).  

En el trabajo de tesis propuesto, se llevó a cabo una formulación de amoxi@AuNP 
utilizando el polímero sintético biocompatible Carbopol® como agente gelificante. 
Durante el proceso de formulación, no fue necesaria la adición de solventes o demás 

compuestos gelificantes, obteniéndose un gel de apariencia translúcida en pocos min de 
reacción con Carbopol® ultrez 10, en comparación con formulaciones en gel de NP 
metálicas realizadas en investigaciones previas. 
 

5.1.2 Estabilidad de geles de amoxi@AuNP para aplicación tópica 

 

Los estudios de estabilidad acelerada son estudios destinados a aumentar la 
velocidad de degradación química y la modificación física de una sustancia y/o 
alteraciones de características de la forma farmacéutica, usando condiciones forzadas 
de almacenamiento con el propósito de monitorear las reacciones de degradación, a 
prever el plazo de validez en las condiciones normales de almacenamiento (Zheng y col., 
2019). 

El estudio de estabilidad debe realizarse considerando el mercado para el cual está 
destinado el producto y las zonas climáticas en que será utilizado. Para fines de estudios 

mundiales son reconocidas 4 zonas climáticas (Tabla 11): 
 

Tabla 11. Zonas climáticas para los estudios de estabilidad. 
 

 
Tabla adaptada de Disposición de ANMAT N° 3555/2002. 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/amino-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/structure-composition
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La estabilidad de geles de 1,5 ug/mL amoxi@AuNP formulados con Carbopol® 934 
al 0,5% y 1% p/v, y Carbopol® ultrez 10 al 0,5% y 1% p/v, se llevó a cabo mediante 
estudios de estabilidad acelerada a 40°C y 75% de humedad relativa (HR) en gabinete 
de estabilidad, durante 3 meses. Durante ese período se inspeccionó visualmente el 
color, la homogeneidad, consistencia y separación de fases durante el almacenamiento; 
se evaluó el pH, la estabilidad coloidal de las NP mediante cambios en la absorción del 
plasmón por espectrofotometría, y las propiedades reológicas de las formulaciones. 
Como control se realizaron formulaciones de los carbopoles en agua MilliQ (solvente 
utilizado para la síntesis de amoxi@AuNP), a las mismas concentraciones utilizadas para 
los geles de amoxi@AuNP (ver página 123, sección 7.14.2 en Materiales y Métodos). Las 

formulaciones fueron preparadas en viales de vidrio (Figura 38), y cubiertas cuando 
fueron almacenadas en el gabinete de estabilidad.  

 
 

 
 

Figura 38. Formulación de gel de Carbopol® en agua MilliQ (A, control), y gel de 
amoxi@AuNP (B), en viales de vidrio para estudios de estabilidad acelerada. 
 

Las pruebas de estabilidad de las formulaciones mostraron que la homogeneidad, 
estabilidad coloidal, pH, propiedades reológicas y viscosidad se mantuvieron estables 
durante todo el período ensayado para el gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® 
ultrez 10 al 1% p/v. 

Las mediciones de pH se realizaron por triplicado utilizando un medidor digital de 

pH precalibrado y se calcularon los valores promedio. En la Tabla 12 se muestran los 
valores de pH del gel de amoxi@AuNP con Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v, y del control 
sin NP. Este resultado muestra que el pH de las formulaciones se mantuvo constante 
durante todo el período de permanencia en el gabinete de estabilidad. 
 

Tabla 12. Valores promedio de pH del gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® 
ultrez 10 al 1% p/v y el control sin NP, obtenidos a tiempo 0 y 3 meses de permanencia 
en gabinete de estabilidad.  
 

 
 

Para evaluar la estabilidad coloidal de amoxi@AuNP en las formulaciones, la 
absorción del plasmón de superficie de las NP fue medida mediante espectrofotometría. 
La estabilidad se determinó como el tiempo en el que se obtiene una disminución del 
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20% en la absorción del plasmón a la longitud de onda de la absorbancia máxima inicial 
(Weerasekera y col., 2017). En el gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® ultrez 
10 al 1% p/v, no se detectaron cambios en el máximo de absorción del plasmón, luego 
de los 3 meses de almacenamiento en el gabinete de estabilidad (Figura 39). 
 

 
 

Figura 39. Gráfico de absorción del plasmón del gel de amoxi@AuNP formulado con 
Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v, a tiempo 0 y a 3 meses de almacenamiento en gabinete 

de estabilidad. 
 

La caracterización reológica es importante en la formulación, procesamiento, 
transporte y almacenamiento de formulaciones farmacéuticas, además es una 
herramienta útil en el diseño y predicción de la estabilidad de muestras almacenadas y 
proporciona información sobre los mecanismos de gelificación.  

Los estudios reológicos nos permiten determinar y cuantificar las propiedades 
mecánicas de los geles cuando éstos sufren una deformación. La resistencia mecánica 
representa la capacidad de un material para soportar la acción de una fuerza sin 

romperse y generalmente se caracteriza por el esfuerzo que induce dicha rotura. La 
respuesta de un material a la acción de una fuerza puede tener dos comportamientos 
extremos:  

- Viscoso: todo tipo de fuerza aplicada deforma el material, y al dejar de actuar, 
permanece la deformación. 

- Elástico: una vez cesa la fuerza aplicada, desaparece la deformación volviendo al 
estado inicial.  

Entre estos dos comportamientos, encontramos el comportamiento viscoelástico 
definiéndose como la combinación de ambos. Los materiales poliméricos poseen la 
capacidad de sufrir deformaciones temporales cuando se les aplica un esfuerzo externo 
de intensidad limitada. Esta deformación, desaparece cuando cesa la fuerza aplicada. 
Cuando el material se encuentra entrecruzado, como se da en los geles, formando una 
red tridimensional, éste puede soportar esfuerzos mayores sin perder su forma, ya que 
los enlaces intermoleculares evitan el desplazamiento de unas cadenas con respecto a 
otras (Ickenstein y col., 2018).  

Se realizó una medición oscilatoria que indica cómo se encuentra el sistema en 
estado de equilibrio, de los geles de amoxi@AuNP y geles sin NP como control. A partir 

de esta medición se realizó un barrido de deformación de la muestra, donde se obtienen 
dos módulos o curvas, el módulo G´ que representa la parte elástica del sistema y 
módulo G´´ que representa la parte viscosa de la formulación. A partir del barrido de 

deformación del sistema se pudo determinar el rango de viscoelasticidad lineal del 
sistema amoxi@AuNP: Carbopol®, este rango se define como el rango en el que el gel 
cumple la ley de elasticidad de Hooke: 
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 σ = G • γ 

 

Siendo σ el esfuerzo aplicado, G el módulo de relajación y γ la deformación que 
sufre el material, y es el rango en el que el sistema presenta un comportamiento 
viscoelástico (Tuncay Tanrıverdi y col., 2018). 

El barrido de deformación se realizó entre 1x10-3 y 1000 % de deformación, fijando 
la frecuencia y la temperatura a 1 Hz y 20 °C respectivamente, a tiempo 0 y luego de 3 
meses de almacenamiento de los geles en el gabinete de estabilidad. 

Los resultados obtenidos a partir del barrido de deformación a tiempo 0 h, 
demostraron que el rango de viscoelasticidad lineal, donde los módulos G´y G´´ se 
mantienen paralelos entre sí, osciló entre 1 y 8 % de deformación en todas las 
formulaciones. Luego del período de almacenamiento de los geles en el gabinete de 
estabilidad, el gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v 
conservó este comportamiento, al igual que el control sin NP (Figura 40). 
 

 
 

 

Figura 40. Barrido de deformación del gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® 
ultrez 10 al 1% p/v a tiempo 0 h (línea azul) y a los 3 meses de almacenamiento en 
gabinete línea verde). Control del gel de Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v sin NP a las 0 h 
(línea roja) y a los 3 meses de almacenamiento en gabinete (línea amarilla). Frecuencia 
constante de 1 Hz a 20°C.  
 

A partir de este gráfico se selecciona el % de deformación donde ambas curvas 
permanecen paralelas, en este caso se eligió un porcentaje de deformación del 2 %, a 

partir del cual se realizó un barrido de frecuencia entre 0.01 y 100 Hz a 20°C, analizando 
las curvas de los módulos G´ y G´´ del gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® 
ultrez 10 al 1% p/v (Figura 41). 
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Figura 41. Barrido de frecuencia del gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® 
ultrez 10 al 1% p/v a tiempo 0 h (línea azul) y a los 3 meses de almacenamiento en 
gabinete (línea verde). Control del gel de Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v sin NP a las 0 h 
(línea roja) y a los 3 meses de almacenamiento en gabinete (línea amarilla). Deformación 
constante del 2% a 20°C.  
 

Los resultados demostraron que gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® 
ultrez 10 al 1% p/v y el control sin NP se comportan como sólidos viscoelásticos, en 
donde el componente elástico fue mayor que el componente viscoso (G’>G’’) y ambos 
módulos permanecen paralelos entre sí, lo que indica que es un sistema con 

características predominantemente elásticas, esto quiere decir que la deformación 
conseguida es directamente proporcional al esfuerzo aplicado. De esta forma, si se 
aplica un esfuerzo sobre un sólido viscoelástico éste se deforma hasta que la fuerza cesa 
y la deformación vuelve a su valor inicial (Pierre y col., 2015; Tuncay Tanrıverdi y col., 
2018). 

Este comportamiento de sólido viscoelástico del gel de amoxi@AuNP formulado 
con Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v, se mantuvo luego de los 3 meses de la preparación 
del gel y de su almacenamiento en el gabinete para estudios de estabilidad acelerada. 

Por último, se realizó una medición rotacional, que brinda información acerca del 
historial de la desestructuración del sistema. Esta medición brinda información acerca 

de la viscosidad (η) de la formulación (gráfico de viscosidad vs tasa de frecuencia de 
oscilación). La viscosidad es una propiedad que describe la resistencia del líquido al flujo 
y está relacionada con la fricción interna del líquido. El tipo más común de 

comportamiento de flujo es el flujo de cizallamiento (deformación lateral que se 
produce por una fuerza externa) en el que las capas de líquido se mueven cada una en 
relación con la otra, en respuesta a una fuerza de cizallamiento. Muchos líquidos simples 
se clasifican como newtonianos, lo que significa que su viscosidad es independiente de 
la cantidad de cizallamiento aplicado, como por ejemplo el agua y los hidrocarburos 
simples. Conforme la complejidad del líquido aumenta, por ejemplo, mediante la 
incorporación de polímeros, los líquidos pueden asumir un comportamiento más 
complejo y mostrar una respuesta no newtoniana, en la que la viscosidad depende de 
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la cantidad de cizallamiento aplicado, este comportamiento es común a muchos 
productos industriales, comerciales, y farmacéuticos, donde la viscosidad disminuye con 
el aumento de la tasa de cizallamiento. En los productos farmacéuticos para aplicación 
tópica, se exige que la viscosidad sea alta en tasas de cizallamiento bajas para prevenir 
la sedimentación o el colapso, pero que disminuya a tasas de cizallamiento más altas 
para facilitar la aplicación o el procesamiento (Tuncay Tanrıverdi y col., 2018). 

El gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v fue sometido 
a una medición rotacional a 20 °C, a tiempo 0 y a los 3 meses de almacenamiento en 
gabinete, mostrando como resultado una alta viscosidad a menor tasa de frecuencia de 
oscilación y disminución de la viscosidad a mayor tasa de frecuencia de oscilación, 

comportamiento que se conservó luego de su almacenamiento en gabinete (Figura 42). 
Con base en el resultado obtenido acerca de la viscosidad de la formulación, el gel 
presenta propiedades óptimas para su almacenamiento y para la aplicación tópica.  
 

  
 
 

Figura 42. Medición rotacional del gel de amoxi@AuNP formulado con Carbopol® ultrez 
10 al 1% p/v a tiempo 0 h (línea azul) y a los 3 meses de almacenamiento en gabinete 
(línea verde). Control del gel de Carbopol® ultrez 10 al 1% p/v sin NP a las 0 h (línea roja) 
y a los 3 meses de almacenamiento en gabinete (línea amarilla). Temperatura constante 
de 20°C. 
 

En base a los resultados obtenidos, el tratamiento con gel con NP metálicas podría 
ser una alternativa para las infecciones causadas por bacterias resistentes. Hay varias 
ventajas de estos materiales antimicrobianos. Primero, las NP metálicas podrían ser 
buenos sustitutos de los antibióticos, ya que rara vez se ha informado de resistencia 
bacteriana. Presumiblemente, esto se debe a los múltiples mecanismos de acción 
antimicrobiana, mientras que los antibióticos generalmente tienen un solo mecanismo 
de acción (Desfrançois y col., 2018). En segundo lugar, el pequeño tamaño de las NP les 

permite pasar a través de las paredes y las membranas celulares del peptidoglicano, 
penetrando fácilmente en el citoplasma de las células bacterianas. Finalmente, los geles 
pueden ofrecer un sistema de entrega para la aplicación local, mejorando la propiedad 
antibacteriana con el aumento de la concentración de NP, que podría ser alta en la zona 
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de infección a través de la aplicación de la formulación. Todas las ventajas mencionadas 
anteriormente indican que los geles con NP pueden ayudar a resolver los desafíos 
actuales de la medicina antimicrobiana. En esta etapa del trabajo de tesis, se cumplieron 
con las condiciones de síntesis deseables (proceso simple, utilizando como solvente 
agua, sin el agregado de solventes orgánicos o calor) para una formulación de hidrogel 
de las amoxi@AuNP, la cual fue estable y con las características necesarias para la 
administración tópica. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN: PARTE V. 

DESARROLLO DE UN RECUBRIMIENTO ANTIFOULING PARA DISPOSITIVOS MÉDICOS 
 

6.1 Síntesis in situ de nanoplacas de oro como recubrimiento antifouling para 

dispositivos médicos (Kauratec®) 
 

6.1.1 Síntesis de nanoplacas de oro 
 

La formación de biofilms es una de las principales causas de las infecciones 
hospitalarias, especialmente las relacionadas al uso de dispositivos médicos. Los 
dispositivos médicos elaborados con material plástico son los más propensos al 
desarrollo de biofilms en su superficie. De acuerdo con Donlan, 2002, las propiedades 
fisicoquímicas de la superficie ejercen una fuerte influencia en la tasa y el grado de 
adherencia bacteriana. Los microorganismos se adhieren más rápidamente a superficies 

hidrófobas no polares como el teflón y otros plásticos que a materiales hidrófilos como 
vidrio. 

La mejor estrategia para prevenir infecciones bacterianas asociadas al uso de 

dispositivos médicos es prevenir la adhesión de las primeras células bacterianas a la 
superficie de los dispositivos antes de que el biofilm pueda desarrollarse (Almog y col., 
2018). 

Por este motivo, el desarrollo de opciones antifouling eficaces es urgente. Se sabe 
desde hace muchos años que el oro es un material noble que se ha utilizado para 
instrumentos médicos y prótesis. Como es biológicamente inerte, presenta numerosas 
ventajas cuando se utiliza en catéteres médicos, stents, implantes, instrumentos y 
dispositivos médicos (Yachia y col., 1990; Song y col., 2016). Sin embargo, con el auge 
de la ciencia de los polímeros, ha sido reemplazado por otros materiales mucho más 
económicos y flexibles (como la silicona). Estos materiales son muy susceptibles a la 
adhesión bacteriana, por lo que su recubrimiento con metales nobles como el oro puede 
ser una alternativa para evitar la formación de biofilms bacterianos. 

Lo expuesto anteriormente, nos motivó a plantear como objetivo de esta etapa de 
tesis doctoral, obtener un recubrimiento basado en nanoplacas laminares de oro, 

mediante un método rápido y ecológico, con el fin de evitar la formación de biofilms 
bacterianos sobre catéteres/prótesis de diferentes materiales. 

En una primera instancia la síntesis de nanoplacas laminares se llevó a cabo en 

tubos Falcon, utilizando como precursor de oro al ácido tetracloroaurico trihidrato 
(AuHCl4.3H2O) y como agente reductor un antibiótico aminoglucósido (Rocca y col., 
2020). Se prepararon soluciones de AuHCl4.3H2O y del antibiótico disolviendo 

directamente los sólidos en agua MilliQ. Luego, iguales cantidades de cada solución (500 
µL) se colocaron gota a gota en un tubo Falcon que contenía 4,5 mL de agua MilliQ, 
agitando la solución con la ayuda de un vórtex. El tubo Falcon con las soluciones se llevó 
a calentamiento en baño termostatizado (ver página 124, sección 7.15.1 en Materiales 
y Métodos). Inicialmente, la solución presentó color amarillo pálido debido a la sal de 
oro. Luego de unos pocos minutos de calentamiento de la mezcla, la solución se tornó 
incolora (Rocca y col., 2020). Transcurrido el tiempo total de calentamiento, la solución 
se tornó dorada y las paredes del tubo Falcon adquirieron un color dorado/cobrizo, 
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indicativo de la formación de nanoplacas de oro laminares en las paredes del tubo. 
Finalmente, se observó una gran cantidad de sólido dorado brillante mientras se agitaba 
la solución (Figura 43). Resultados idénticos se observaron al calentar las muestras 
durante pocos segundos en un microondas convencional de uso doméstico (Rocca y col., 
2020). 

 

 
 

Figura 43. Síntesis de nanoplacas laminares en tubo Falcon y baño termostatizado. A) 

Solución inicial de color amarillo pálido, antes de calentar. B) Líquido con sólido dorado 
en suspensión y paredes en tubo Falcon cobrizas, luego de los primeros minutos de 
calentamiento en baño termostatizado. C) Suspensión final con mayor cantidad de 

sólido dorado en suspensión y paredes del tubo de color dorado/cobrizo, finalizada la 
etapa de calentamiento. 
 

El antibiótico aminoglucósido fue elegido como agente reductor para la formación 
de nanoplacas de oro (Rocca y col., 2020). El antibiótico seleccionado es un 
aminoglucósido reductor, debido a la capacidad que presentan sus grupos funcionales 

de oxidarse a grupos carbonilos (Stojiljkovic y col., 2018). Esta propiedad en particular 
fue empleada, en este caso, para reducir Au+3 y formar las nanoplacas de oro. 

La síntesis se logró mediante calentamiento de la mezcla de soluciones del 

precursor de oro y del agente reductor, utilizando baño termostatizado y microondas 
doméstico de uso convencional. Las nanoplacas de oro se obtuvieron luego de 15 min 
en baño termostatizado, y luego de 1 min en microondas, optimizando de esta forma el 
tiempo de síntesis. La química asistida por microondas es una fuente de calentamiento 
ventajosa que proporciona un calentamiento volumétrico uniforme de la solución de 
reacción, tiempos de reacción más cortos, menor consumo de energía y alto 
rendimiento del producto. Permite la síntesis de muchos tipos de NP inorgánicas, desde 

un solo componente (metales y óxidos metálicos; Pascu y col., 2012) hasta NP 
multicomponentes o aleaciones metaestables (Yu y col., 2015; May-Masnou y col., 
2018). Una de las principales ventajas de la técnica de microondas es que es una técnica 
rápida (Bilecka y col., 2010; Zhu y col., 2014).  
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Diferentes parámetros y condiciones de síntesis son utilizadas para lograr la 
síntesis de nanoplacas metálicas, como la temperatura y tiempo de reacción (Xiong y 
col., 2005), el uso de un agente reductor suave (Washio y col., 2006), y la concentración 
del precursor metálico.  

Cuando la reducción del precursor metálico es rápida (temperatura alta durante 
mucho tiempo), hay suficientes átomos metálicos para unirse a la superficie de los 
núcleos metálicos para un crecimiento continuo, tendiendo a productos 
termodinámicamente favorecidos. Sin embargo, cuando la reducción del precursor 
metálico es lenta (baja temperatura o tiempos cortos a alta temperatura y capacidad 
reductora suave del agente reductor), la concentración de átomos metálicos es 

pequeña, y los nanocristales tomarán formas que se desvían de las favorecidas 
termodinámicamente, dando lugar a estructuras anisotrópicas similares a nanoplacas y 
microplacas cinéticamente favorables (triángulos, hexágonos y formas truncadas, Torras 

y col., 2020). 
Otros tipos de nanomateriales han sido estudiados para prevenir la formación de 

biofilms. Varios grupos han estudiado compuestos que cuentan con restos hidrófilos e 
hidrófobos (glicolípidos, lipopéptidos, complejos de polisacárido-proteína, fosfolípidos, 
ácidos grasos y lípidos neutros) para reducir la capacidad de unión de los 
microorganismos a la superficie de las prótesis (Bryers, 2008; Rodrigues, 2011). Los 
resultados hasta ahora han sido mixtos, con estudios que sugieren que una cohorte 
inicial de microorganismos es capaz de adherirse a estas superficies recubiertas y 
posteriormente modificar la superficie creando una película que aumenta la unión de 
más microorganismos. Además, muchos de los recubrimientos sólo funcionan contra 
ciertos tipos de bacterias, lo que impulsa la necesidad de usar múltiples agentes (Hetrick 
y col., 2006). La unión directa de antibióticos a implantes ortopédicos metálicos es otra 
alternativa que permitiría matar las bacterias primero cuando entran en contacto con 
una prótesis, y de esta manera detener la progresión a la formación de biofilms. Stewart 

y col., (2012); Kruszewsk y col., (2013), demostraron una reducción de la colonización 
bacteriana en implantes de titanio unidos covalentemente en su superficie con 
vancomicina. Sin embargo, resultados de laboratorio indicaron que este tipo de 

recubrimientos de superficie tienden a ser de corta duración, y la evaluación de los 
efectos a largo plazo sobre el desgaste o la citotoxicidad de las partículas no ha sido 
comprobada (Mc Conoughey y col., 2014).  

Dentro de los metales, la plata tiene una larga historia de actividad antimicrobiana, 
incluido el recubrimiento de dispositivos médicos (Clement y col., 1994), pero su síntesis 
para el recubrimiento implica varios pasos y reactivos (Ho y col., 2013; Yassin y col., 
2019). Las NP de plata (AgNP) pueden matar tanto organismos Gram negativos como 
Gram positivos (Fayaz y col., 2010). Estas NP resultaron efectivas en un estudio de 
prevención de biofilms en catéteres expuestos a Escherichia coli, Enterococcus spp. y 
Staphylococcus aureus (Roe y col., 2008). Si bien la plata es actualmente el metal más 
estudiado en este contexto, otros metales también se están considerando por su 
potencial eficacia antibiofilm. Entre estos se encuentran el zinc, titanio, hierro y cobre. 
Sin embargo, la mayor parte del trabajo se ha realizado con óxido de zinc contra 
bacterias planctónicas de patógenos dentales. El óxido de zinc mostró una menor 
capacidad para inhibir biofilms en relación con la plata (Aydin Sevinc y col., 2010; Seil y 
col., 2011). El cobre ha presentado buenas propiedades antibiofilm para hospitales y 
superficies públicas en entornos médicos, por ejemplo, puertas, perillas, material de 
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tuberías u otras superficies inanimadas en diferentes instalaciones o para dispositivos 
médicos (Vincent y col., 2018); sin embargo, está asociado a posibles problemas de 
toxicidad (Dupont y col., 2011). 

El recubrimiento con nanoplacas de oro desarrollado en este trabajo, presenta 
varias ventajas en relación a lo reportado anteriormente, en primer lugar, se necesitan 
dos reactivos para su síntesis: la sal de oro (AuHCl4.3H2O) y un aminoglucósido, un 
antibiótico de amplio espectro disponible comercialmente, como solvente se utilizó 
únicamente agua MilliQ, y el tiempo de síntesis fue optimizado, en comparación a lo 
reportado. Además, este revestimiento está conformado de oro nanoestructurado, 
característica que le otorga una mayor capacidad para prevenir la adhesión de 

microorganismos a las superficies plásticas de dispositivos médicos. 
 

6.2 Caracterización de nanoplacas de oro 

 

El antibiótico aminoglucósido utilizado como agente reductor del precursor de 
oro, está compuesto por purpurosamina, desoxiestreptamina y garosamina con 
variaciones en el patrón de sustitución de la purpurosamina, que tiene como resultado 
cuatro componentes principales: C1, C1a, C2 y C2a (Figura 44). Deubner y col., (2003) 
demostraron que los estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) permiten la 
caracterización de los componentes principales, analizando el área cubierta por los 
hidrógenos anoméricos de purpurosamina que forman parte de la molécula. Por lo 
tanto, el antibiótico usado en la síntesis se caracterizó usando resonancia magnética 
nuclear de protón (RMN-H1). El espectro obtenido mostró la presencia de los cuatro 
componentes principales en la muestra (Figura 44). Esto sugiere que el antibiótico, 
debido a sus grupos funcionales, es la responsable de la reducción de la sal de oro. 
Adicionalmente, la presencia de grupos carbonilos formados luego de la reducción de 
los grupos funcionales del antibiótico, se detectaron con 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(Alomari y col., 2018).  
 

 
 

Figura 44. Espectro de RMN-H1 del antibiótico aminoglucósido con una expansión de las 
señales de resonancia de los hidrógenos anoméricos de los diferentes componentes de 
este. 
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Luego de obtener las nanoplacas de oro en el tubo Falcon, el contenido se 

transfirió a un eppendorf limpio y se centrifugó a 3500 rpm durante 45 min, con el fin 
de obtener un producto sólido lo más puro posible. Luego del centrifugado, se obtuvo 
un precipitado de oro brillante (6,82 mg, 87% de rendimiento) (Figura 45): 
 

 
 

Figura 45. Sólido de oro brillante precipitado después de centrifugación a 3500 rpm/45 
min. 
 

El pH del sobrenadante fue de 1, mientras que la solución inicial tenía un pH de 5. 
La fuerte acidez del sobrenadante después de la reacción se atribuyó al HCl liberado 
durante la reacción de la sal de oro y de la sal del antibiótico en medio acuoso.  

Las nanoplacas de oro presentes en el pellet, se caracterizaron mediante 
microscopía electrónica de barrido (SEM), con el fin de evaluar formas y tamaños de las 
nanoplacas. Las imágenes SEM revelaron formas geométricas laminares, la mayoría 
nanoplacas hexagonales, algunas triangulares y otras poliédricas (Figura 46). Se 
observaron algunos grupos amorfos, formados por piezas geométricas más pequeñas.  
 

 
 

Figura 46. Imágenes SEM de nanoplacas de oro sintetizadas con antibiótico 

aminoglucósido. Escala: 50 nm. 
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A partir de las imágenes SEM, se calculó la longitud de los lados de las nanoplacas, 
mediante el software ImageJ®, con lados de 2 a 30 µm (Figura 47): 

 

 
 

Figura 47. Distribución estadística de las longitudes de los lados (eje horizontal, nm) de 

nanoplacas de oro hexagonales (A) y nanoplacas de oro triangulares (B).  
 

Para la determinación de estructuras cristalinas, composición y pureza de las 
nanoplacas se realizó espectrometría de rayos X de dispersión de energía (EDS) y 
difracción de rayos X (XRD). El sólido de oro brillante (gránulo) se sumergió 
completamente en ácido nítrico concentrado sin sufrir cambios visibles, lo que sugiere 
la presencia del metal noble puro (Perea y col., 2003). 

La pureza de este sólido se evaluó mediante EDS (Figura 48), mostrando una 
composición del 100% de Au0. 
 

 
 

Figura 48. Espectro EDS de oro metálico puro obtenido tras la reducción de la sal áurica 

con el antibiótico aminoglucósido. 
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El patrón de difracción de rayos X (XRD) obtenido, reveló una estructura cristalina 
cúbica centrada en la cara con los picos característicos a 2Θ (dos theta): 38, 44, 64, 78 y 
81 asignados a los planos de 11, 200, 220, 311 y 222, respectivamente, (Figura 49) 
característico para el oro puro. 

 

 
 

Figura 49. Patrón XRD. Estructura cristalina cúbica centrada en la cara de oro puro. 
 

El análisis del sólido y el sobrenadante sugieren que el antibiótico aminoglucósido 
se oxida mientras el Au+3 se reduce a Au0 a través de la siguiente reacción general 
propuesta: 

 

Au+3 (ac) + antibiótico aminoglucósido  (ac) →  Au0 (s) + productos oxidados de antibiótico 
aminoglucósido (ac) 

 

El antibiótico aminoglucósido no permaneció unido a las nanoplacas de oro, 
actuando sólo como agente reductor del precursor metálico para la formación de 
nanoplacas. 

 

6.3 Recubrimiento in situ con nanoplacas de oro en catéteres y prótesis de silicona  

 

La deposición homogénea de nanoplacas de oro en el lumen de un catéter urinario 
(Figura 50) y la superficie de una prótesis de silicona (sección de una prótesis peneana, 
Figura 51), se realizó mediante síntesis in situ, aplicando el procedimiento detallado 
anteriormente, logrando el recubrimiento completo durante 15 min en baño 
termostatizado (ver página 125, sección 7.15.2 en Materiales y Métodos). 
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Figura 50. Imágenes de catéteres de plástico después del recubrimiento y muestras en 
rodajas para imágenes SEM. 
 

 

 
 

Figura 51. Fase inicial (A) y fase final (B) del revestimiento in situ en la superficie de una 
prótesis. Prótesis completamente recubierta (C). 
 

El espectro EDS (Figura 52) muestra la presencia predominante de oro (72,6%), 
seguido de silicio y oxígeno, que forman parte de la pared del catéter de silicona. 
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Figura 52. Espectro SEM/EDS del lumen del catéter después del recubrimiento. 
 

El método de síntesis propuesto en este trabajo ofrece la síntesis de una capa de 
nanoplacas de oro puro formado directamente sobre las superficies plásticas de 
diferentes dispositivos médicos. (Figura 50 y Figura 51). Otros estudios han reportado la 
síntesis de nanoplacas de oro, pero están limitados por la baja pureza como por el 
rendimiento obtenido (Malikova y col., 2002; Sarma y col., 2004). 

 

6.4 Estudio de durabilidad y resistencia del recubrimiento con nanoplacas de oro  

 

Los catéteres generalmente se someten a erosión líquida, gota a gota o por flujo 
constante, por lo que la durabilidad y resistencia del revestimiento con nanoplacas de 
oro se evaluaron simulando las condiciones de uso real para fines clínicos, mediante la 
técnica de erosión hídrica (ver página 125, sección 7.16 en Materiales y Métodos). 

Las imágenes obtenidas mediante microscopio óptico antes y después de la 
prueba de erosión líquida, demostraron que la misma cantidad de nanoplacas de oro 
permanecieron unidas al catéter (Figura 53). 
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Figura 53. Imágenes obtenidas de microscopio óptico de catéter de silicona recubierto 

con nanoplacas de oro, antes y después de la prueba de erosión líquida. Etiquetado 
como inicial (INI) y final (FIN). 
 

La durabilidad del revestimiento podría atribuirse a la interacción favorable entre 
las nanoplacas de oro y los compuestos presentes en el catéter. Un estudio establece 
que las proteínas presentes en la superficie del látex de caucho favorecen la nucleación 

y estabilización de nanomateriales de oro (Gong y col., 2015). Este tipo de interacción 
podría explicar por qué no hubo cambios significativos en el recubrimiento cuando se 
observaron las imágenes en el microscopio. Su distribución fue homogénea, sin cambios 

luego de la prueba de durabilidad. Las imágenes de las pruebas de erosión indican que 
no hay una diferencia significativa entre la superficie recubierta antes y al final del 
ensayo de erosión (80 ± 2 y 78 ± 1% de superficie revestida, respectivamente).  Este 
resultado demuestra que el recubrimiento de nanoplacas de oro es lo suficientemente 
resistente para ser empleado en un uso clínico regular. 
 

6.5 Capacidad antifouling del recubrimiento con nanoplacas de oro 

 

Las infecciones asociadas a biofilms se pueden dividir en dos categorías. En primer 
lugar, las infecciones por biofilms debidas a dispositivos médicos permanentes. Por 
ejemplo, existen infecciones asociadas con catéteres venosos centrales, catéteres 

urinarios, prótesis articulares, catéteres de diálisis peritoneal, marcapasos, lentes de 
contacto y dispositivos intrauterinos. Las segundas son las infecciones por biofilms en 
los tejidos del huésped, como neumonía crónica en pacientes con fibrosis quística, otitis 

media crónica, endocarditis, osteomielitis crónica, prostatitis crónica, infección del 
tracto urinario y gingivitis (Donlan, 2001). El principal problema de las infecciones por 
biofilms en diversos entornos médicos se debe a su extraordinaria resistencia a diversos 

antibióticos y otros desinfectantes. Los biofilms se han aislado de casi todas las 
infecciones relacionadas con dispositivos médicos y son muy difíciles de eliminar. 
Algunos de los patógenos nosocomiales responsables de las infecciones relacionadas 
con el catéter, como Pseudomonas aeruginosa y S. aureus, establecen biofilms en la 
superficie del catéter, constituyendo el 75% de los biofilms que se encuentran en los 
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dispositivos médicos. Estos organismos poseen varios mecanismos de resistencia a los 
antibióticos. P. aeruginosa se aísla con frecuencia a partir de infecciones en catéteres 
urinarios, catéteres intravasculares, articulaciones artificiales e implantes cocleares 
(Chen y col., 2013; Tolker-Nielsen, 2014).  

Para determinar la capacidad antifouling de las nanoplacas de oro, muestras de 
catéteres de silicona recubiertos y no recubiertos se incubaron con tres cepas 
bacterianas formadoras de biofilm: cepas clínicas S. aureus meticilino resistente (SAMR 
9455) y P. aeruginosa (PAE 191150); y una cepa de referencia E. coli ATCC 25922 (E.coli 
25922). Las muestras fueron incubadas durante 24 h a 37°C, y mediante microscopía 
electrónica de barrido con detector EDS (SEM/EDS) se evaluó la formación de biofilms 

bacterianos en las muestras de catéteres recubiertos con nanoplacas de oro y muestras 
sin recubrir como control (ver página 125, sección 7.17 en Materiales y Métodos). En 
este estudio se observó que todas las cepas bacterianas fueron formadoras de biofilm 

sobre la superficie del catéter sin recubrir, siendo la cepa clínica SAMR 9455 la que 
presentó una mayor formación de biofilm en la superficie del catéter (Figura 54). 

 

 
Figura 54. Catéteres incubados con cepas de bacterias clínicas formadoras de biofilms: 
P.aeruginosa (1 y 2), E. coli (3 y 4) y S. aureus (5 y 6) (imágenes obtenidas por SEM). 
Formación de biofilms sobre la superficie de catéteres sin recubrir (1, 3 y 5), catéteres 
recubiertos con nanoplacas de oro, donde no se observa formación de biofilms (2, 4 y 
6), unas pocas bacterias planctónicas fueron observadas (flechas). 
 

En las imágenes obtenidas de los catéteres que fueron recubiertos previamente 
con las nanoplacas de oro, ninguna de las tres cepas en estudio pudo adherirse a la 
superficie del catéter y formar biofilms (Figura 54), observándose las nanoplacas de oro, 
y unas pocas bacterias en estado planctónico. Estos resultados demuestran que los 
catéteres recubiertos previenen el desarrollo de biofilms de cepas clínicas resistentes y 
cepa de referencia. 

Mediante el software ImageJ® fue posible procesar las imágenes SEM de los 
catéteres previamente recubiertos y sin recubrir, luego de la incubación con las cepas 
clínicas resistentes a antibióticos (Figura 55). A partir de este análisis, se pudo confirmar 
la capacidad antifouling que presenta este recubrimiento. El porcentaje de bacterias que 
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cubren la superficie disminuyó mientras aumentó el porcentaje de nanoplacas de oro 
que cubren la superficie del catéter (Tabla 12). 
 

 
Figura 55. Capacidad antifouling del catéter recubierto en comparación con el catéter 
sin recubrir, incubados con cepas clínicas resistentes a los antibióticos (A: P. aeruginosa; 
B: E. coli; C: S. aureus) expresadas como % de bacterias/% de superficie recubierta de las 
muestras de catéter. DE <4%. 
 

Tabla 12. % de bacterias/% de superficie recubierta de muestras de catéter. Seis 
imágenes de cada condición fueron analizadas con el software ImageJ. DE <4%  

 

 
 

El desarrollo de biofilms en dispositivos médicos de plástico y las infecciones 
posteriores que causan, se encuentran entre las principales razones para recubrir dichos 
dispositivos. Estas infecciones tienen un alto riesgo de progresión a infecciones 
sistémicas (Lee y col., 2017). Un estudio clínico comparó la bacteriuria (como indicador 
de infección uretral) de 217 pacientes a los que se les colocaron catéter de silicona, con 
222 pacientes con catéter de látex recubierto de oro. Se encontró que la aleación de 
metales nobles como recubrimiento resultó en una reducción de 5 veces en las 
infecciones asociadas al catéter (Stenzelius y col., 2011). Otro artículo más reciente 
informa que el revestimiento de aleaciones de metales nobles demostró ser una buena 
estrategia para reducir los efectos adversos relacionados con los catéteres, 
manteniendo al mismo tiempo una seguridad toxicológica (Björling y col., 2017). Sin 
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la colonización microbiana. 
Liedberg y col., (1990), compararon la colonización de diferentes revestimientos de 
catéteres urinarios por una cepa clínica de P. aeruginosa después de 10 minutos y 10 

horas de incubación y encontraron que los discos recubiertos de aleación de plata 
evitaron el crecimiento de biofilms en materiales de látex, Teflón® y silicona.  Además, 
otros ensayos demuestran que el recubrimiento de plata en catéteres urinarios confiere 
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propiedades antimicrobianas (Johnson y col., 2006). La formación de biofilms en 
catéteres puede ser inducida por la acumulación y adhesión de bacterias en la superficie 
(Mukherjee y col., 2017). Los resultados de este trabajo demuestran la alta capacidad 
del recubrimiento con nanoplacas de oro para prevenir el desarrollo de biofilms. El 
revestimiento se puede aplicar eficazmente a diferentes dispositivos médicos de 
silicona, pero no se probó en los materiales de látex, ya que el uso de este último ha ido 
disminuyendo debido a las desventajas en comparación con la silicona de grado médico. 
La resistencia química y las propiedades mecánicas-térmicas de la silicona la han 
convertido en el principal material para los dispositivos médicos. 

El efecto antifouling observado (Figura 54) podría estar relacionado con la fuerte 

influencia sobre la topografía a nanoescala en la unión bacteriana. Las células 
bacterianas adaptan su orientación en un intento de maximizar el área de contacto con 
la superficie, con el fin de estabilizar su adherencia, según lo informado por Hsu y col., 

(2013). En un análisis más detallado de Rizzello y col., (2011), demostraron las 
modificaciones significativas en los aspectos morfológicos, genéticos y respuesta 
proteómica de E. coli a la superficie nanoestructurada. Micrografías (por microscopía de 
fuerza atómica y microscopía electrónica de barrido) capturaron las variaciones y 
características en la forma de las bacterias, específicamente la pérdida de fimbrias 
adherentes de tipo 1.  Ambos estudios, en relación con el comportamiento encontrado 
en la superficie del recubrimiento con nanoplacas de oro, indican que un 
comportamiento puramente físico, como la nanoestructuración en la superficie del 
material, juega un papel importante en la prevención del desarrollo de biofilms. Esto 
podría explicar la capacidad antifouling del recubrimiento basado en nanotecnología. 

En resumen, este nuevo método facilita la producción de nanoplacas de oro de 
alta pureza, que se puede aplicar directamente a la superficie deseada de forma rápida 
y sencilla. El revestimiento obtenido es resistente a la erosión y al calor y confiere su 
capacidad antifouling al material. Este recubrimiento podría usarse en una amplia gama 

de dispositivos médicos para prevenir la formación de biofilms y extender su vida útil 
(Figura 56).  
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Figura 56. Ilustración de la síntesis in situ de nanoplacas de oro en la superficie de un 
catéter y su capacidad antifouling. 
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CONCLUSIONES GENERALES 
 

En el presente trabajo de tesis se llevó a cabo el desarrollo de nuevos 
nanomateriales utilizados como fotosensibilizadores en la PACT en bacterias 
productoras de biofilms y en estado planctónico, y el desarrollo de un nanomaterial con 
propiedades antifouling, de manera tal, que se obtuvieron las siguientes conclusiones a 
partir de los resultados obtenidos. 

 

❖ La síntesis de amoxi@AuNP y lignina@AgNP fue llevada a cabo en un solo paso, 
en pocos minutos de reacción, utilizando trihidrato de amoxicilina y lignina como 
agentes reductores y estabilizadores de AuNP y AgNP respectivamente, agua 
MiliQ como único solvente y poca energía calórica para su desarrollo. 

 

❖ Las amoxi@AuNP y lignina@AgNP fueron estables en diferentes medios de 
cultivo bacteriano y celular, evidenciando la eficacia del antibiótico y la lignina 
como agentes estabilizadores. 

 

❖ Las amoxi@AuNP y lignina@AgNP presentaron actividad bactericida en cultivos 
planctónicos luego de irradiación con luz blanca, optimizando el tiempo de 
acción bactericida de horas (de acuerdo a los antecedentes informados por el 
grupo de investigación con AuNP (no conjugadas) y NP bimetálicas de oro y plata 
sintetizadas previamente) a sólo unos pocos minutos. 

 

❖ Se observó una disminución de la viabilidad celular en biofilms maduros, con 

valores entre el 60-70% de disminución respecto del control, luego del 
tratamiento con amoxi@AuNP y lignina@AgNP bajo irradiación. 

 

❖ Las amoxi@AuNP y lignina@AgNP fueron biocompatibles con células eucariotas, 
lo que demuestra que ambos fotosensibilizadores propuestos son 
selectivamente tóxicos para las bacterias y no afectan a las células eucariotas en 
una extensión significativa. 

 

❖ Se logró el desarrollo de una formulación farmacéutica estable de amoxi@AuNP 
de tipo hidrogel, con características de sólido viscoelástico, ofreciendo un 
sistema de entrega para la aplicación tópica local de amoxi@AuNP para el 
tratamiento de infecciones bacterianas. 

 

❖ Se desarrolló un recubrimiento antifouling de nanoplacas de oro para 
dispositivos médicos de plástico, cuya síntesis se realizó in situ, en pocos 
minutos, utilizando un antibiótico aminoglucósido como agente reductor y agua 
MiliQ como solvente. Este nuevo nanomaterial permitió que cepas tanto de 
referencia como clínicas no se adhieran a la superficie de los dispositivos, 
evitando la formación de biofilms bacterianos. Este desarrollo se realizó en 
conjunto con la Dra Aiassa, Dra. Becerra, Dra. Silvero y Dra. Zoppi, conformando 
el centro de transferencia de la FCQ-UNC: LINBIO. El desarrollo se encuentra en 
trámite de patentamiento, y su marca registrada como Kauratec®. 
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Además, se destaca que, a partir de los compuestos obtenidos en el 

presente trabajo de tesis, empresas locales de la industria farmacéutica han 
solicitado el desarrollo de nuevos compuestos, los que potencialmente pueden 
ser plausibles de patentamiento.  
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PROYECCIONES 
 

Con base en los resultados obtenidos durante el trabajo de tesis se plantea 
continuar con los siguientes estudios: 
 

❖ Profundizar en el mecanismo de acción antibacteriano de amoxi@AuNP y 
lignina@AgNP en cultivos planctónicos y en biofilms maduros. 

 

❖ Profundizar en el estudio de la actividad antimicrobiana en biofilms bacterianos 
de las NP sintetizadas, estudiar qué efecto tendrían las NP en los biofilms luego 
de su irradiación, ya que en el trabajo presentado se logró una disminución de la 

viabilidad celular en el biofilm del 70% con respecto a su control. 
 

❖ Desarrollar NP metálicas con potencial actividad antibacteriana, utilizando otras 
moléculas biocompatibles, como péptidos antimicrobianos o extractos vegetales 
con propiedades antibacterianas per se, que permitan optimizar el tiempo de 

acción bactericida en cultivos planctónicos y en biofilms bacterianos. 
 

❖ Desarrollar nuevas formulaciones farmacéuticas de NP metálicas en menor 

tiempo, para el tratamiento de infecciones bacterianas, y para ser utilizadas 
como desinfectantes. 

 

❖ Continuar con el desarrollo de productos a base de nanomateriales, debido a la 
alta demanda de la industria farmacéutica, permitiendo la transferencia del 
conocimiento al sector productivo.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

7.1 Cepas y condiciones de cultivo bacteriano 

 

Los cultivos bacterianos se conservaron a -80°C en caldo tripteína soya (TS) y 
glicerol en la relación 90:10. Para los experimentos, las cepas se cultivaron durante 18 h 
a 37°C en agar tripteína soya (TS). Los cultivos frescos se prepararon a partir de una única 
colonia aislada proveniente de un cultivo puro. Los experimentos fueron llevados a cabo 
con cepas de referencia: Staphylococcus aureus meticilino sensible ATCC 29213, 
Staphylococcus aureus meticilino sensible ATCC 25923, Staphylococcus aureus 
meticilino resistente ATCC 43300, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli CF073; 
cepas anaerobias facultativas: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, y 
Lactobacillus spp.; cepas clínicas resistentes a antibióticos: Staphylococcus aureus 
meticilino resistente 771, Staphylococcus aureus meticilino resistente 773, 
Staphylococcus aureus meticilino resistente 9455, Pseudomonas aeruginosa 191150 y 
Pseudomonas aeruginosa 189718. Los aislamientos clínicos fueron provistos por el 
Servicio de Bacteriología del Sanatorio Aconcagua, Córdoba, Argentina. Las cepas 
anaerobias facultativas fueron adquiridas de la colección de cepas del Servicio Especial 

de Bacteriología (CCBE), INEI-ANLIS del Instituto Malbrán de Buenos Aires, Argentina. 
 

7.2 Síntesis de nanopartículas de oro conjugadas con amoxicilina (amoxi@AuNP) como 

fotosensibilizadores para la PACT 

 

7.2.1 Síntesis de amoxi@AuNP y nanopartículas de oro (AuNP) sin recubrir  

 

La síntesis de amoxi@AuNP fue llevada a cabo en un solo paso mediante la técnica 
bottom up (Shah y col., 2014) en medio acuoso, donde se utilizó como precursor de oro 
al ácido tetracloroaurico trihidrato (AuHCl4.3H2O) con pureza del 99,9%, amoxicilina 
trihidrato como agente reductor y estabilizador al mismo tiempo. Todas las soluciones 

fueron preparadas en el momento en agua MilliQ y estabilizadas 30 min a temperatura 
ambiente antes de la síntesis.  La síntesis fue llevada a cabo en recipientes plásticos 
(eppendorf) y en recipientes de vidrio previamente lavados con solución piraña (3 partes 

de H2SO4 concentrado y una parte de H2O2 al 30%) para eliminar restos de sustancias 
orgánicas que puedan interferir en la síntesis. Durante la síntesis se utilizó material de 
plástico nuevo (eppendorfs, tips, etc). Para la síntesis de amoxi@AuNP, 900 μL de 

amoxicilina trihidrato 0,1 mM se agregaron a 100 μL de AuHCl4.3H2O 10 mM (relación 
Au+3 : amoxicilina trihidrato, 10:1) y esta solución fue llevada a temperatura constante 
de 50°C durante 18 min en baño termostatizado. Obtenidas las nanopartículas (NP) se 
realizaron 2 ciclos de lavado con agua MilliQ mediante centrifugación a 6000 rpm/10 
min, con el fin de descartar amoxicilina trihidrato no unida a las NP. El pellet obtenido 
fue resuspendido en agua MilliQ para obtener amoxi@AuNP en dos concentraciones, 
0,15 μg/mL y 1,5 μg/mL. 

Para obtener 500 mL de AuNP 0,2 mM sin recubrir se llevó a cabo protocolo 
descripto anteriormente (Low y col., 2010), para ello 1 mL de una solución acuosa de 
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AuHCl4. 3H2O 0,1M se agregaron a 500 mL de agua MilliQ previamente enfriada (8°C). 
Luego, 10 mL de solución acuosa de borohidruro de sodio (NaBH4 0,13 M) se transfirió 
gota a gota a la solución anterior. 
 

7.2.2 Caracterización de amoxi@AuNP 

 

Los cambios en la resonancia del plasmón de superficie de las amoxi@AuNP 

centrifugadas y resuspendidas y el espectro de absorción de las moléculas de amoxicilina 
trihidrato presentes en el sobrenadante fueron monitoreados usando un 
espectrofotómetro Cary 60 UV-visible. 

La forma y el tamaño de las amoxi@AuNP sintetizadas se midieron por 
microscopía electrónica de transmisión (TEM) mediante el microscopio TEM-Jeol 1200 
EX II en el Centro de investigaciones Agropecuarias (CIAP) del Instituto Nacional de 
Tecnología Agropecuaria. Las muestras para las mediciones de TEM fueron preparadas 
colocando una gota de 4 μL de la solución amoxi@AuNP en rejillas de cobre recubiertas 
de carbono y se dejaron secar completamente a 37°C en un horno de secado. Se 
analizaron estadísticamente al menos 400 nanopartículas utilizando el software 
ImageJ®.  

En las mismas muestras, se midieron el potencial ζ y la dispersión de luz dinámica 
(DLS) utilizando el equipo Malvern Zetasizer (modelo Nano-S). 

La unión de amoxicilina trihidrato a las NP fue analizada mediante espectroscopía 
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) en modo de transmisión, utilizando un 
Espectrofotómetro Nicolet iN 10. Muestras acuosas de amoxicilina trihidrato, AuNP sin 
recubrir y amoxi@AuNP fueron congeladas y liofilizadas en equipo Freeze Dye Labconco 
Corp., durante 24 h, para luego ser medidas por FT-IR a baja temperatura.  

Se calculó la concentración de las NP, con base en los siguientes supuestos: i) las 
NP son perfectamente esféricas y ii) la distribución del tamaño es monodispersa. Basado 

en la metodología previamente reportada (Pacioni y col., 2010) se utilizó la ecuación 1 
para determinar el número de átomos por nanopartícula: 

 

 
 

Donde RNP es el radio de la nanopartícula (radio promedio determinado por 
imagen TEM) y rA es el radio atómico covalente del metal (0.144 nm para Au). La 
concentración de NP se estimó a partir de la ecuación 2: 
 

 
 

La cantidad de amoxicilina unida a las NP se determinó por análisis 
termogravimétrico (TGA) utilizando un equipo TA-THA Q5000. Para esto, 4 mL de 
amoxi@AuNP 1,5 μg/mL se centrifugaron y secaron exhaustivamente en un desecador 
durante 48 h antes del análisis TGA a 10°C/min de 25 a 1000°C bajo atmósfera de 
nitrógeno (velocidad de flujo de 25 mL/min). Las curvas TGA se utilizaron para 
determinar la cantidad de amoxicilina trihidrato unida a las NP, extrapolando la pérdida 
de peso en los valores del eje y. 
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7.2.3 Estabilidad coloidal de amoxi@AuNP 

 

Las mediciones de estabilidad coloidal de amoxi@AuNP 1,5 μg/mL se realizaron 
en soluciones buffer y diferentes medios de cultivo bacteriano, donde se identificaron 

cambios en el máximo de absorción del plasmón de superficie a diferentes tiempos, 
utilizando espectrofotometría UV-visible.  La estabilidad es el tiempo en el que se 
obtiene una disminución o aumento del 20% en la absorción del plasmón a la longitud 

de onda de la absorbancia máxima inicial (Weerasekera y col., 2017).  
Las medidas de estabilidad se llevaron a cabo usando un lector de placa BioTek 

durante 7 días (0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 12 18, 24, 48, 72, 120, 144, 168 h) en agua Milli-Q, 
solución salina, solución buffer PBS (pH 7), caldo Mueller Hinton (MH), caldo de tripteína 
soya (TS), caldo Luria Bertani (LB) y caldo cerebro corazón (CC) a diferentes 
concentraciones (100, 50, 25, 12.5%). Para evitar la contaminación, la medición de 
estabilidad de NP dispersas en los medios de cultivo se llevó a cabo en condiciones de 

esterilidad. 
 

7.3 Sínesis de nanopartículas de plata conjugadas y estabilizadas con lignina 

(lignina@AgNP) 
 

7.3.1 Síntesis de lignina@AgNP 

 

La síntesis se llevó a cabo en un solo paso mediante el método bottom up (Shah y 
col., 2014), suministrando calor o luz durante el proceso de síntesis,  utilizando como 
precursor de plata la sal de nitrato de plata (AgNO3), y como agentes reductores y 
estabilizadores al mismo tiempo tres tipos diferentes de lignina, lignina alcalina 
disponible comercialmente (Sigma) (con bajo contenido de sulfonato y sin azúcares 
reductores), y dos ligninas proveniente de una compañía local de pulpa y papel de la 
ciudad de Ottawa, Canadá: ZHL-lignina (despolimerizada y 27% de contenido de azúcar) 
y AL-lignina (extracto de álcali, 16% de contenido de azúcar) .  Tanto el precursor como 
las ligninas fueron disueltos en agua MilliQ, en el caso de ZHL-lignina y AL-lignina, las 
soluciones fueron preparadas con agua MilliQ pH 12, ya que estas ligninas son insolubles 
en pH neutros y ácidos. En general, 0,5 mL de la solución precursora de metal se añadió 
a 0,5 mL de lignina (0,1 mg/mL) y el volumen de la solución fue aumentado a un volumen 
final de 2 mL, y se evaluaron diferentes relaciones de masa de precursor 
metálico/lignina. Se llevaron a cabo dos condiciones de síntesis, por un lado las 
soluciones se calentaron en baño termostatizado a temperatura entre 55 y 60°C, y por 
otro lado la mezcla de las soluciones fueron irradiadas de manera directa con luces LED 
de 405, 465, 530 y 730 nm. La metodología que proporcionó la obtención de 
lignina@AgNP más estables en menos tiempo para cada tipo de lignina fue seleccionada. 
Las muestras coloidales preparadas fueron sometidas a un ciclo de centrifugación 
(centrífuga eppendorf 5804R equipada con un rotor F-34-6-38) y lavado con agua MilliQ 
para eliminar cualquier resto de lignina libre y/o precursor de metal sin reaccionar. Las 
NP fueron resuspendidas en 200 µL de agua MilliQ (solución stock) y diluidas 10 veces 

en agua MilliQ para su caracterización. 
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7.3.2 Caracterización de lignina@AgNP  

 

Los espectros de absorción de lignina@AgNP sintetizadas con los 3 tipos de 
ligninas se registraron en un espectrofotómetro Agilent Cary 60. La forma y el tamaño 

de lignina@AgNP se midieron por microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
mediante el microscopio Jeol JEM-2100F, trabajando a una aceleración de 200 kV de 
tensión. Las muestras para las mediciones de TEM fueron preparadas colocando una 

gota de 4 μL de la solución lignina@AgNP en rejillas de cobre recubiertas de carbono y 
se dejaron secar completamente. El diámetro de las NP fue determinado usando el 
software ImageJ®. Se obtuvo un análisis estadístico midiendo el diámetro de 200–400 
NP por muestra. El potencial ζ y la dispersión de luz dinámica (DLS) se midió en equipo 
Malvern Zetasizer (modelo Nano-S). La cantidad total de metal fue determinada por 
espectrometría de emisión óptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES), 
utilizando un equipo Agilent 5100 series ICP-OES. Para ello, triplicados de 10 mg de las 

soluciones se pesaron con precisión y se disolvieron en 0,8 mL de aqua regia. Luego se 
añadieron 5 mL de agua MilliQ, y las soluciones se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 
min. Los sobrenadantes se resuspendieron en 10 mL de agua MilliQ. Se calculó la 
concentración en nM de las NP, en base a los siguientes supuestos: i) las NP son 
perfectamente esféricas y ii) la distribución del tamaño es monodispersa. Basado en la 
metodología previamente reportada (Pacioni y col., 2010) se utilizó la ecuación 1 para 
determinar el número de átomos por nanopartícula: 

 

 
 

Donde RNP es el radio de la nanopartícula (radio promedio determinado por 
imagen TEM) y rA es el radio atómico covalente del metal (0.153 nm para Ag). La 
concentración de NP se estimó a partir de la ecuación 2: 
 

 
 

Se realizó espectroscopía infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR) de las 
lignina@AgNP y de los 3 tipos de ligninas, en un equipo Nicolet 6700 FT-IR equipado con 
un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR). 
 

7.3.3 Estabilidad coloidal de lignina@AgNP 

 

La estabilidad coloidal de lignina@AgNP se determinó en tres medios biológicos, 
buffer PBS pH 7, caldo Luria Bertani (LB) y DMEM a diferentes concentraciones (25, 37,5, 
50 y 100%). En placa multiwell de 96 pocillos, se colocaron 100 µL de la solución stock 

de NP y 100 µL de las diferentes concentraciones de medios. Se consideró la estabilidad 
como el tiempo en el que se obtiene una disminución del 20% en la absorción del 
plasmón a la longitud de onda de la absorbancia máxima inicial (Weerasekera y col., 

2017). Las medidas de estabilidad se llevaron a cabo usando un lector de placa 
SpectraMax M5 durante 10 días. 
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7.4 Eficacia de amoxi@AuNP como fotosensibilizador para la PACT. Curvas de muerte 

bacteriana  
 

La actividad antimicrobiana de amoxi@AuNP fue testeada en cultivos planctónicos 
de S. aureus meticilino sensible ATCC 29213 (SAMS ATCC 29213) y en cepas clínicas de 
S. aureus meticilino resistente 9455 (SAMR 9455) y Pseudomonas aeruginosa 191150 
(PAE 191150).  

Los cultivos bacterianos en fase de crecimiento exponencial, se suspendieron en 
caldo MH hasta alcanzar aproximadamente 108 UFC/mL (DO600≈0,1), y se ajustó el 
inóculo a 106 UFC/mL mediante la dilución correspondiente en buffer PBS 37,5% (pH 7).  

En placa multiwell de 96 pocillos se incubaron 100 μL de las suspensiones 
bacterianas con 100 μL de las siguientes soluciones: buffer PBS 37,5% (control de 
crecimiento), amoxi@AuNP a las concentraciones de 0,15 μg/mL y 1,5 μg/mL 
(tratamiento) y amoxicilina trihidrato a una concentración inhibitoria mínima (CIM) de 
2 μg/mL para SAMS ATCC 29213 y 32 μg/mL para SAMR 9455. La placa fue irradiada a 
37°C durante 90 min con luz blanca proveniente de un panel de iluminación LED 
construido ad hoc de 23,5 x 16,5 cm, irradiancia (W/m2): 216,65. En paralelo, se 
realizaron controles en oscuridad. Todas las muestras se ensayaron por triplicado.  

Se recolectaron alícuotas de 10 µL de cada muestra a los 0, 30, 60 y 90 min, y se 
realizaron diluciones seriadas 1/10 en buffer PBS, para su posterior siembra en placas 
de agar Mueller Hinton (AMH), mediante la técnica de siembra por microgota (Naghili y 
col., 2013). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 h. Las curvas de muerte 
bacteriana se construyeron representando gráficamente el log10 de UFC/mL, en función 
del tiempo.  

 

7.5 Ensayos en biofilms bacterianos 

 

7.5.1 Cepas bacterianas 

 

Los ensayos de biofilms se realizaron con cepas de S. aureus meticilino resistentes 
(SAMR 771 y SAMR 773) y P. aeruginosa resistente a antibióticos (PAE 191150 y PAE 
189718), procedentes de aislamientos clínicos provistas por el Sanatorio Aconcagua de 

la ciudad de Córdoba Capital, Argentina.  
 

7.5.2 Inducción de la formación de biofilm maduro 

 

A partir de cultivos frescos se realizó una dilución en caldo para ajustar la 
concentración del inóculo bacteriano a DO600≈0,1, turbidez ≈ 108 UFC/mL. Para inducir 
la formación de biofilm, el caldo TS fue suplementado con glucosa a una concentración 
final de 0,25% p/v. Luego, al caldo suplementado, se agregó la suspensión bacteriana 
hasta alcanzar una concentración final de 106 UFC/mL. Se colocaron 200 µL de esta 
solución a cada pocillo de la placa de poliestireno estéril y se incubó por 24 h a 37°C con 
agitación permanente (130 rpm). Posteriormente, se descartó el sobrenadante de la 
placa y se lavó cada pocillo 2 veces con 200 µL de buffer PBS para eliminar las células 
planctónicas (Aiassa y col., 2014). 
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7.5.3 Cuantificación de la masa de biofilm con la tinción con Cristal Violeta (CV)  

 

El método utilizado para la determinación de la masa de biofilm fue la tinción con 
CV. Este colorante interacciona con las cargas negativas de la superficie de la matriz 
extracelular del biofilm, así como también con la pared de las células planctónicas. Tanto 
las células viables, las muertas y la matriz pueden teñirse con CV, por lo que este es sólo 
una medida de la cantidad de masa del biofilm (Xu y col., 2016). Posterior a la inducción 
del biofilm, y remoción del sobrenadante, la placa de poliestireno se introdujo en cabina 

de flujo laminar o estufa de cultivo por 12 h, para el secado. Luego, se añadieron 200 µL 
de una solución de CV al 1% a cada pocillo y se dejó reposar durante 15 min. Finalmente, 
se lavó el exceso de CV dos veces con buffer PBS y el cristal violeta retenido por el biofilm 
se disolvió en alcohol/acetona 70/30 (% v/v) durante 15 min. Se midió la absorbancia un 
lector de microplacas Synergia Biotek a 595 nm (Martínez y col., 2016). 
 

7.5.4 Eficacia de amoxi@AuNP para la PACT en biofilms maduros 

 

La viabilidad bacteriana se midió indirectamente de forma semicuantitativa 
usando un ensayo colorimétrico de reducción de 2,3 bis (2 metoxi-4-nitro-5 sulfofenil) 
2H tetrazolio, 5 carboxanilida (XTT) y metasulfato de fenazina (PMS). El fundamento 
radica en la reducción de la sal de tetrazolio a su forma soluble en agua (Roehm y col., 
1991). Se mide espectrofotométricamente a 490 nm y la absorbancia que arroja es 
indicativa de la masa de células metabólicamente activas (Zhao y col., 2020). Los biofilms 

bacterianos de las cepas SAMR 771, SAMR 773, PAE 191150 y PAE 189718 se formaron 
en una placa de 96 pocillos como se mencionó anteriormente y se incubó a 37°C durante 
24 h. Posteriormente, se agregaron las siguientes soluciones: amoxi@AuNP 1,5 µg/mL 

en buffer PBS 37,5% pH 7 y amoxicilina trihidrato a una concentración 10x CIM para 
MRSA 771 y MRSA 773. Las muestras se incubaron a 37°C bajo irradiación con luz LED 
blanca y en condiciones de oscuridad durante 1 y 3 h. Como control de crecimiento 
bacteriano se incubaron biofilms sin NP en condiciones de luz y oscuridad. A cada tiempo 
evaluado se descartó el sobrenadante, el biofilm fue lavado dos veces con buffer PBS, 
se agregaron 250 µL de la solución del colorante (XTT/PMS) y se incubó en oscuridad por 
un período de 3 h a 37°C. Ambos reactivos (XTT/PMS) se diluyeron en 100 µL de DMSO 
(0,01% en la solución final) y las soluciones se realizaron en buffer PBS a las 
concentraciones finales de 200 µg/mL (XTT) y 20 µg/mL (PMS).  
 

7.5.5 Imágenes de biofilms obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 

Las imágenes de biofilms tratados con amoxi@AuNP para la PACT, se obtuvieron 
por microscopía electrónica de barrido (SEM). Esta técnica es capaz de producir 
imágenes tridimensionales de la superficie de una muestra con una alta resolución. Se 
indujo la formación de biofilm de las cepas SAMR 771 y PAE 191150 sobre cubreobjetos 
de vidrio. Posterior a la obtención de un biofilm maduro sobre la superficie del 
cubreobjetos, éste se lavó reiteradas veces con buffer PBS y finalmente se trató con 
amoxi@AuNP 1,5 µg/mL. Los biofilms bacterianos fueron incubados durante 3 h de 
contacto con las NP a 37°C bajo irradiación con luz LED blanca y en paralelo se hicieron 
controles en oscuridad. Luego de cada tratamiento, los cubreobjetos se lavaron 3 veces 
con buffer PBS y se deshidrataron con soluciones de etanol: agua de concentración 
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creciente (50, 70, 80, 90 y 100 %) (Hrubanova y col., 2018). Finalmente, cada muestra 
(vidrio) se recubrió con oro y se capturaron imágenes utilizando el microscopio Carl Zeiss 
Sigma del laboratorio de Microscopía y Análisis por Rayos X (LAMARX) de la UNC. 

 

7.5.6 Análisis de imágenes obtenidas por SEM mediante Fiji-ImageJ® 

 

Las imágenes obtenidas por SEM fueron procesadas con el software Fiji-ImageJ® 

(Schindelin y col., 2012), éste es de dominio público. Se eligieron 8 micrografías 
representativas obtenidas de cada tratamiento. Para poder diferenciar la superficie de 
biofilm del fondo de la imagen se aplicó un filtro (median filter) no lineal que elimina el 

ruido de la imagen. Inmediatamente después, la imagen se convirtió en binaria (blanco 
y negro, donde asigna valores de 0 y 255 para cada píxel, respectivamente) aplicando el 
threshold Otsu por default. Luego se cuantificó la totalidad de superficie ocupada por el 
biofilm para la imagen binaria. Finalmente, se realizó la sustracción (área biofilm) 
correspondiente a la totalidad de la superficie y así se obtuvo el valor correspondiente 
al porcentaje de ocupación sobre la superficie (Martínez y col., 2016).  
 

7.5.7 Viabilidad celular en biofilm maduro determinada por microscopía de escaneo láser 

confocal (CLSM) 

 

El efecto de amoxi@AuNP utilizadas en PACT sobre la viabilidad celular de biofilm 
maduro de la cepa clínica PAE 191150 se evaluó mediante una tinción con naranja de 
acridina (NA) seguida de microscopía de fluorescencia (Belbekhouche y col., 2019). La 
formación de biofilm de la cepa PAE 191150 se realizó sobre cubreobjetos de vidrio 
como se explicó anteriormente. Posterior a la obtención de un biofilm maduro sobre la 
superficie del cubreobjetos, este se lavó con buffer PBS y se trató con amoxi@AuNP 1,5 

µg/mL, otra muestra sin NP fue preparada como control. Las muestras se irradiaron 
durante 3 h con luz LED blanca. Las células débilmente adheridas al biofilm se eliminaron 
lavando con buffer PBS estéril, y el biofilm se tiñó con NA al 0,1% durante 15 min en 
oscuridad. Los cubreobjetos teñidos se observaron bajo un microscopio confocal 
invertido Olympus FV1000 en el Centro de Micro y Nanoscopía de Córdoba- CEMINCO 
en el Centro de Investigaciones en Química Biológica de Córdoba (CIQUIBIC). Los 
biofilms se identificaron usando 60x, excitación a 488 nm y emisión a 525 nm. 

 

7.6 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CIM) de lignina@AgNP en 

cultivos planctónicos 

 

Se determinó la concentración inhibitoria mínima (CIM) por el método de 
microdilución en caldo, de acuerdo a las normas internacionales propuestas por Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), con pequeñas modificaciones, en cepas 
de referencia de Staphylococcus aureus meticilino sensible ATCC 25923 (S.aureus ATCC 
25923) y Escherichia coli CF073 (E.coli CF073). El inóculo bacteriano se preparó 
colocando cuatro o cinco colonias de cada cepa en caldo LB y se comparó la turbidez con 
el tubo 0,5 de la escala de Mc Farland. Finalmente, se diluyó para ajustar el inóculo a 
106  UFC/mL. En placa multiwell de 96 pocillos se colocaron 100 µL de los inóculos 
bacterianos y 100 µL de lignina@AgNP a diferentes concentraciones (partiendo de la 
solución stock) y se incubó a 37°C durante 24 h. La absorbancia a 600 nm fue medida en 
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un lector de placa SpectraMax M5, y se determinó como la CIM a la concentración más 
baja en la cual la absorbancia a 600 nm fue inferior a 0,03 (Alarcon y col., 2012). Todas 
las mediciones fueron ejecutadas por triplicado. Los controles sin antimicrobianos se 
realizaron en paralelo. 

 

7.7 Actividad antimicrobiana de lignina@AgNP. Curvas de muerte bacterianas 

 

La actividad antibacteriana de lignina@AgNP fue ensayada en cepas de S.aureus 
ATCC 25923 y E.coli CF073. Se prepararon inóculos bacterianos de concentración de 
106  UFC/mL en caldo LB a partir de una colonia. Usando una placa multiwell de 96 

pocillos, 100 µL de cada inóculo bacteriano y 100 µL de lignina@AgNP a la concentración 
CIM y subCIM fueron incubadas a 37°C bajo irradiación con luz blanca proveniente de 
un panel LuzChem de irradiancia total ~ 78 Wm-2 (Figura 3) y en condiciones de oscuridad 
durante 0, 15, 30, y 60 min. Todas las muestras fueron ensayadas por triplicado. Luego, 
se tomaron alícuotas de 10 µL de cada muestra y se realizaron diluciones seriadas 1/10 
en caldo LB, para su posterior siembra en placas de agar MH, mediante la técnica de 
siembra por microgota (Naghili y col., 2013). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 
24 h. Las curvas de muerte bacteriana se construyeron representando gráficamente el 
log10 de UFC/mL, en función del tiempo.  

 

 
 

Figura 3. (A) Panel LuzCHem utilizado en PACT. (B) Espectro de emisión de las lámparas 

de luz blanca utilizadas para la iluminación. Irradiancia total 78 Wm-2. 
 

7.8 Formación de biofilm bacteriano y eficacia de lignina@AgNP en la disminución de la 

viabilidad celular en biofilm maduro 

 

Para la formación de un biofilm maduro de S.aureus ATCC 29253, se preparó un 
inóculo de 106 UFC/mL a partir de una colonia, en caldo LB suplementado con glucosa al 
0,25% p/v, se colocaron 200 µL del inóculo en cada pocillo de una placa de 96 wells, se 
incubó durante 24 h a 37°C y luego fue enjuagado dos veces con buffer PBS para eliminar 
las bacterias planctónicas. Luego, 100 µL de caldo LB y 100 µL de  álcali@AgNP 0,02 nM, 
Al@AgNP 2,9 nM, ZHL@AgNP 9,8 nM y muestras sin NP como control de crecimiento 
fueron agregadas por triplicado, incubadas e irradiadas con luz blanca durante 3 h a 
37°C, las mismas condiciones en paralelo fueron realizadas en oscuridad como control. 

La viabilidad bacteriana se determinó usando el ensayo de MTT. Los biofilms tratados 
con lignina@AgNP y sin tratar se lavaron una vez con buffer PBS. Una alícuota de 200 µL 
de solución de MTT (200 mg/mL) se añadió a cada pocillo y se incubó en oscuridad 
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durante 3 h 37°C. La absorbancia a 570 nm se midió en un lector de placa SpectraMax 
M5. El porcentaje de viabilidad en el biofilm fue calculado de acuerdo a la siguiente 
ecuación:  

 
 

Donde Abs570
t0 es la absorción en el tiempo 0 h, antes tratamiento con las NP, y 

Abs570
tx es la absorción en presencia de las NP en cualquier tiempo específico. 

 

7.9 Estudio del mecanismo de acción de amoxi@AuNP  

 

7.9.1 Cuantificación de especies reactivas de oxígeno (EROs) y especies reactivas del 

nitrógeno (ERNs) por espectrofluorometría utilizando la sonda 1,2,3 -Dihidrorodamina 

(DHR)  
 

Se eligió la sonda DHR por su alta sensibilidad para cuantificar EROs totales y ERNs 
(Dikalov y col., 2014). La molécula de DHR (Figura 1) en presencia de EROs y ERNs se 
oxida a su forma fluorescente hidrorodamina (HR) (especie catiónica y altamente 

lipofílica). Esta se excita a 505 nm y emite a la longitud de onda de 530 nm (Bortolami  y 
col., 2009). Se preparó un cultivo fresco de la cepa clínica SAMR 9455 en 10 mL de caldo 
MH y se incubó por 18 h a 37°C (DO600≈1), luego se centrifugó a 2000 rpm por 10 min y 

se procedió a resuspender el pellet en 5 mL de buffer PBS (109 UFC/mL). En una placa 
multiwell negra de poliestireno, de 96 pocillos con fondo plano transparente, se 
incubaron 100 µL del inóculo bacteriano con 100 µL de amoxi@AuNP 1,5 μg/mL por 
triplicado, las muestras fueron irradiadas con luz LED blanca durante 10, 30, 60 y 90 min. 
Posterior al período de incubación, se añadieron 20 µL de la sonda DHR (concentración 
final 1 µM, solubilizada en 100 µL de DMSO y PBS) y se conservó en oscuridad por 20 
min a 37°C. La intensidad fluorescente se midió en un lector de microplacas Synergia 
Biotek.  
 

 

Figura 1. Oxidación de la molécula no fluorescente DHR a su especie fluorescente HR. 
 

7.9.2 Actividad antimicrobiana de amoxi@AuNP en cultivos planctónicos de cepas 

anaerobias facultativas 
 

El estudio del mecanismo se profundizó mediante la actividad antimicrobiana de 

las NP testeada en cultivos planctónicos de cepas anaerobias facultativas de 
Streptococcus mutans, S. mitis, y Lactobacillus spp. Los inóculos iniciales (106 
UFC/mL) de cada cepa fueron preparados en buffer PBS 37,5% a partir de una colonia. 
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En placa multiwell de 96 pocillos se colocaron 100 μL de los inóculos bacterianos y 100 
μL de amoxi@AuNP 1,5 μg/mL por triplicado, las muestras fueron incubadas e irradiadas 
con luz LED blanca durante 30 min a 37°C en jarra de anaerobiosis. Después de este 
período, se tomaron alícuotas de 10 μL de cada muestra y se realizaron diluciones 
seriadas 1/10 en buffer PBS, para su posterior siembra en placas de Petri de agar sangre, 
mediante la técnica de siembra por microgota (Naghili y col., 2013). Las placas fueron 
incubadas durante 24 h a 37°C en jarra de anaerobiosis. Las curvas de muerte bacteriana 
se construyeron representando gráficamente el log10 de UFC/mL en función del tiempo.  

 

7.9.3 Análisis del daño inducido por amoxi@AuNP en la PACT mediante microscopía 

electrónica de transmisión (TEM) 

 

Para este estudio se realizaron co-cultivos de SAMR 9455 y PAE 191150 con células 
sanguíneas provenientes de donantes voluntarios sanos de Córdoba capital, Argentina, 
y se empleó Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) para obtener imágenes de 
células bacterianas y glóbulos rojos.  Las cepas SAMR 9455 y PAE 191150 se cultivaron 
en caldo MH (24 h a 37°C), estas suspensiones bacterianas se centrifugaron a 1500 rpm 
durante 10 min, y el pellet resultante se diluyó en buffer PBS 37,5% para ajustar los 
inóculos a una concentración de 108 UFC/mL (DO600≈0,1). Los co-cultivos se realizaron 

agregando 100 μL de sangre fresca anticoagulada con EDTA, y 50 μL de cultivo 
bacteriano, y se trataron con 50 μL de amoxi@AuNP 1,5 μg/mL por un periodo de 10 
min a 37°C, bajo irradiación con luz LED blanca y en paralelo otra muestra con las mismas 
condiciones fue incubada en oscuridad como control. Luego de 10 min de incubación, 
las muestras se centrifugaron 3 veces consecutivas por 5 min a 3000 rpm y se lavaron 
con buffer PBS. Los pellets obtenidos se fijaron con una solución de glutaraldehído al 2 
% y formaldehído al 4 %, en la proporción 1:1. Posterior a la fijación se trataron 
nuevamente con tetróxido de osmio al 1% en buffer cacodilato 0,1 M por un periodo de 
2 h. Luego se deshidrataron y embebieron en un taco de resina (Araldite) para ser 
cortadas con ultramicrotomo JEOL JUM-7 y montadas sobre una rejilla de níquel. Las 
muestras se examinaron con un microscopio Nikon Zeiss LEO 906E del Centro de 
Microscopía Electrónica de la Facultad de Medicina de la UNC (Zheng y col., 2015).   
 

7.10 Investigación de la actividad hemolítica de amoxi@AuNP 

 

Se evaluó la capacidad de amoxi@AuNP de producir hemólisis en glóbulos rojos 
obtenidos de sangre periférica humana proveniente de voluntarios sanos de Córdoba 

capital, Argentina, posterior a la extracción se añadió EDTA como agente anticoagulante. 
Inmediatamente, 10 mL de las muestras fueron centrifugadas por 10 min a 2000 rpm y 
lavadas una vez con buffer PBS. El pellet se resuspendió en 10 mL de buffer PBS y se 
tomaron alícuotas de 500 µL, las que fueron incubadas con 500 µL de las siguientes 
soluciones: amoxi@AuNP 1,5 μg/mL (tratamiento), agua MilliQ (control positivo de 
hemólisis, representando el 100% de hemólisis) y solución acuosa de NaCl 0,9% (blanco, 
representando el grado de hemólisis basal que pudiera haber por interferencias en la 
técnica). Las muestras fueron irradiadas con luz LED blanca y en oscuridad durante 0, 2, 
5 y 24 h a 37°C. Las muestras incubadas se centrifugaron por 10 min a 1000 rpm, se 
transfirieron 150 µL del sobrenadante a una placa de poliestireno transparente y se 
midió la absorbancia a 540 nm por triplicado (Choi y col., 2011), en un lector de 
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microplacas Synergia Biotek. Los resultados se obtuvieron al restar el blanco a las 
absorbancias (Abs) obtenidas de las muestras con NP y en referencia al 100 % de 
hemólisis establecido con agua MilliQ: 
 

• Abs final de la muestra con amoxi@AuNP = Abs inicial de la muestra con 
amoxi@AuNP - Blanco  
 

• Abs final de la muestra control positivo hemólisis = Abs inicial de la muestra 
control positivo hemólisis - Blanco 

                      

% de hemólisis de la muestra con amoxi@AuNP = (Abs540amoxi@AuNP x 100) / 
Abs540control positivo hemólisis) 

 

7.11 Viabilidad celular de amoxi@AuNP en fibroblastos 3T3 

 

Los fibroblastos 3T3 se cultivaron en Dulbecco 's Modified Eagle's Medium 
(DMEM) con 10% de suero de ternera a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. Las células 
se cultivaron hasta obtener un 85-95% de confluencia, luego se lavaron con solución 
buffer fosfato (Invitrogen) y fueron tripsinizadas con 1 mL de tripsina al 0,05%, ácido 
etilendiaminotetraacético 0,53 mM, y rojo de fenol. La tripsinización se detuvo 
agregando medio fresco a la reacción. Las células se lavaron dos veces por 

centrifugación con DMEM sin suero, fueron resuspendidas en medio sin suero, y 
aproximadamente 105 células fueron colocadas por pocillo en placa multiwell de 96 
pocillos, después del recuento adecuado de células en cámara Neubauer. Las células 

fueron incubadas durante la noche a 37°C, 5% de CO2 y 95% humedad para permitir la 
fijación y luego fueron tratadas, por triplicado, con amoxi@AuNP 1,5 μg/mL, amoxicil ina 
trihidrato 32 μg/mL, AuNP 0,2 mM, buffer PBS al 37,5%, y medio DMEM e irradiadas con 
luz LED blanca y en paralelo en condiciones de oscuridad como control, durante 24 h a 
37°C, 5% de CO2 y 95% humedad. El ensayo con 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) basado en la reducción de la sal de tetrazolio a cristales de 
formazán en células vivas se realizó de acuerdo con una protocolo Sigma para 
determinar el porcentaje de supervivencia 
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/11465007001?lang= 
en%C2%AEion=CA). Los medios y los diferentes tratamientos fueron descartados, se 
colocaron 100 μL de medio sin suero, ni rojo fenol. Se añadieron 50 μL de MTT (mg/mL) 
en solución buffer libre de calcio y magnesio, y la placa fue incubada por 4 h a 37ºC para 
permitir la formación de cristales de formazán. Luego, el sobrenadante fue descartado 
y se añadió DMSO para disolver los cristales de formazán. El producto obtenido se 
cuantificó mediante un lector de placa SpectraMax M5 a 540 nm. El porcentaje de 
viabilidad se obtuvo de la siguiente forma: 

 

% Viabilidad = (DO células tratadas/DO células control) x 100 
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7.12 Estudio del mecanismo de acción de lignina@AgNP.  

 

7.12.1 Cuantificación de EROs y ERNs en cultivos planctónicos por espectrofluorometría 

utilizando la sonda fluorescente diacetato 2′,7′-dicloro-hidro-fluoresceína (H2DCFDA)  

 

Utilizando la técnica de microscopía de fluorescencia se cuantificó la producción, 
en general, tanto de EROs como de ERNs (Wrona y col., 2005). Los colorantes 
fluorescentes presentan la capacidad de oxidarse o reducirse frente a diversas especies 
reactivas y emitir fluorescencia. El colorante fluorescente H2DCFDA (figura 2) se oxida 
en presencia de EROs y ERNs, excitándose a 490 nm y emitiendo luz a 520 nm 
(Tamosiune y col., 2018). En caldo LB (10 mL) se prepararon cultivos frescos de las cepas 
S.aureus ATCC 25923 y E.coli CF073 por 24 h a 37°C (DO600≈1), los cuales se centrifugaron 
a 1100 rpm por 10 min y se procedió a resuspender los pellets en buffer PBS (5 mL) para 
obtener una concentración de bacterias de ≈ 109 UFC/mL. En una placa multiwell negra 
de poliestireno, de 96 pocillos con fondo plano transparente, se colocaron 100 µL del 

inóculo bacteriano con 100 µL de álcali@AgNP 0,02 nM, Al@AgNP 2,9 nM, ZHL@AgNP 
9,8 nM, por triplicado, las muestras fueron incubadas en condiciones de luz y oscuridad 
a 37°C durante 10, 30 y 60 min. Luego del período de incubación, se añadieron 20 µL de 

la solución de H2DCFDA (2 µM) y posteriormente se incubó en oscuridad por 25 min a 
37°C. La intensidad fluorescente se obtuvo mediante la excitación de las muestras a 490 
nm y recolectando la emisión fluorescente a 520 nm, utilizando un lector de placa 

SpectraMax M5. En paralelo, se realizaron controles positivos con peróxido de 
hidrógeno 2% v/v y negativos con las cepas no tratadas. 
 

 

                  H2DCFDA                                      HDCF                                           DCF 

 

 Figura 2. La sonda H2DCFDA es degradada por esterasas una vez que ingresa a la célula 
pasando a su forma 2′,7′-dicloro-dihidro-fluoresceína (HDCF) la cual en presencia de ERO 
y ERN es oxidada a la especie emisora 2′,7′-diclorofluoresceína (DCF). 

7.13 Viabilidad celular de lignina@AgNP en fibroblastos 3T3 

 

Los fibroblastos 3T3 se cultivaron en Dulbecco's Medio de Eagle modificado 
(DMEM) con suero de ternera al 10%. Las células se cultivaron y agruparon usando poli-
L-lisina, y luego se lavaron con buffer PBS y con 1 mL de tripsina al 0,05%. La 

tripsinización se detuvo agregando medio fresco a la reacción. Las células se lavaron una 
vez por centrifugación con DMEM sin suero, resuspendido en medio sin suero, y se 
sembraron aproximadamente 100 µL de 105 células por pocillo en placa multiwell, 
después de recuento de células en una cámara de Neubauer. Se incubaron durante la 
noche para permitir la fijación y luego se trataron con 100 µL de álcali@AgNP 0,02 nM, 
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Al@AgNP 2,9 nM, ZHL@AgNP 9,8 nM, lignina a una concentración de 0,1 mg/mL, AgNO3 

0,1 mg/mL y medio DMEM, las muestras fueron irradiadas con luz blanca durante 1 
hora. Paralelamente, se probaron las mismas condiciones en oscuridad. Las células se 
mantuvieron en ese período a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. Se llevó a cabo el 
ensayo MTT basado en la reducción de la sal de tetrazolio a formazan (absorbancia a 
570 nm) en células vivas según un protocolo Sigma 
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/roche/11465007001?lang= 
en%C2%AEion=CA) para determinar el porcentaje de supervivencia. 

 

7.14 Desarrollo y caracterización de formulaciones tópicas de amoxi@AuNP 

 

7.14.1 Desarrollo de gel de amoxi@AuNP para aplicación tópica 

 

Los geles de amoxi@AuNP fueron formulados a partir del método de dispersión 
(Sareen y col., 2011). En este método se utilizaron dos polímeros reticulados del ácido 

poliacrílico, Carbopol® 934 y Carbopol® ultrez 10, en donde concentraciones de 0,5 y 1% 
p/v de cada polímero fueron dispersadas lentamente sobre una suspensión de 
amoxi@AuNP de concentración 1,5 ug/mL. La dispersión obtenida se dejó durante 24 h 

a temperatura ambiente en vial de vidrio tapado para favorecer la hidratación del 
polímero Carbopol® 934, y 30 min para el polímero Carbopol® ultrez 10, posteriormente 
se agitaron las dispersiones y se agregó gota a gota trietanolamina (neutralizador no 
iónico) hasta alcanzar pH 7. Esta reacción de neutralización en medio acuoso permite 
que el carbopol incremente su volumen y simultáneamente su viscosidad (Desfrançois y 
col., 2018). En paralelo, como control, se realizaron formulaciones con ambos polímeros 
al 0,5 y 1% p/v en agua milliQ sin NP. 
 

7.14.2 Estabilidad de geles de amoxi@AuNP para aplicación tópica 

 

Se realizaron estudios de estabilidad acelerada de los geles de amoxi@AuNP y los 
geles sin NP como control, durante 12 semanas. Las formulaciones fueron almacenadas 
en viales de vidrio sellados, y colocados en gabinete de estabilidad a 40 ± 2ºC y 75% de 
humedad relativa (L.I.A.D.E). Cada dos semanas del primer mes y luego una vez al mes, 
las muestras fueron analizadas para determinar la claridad, la estabilidad coloidal de 
amoxi@AuNP, el pH y las propiedades reológicas de las formulaciones (Sareen y col., 
2011). 

Para evaluar la estabilidad coloidal de amoxi@AuNP en las formulaciones, la 
absorción del plasmón de superficie de las NP fue medido mediante espectrofotometría. 
La estabilidad es el tiempo en el que se obtiene una disminución del 20% en la absorción 
del plasmón a la longitud de onda de la absorbancia máxima inicial (Weerasekera y col., 
2017). Las medidas de estabilidad se llevaron a cabo usando un lector de placa BioTek 
durante 3 meses.  Aquellas formulaciones donde se detectaron cambios en el máximo 
de absorción de las NP en las primeras semanas, fueron descartadas para estudios 
posteriores.  

El pH de cada lote de gel se determinó utilizando un medidor digital de pH 
precalibrado marca HANNA Corp. Para ello, 1 gr de cada formulación de gel fue 
dispersado en 30 mL de agua MQ y se almacenó durante 2 h, luego el electrodo del 
medidor de pH fue sumergido en la suspensión hasta obtener una lectura constante. Las 
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mediciones de pH de cada formulación se realizaron por triplicado y se calcularon 
valores promedio (El-Housiny y col., 2018). 

Se llevaron a cabo estudios reológicos de las formulaciones de geles, mediante un 
reómetro del Departamento de Química Órganica de la FCQ-UNC. Se realizaron dos 
mediciones, una oscilatoria, que nos brinda información de cómo se encuentra el 
sistema en estado de equilibrio, y una medición rotacional que brinda información 
acerca del historial de desestructuración del sistema. En la medición oscilatoria se 
realizó un barrido de deformación de la muestra a temperatura constante de 20°C 
(gráfico de los módulos G´y G´´ vs deformación), donde se analizó el rango viscoelástico 
lineal de la muestra, a partir de las curvas G´ (parte elástica) y G´´ (parte viscosa). A partir 

de este gráfico se seleccionó un porcentaje de deformación del 2 % y se realizó un 
barrido de frecuencia analizando las curvas de los módulos G´ y G´´ (Tuncay Tanrıverdi y 
col., 2018).  
 

7.15 Síntesis in situ de nanoplacas de oro como recubrimiento antifouling para 

dispositivos médicos 
 

7.15.1 Síntesis y caracterización de nanoplacas de oro 

 

Para la síntesis de nanoplacas de oro se utilizó como precursor de oro al ácido 
tetracloroaurico trihidrato (AuHCl4.3H2O) y como agente reductor un antibiótico 
aminoglucósido. Se prepararon soluciones de AuHCl4.3H2O 0,1 M y del antibiótico 
aminoglucósido 1 M disolviendo directamente los sólidos en agua MilliQ. Luego, iguales 
cantidades de cada solución (500 µL) se colocaron gota a gota en un tubo Falcon que 
contenía 4,5 mL de agua MilliQ, agitando la solución con la ayuda de un vórtex. La 
solución final se calentó durante pocos minutos en un baño de agua termostatizado a 

temperatura constante. El calentamiento por microondas también fue probado con un 
aparato de microondas doméstico de uso convencional (calentado durante 3 ciclos de 
10 segundos cada uno, dejando que la mezcla descanse a temperatura ambiente 
durante 30 segundos luego de cada ciclo). Todas las soluciones fueron preparadas en el 
momento antes de la síntesis y se estabilizaron a temperatura ambiente durante 1 
minuto antes de calentar.  Posteriormente, para obtener un producto sólido lo más puro 
posible, el contenido de Falcon se transfirió a Eppendorf limpio y se centrifugó a 3500 
rpm durante 45 min. El antibiótico aminoglucósido usado en la síntesis se caracterizó 
usando resonancia magnética nuclear de protón (RMN-H1), los espectros se registraron 
en D2O utilizando un espectrómetro Bruker Avance II – 400 de alta resolución en 
(INFIQC-CONICET - Dpto. Qca. Orgánica -FCQ-UNC). Las nanoplacas de oro obtenidas se 
caracterizaron mediante microscopía electrónica de barrido (SEM), equipo Carl Zeiss-
Sigma del laboratorio de Microscopía y Análisis por Rayos X (LAMARX) de la UNC, con el 
fin de evaluar formas y tamaños de las nanoplacas. Para la determinación de estructuras 
cristalinas, composición y pureza de las nanoplacas se realizó espectrometría de rayos X 
de dispersión de energía (EDS) y difracción de rayos X (XRD) mediante un equipo Philips-
PW 1800. El análisis estadístico del tamaño y forma de las nanoplacas de oro se 

realizaron con el software ImageJ® (Rueden y col., 2017).  
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7.15.2 Recubrimiento in situ con nanoplacas de oro en catéteres y prótesis de silicona  
 

La deposición homogénea de nanoplacas de oro en un catéter urinario y prótesis 
de silicona se realizó mediante síntesis in situ, aplicando el procedimiento detallado 
anteriormente. Para ello, 100 µL de una solución de AuHCl4.3H2O 0,1 M, 100 µL del 
antibiótico aminoglucósido 1 M y 900 µL de agua MilliQ fueron añadidos en el interior 
del catéter urinario y se llevó a calentamiento en un baño termostatizado a 70°C durante 
15 min. Finalmente, el catéter se lavó dos veces con agua MilliQ. Para el recubrimiento 

de la prótesis, fue necesaria su total inmersión en las soluciones de AuHCl4.3H2O y del 
antibiótico aminoglucósido. 
 

7.16 Estudio de durabilidad y resistencia del recubrimiento con nanoplacas de oro 

 

Los catéteres se sometieron a erosión líquida, gota a gota o por flujo constante, 
por lo que la durabilidad y resistencia del revestimiento con nanoplacas de oro se 
evaluaron simulando las condiciones de uso real para fines clínicos, utilizando una 

técnica de erosión hídrica. Con ayuda de una jeringa se bombearon 500 mL de solución 
fisiológica dentro de muestras de catéter recubiertas, por triplicado (Hurst y col., 2011). 
Se tomaron fotografías utilizando un microscopio óptico (10x, 40x y 100x), antes y 

después de la erosión líquida. Se utilizó el software Image J® para cuantificar el área 
superficial recubierta. 
 

7.17 Capacidad antifouling del recubrimiento con nanoplacas de oro 

 

Muestras de catéteres de silicona recubiertos y no recubiertos se incubaron con 
tres cepas bacterianas formadoras de biofilm: cepas clínicas SAMR 9455 y PAE 191150, 
y cepa de referencia E.coli 25922. Los catéteres se cortaron a lo largo por la mitad 

(longitud 1 cm, diámetro 0,015 cm) usando un bisturí afilado y se esterilizaron con luz 
UV en campana de flujo laminar durante 30 min (15 min en cada lado). Luego, las 
muestras de catéteres se incubaron en 2 mL de caldo TS suplementado con glucosa al 
0,25% p/v (para promover la formación de biofilms) y se agregaron suspensiones 
bacterianas de cada cepa a una concentración final de 106 UFC/mL durante 24 h a 37°C 
con agitación constante a 130 rpm. Las muestras se retiraron y se lavaron dos veces con 
buffer PBS estéril para eliminar las bacterias planctónicas (Aiassa y col., 2016). Luego, 
las muestras de catéteres se deshidrataron con porcentajes crecientes de etanol: agua 
(50, 70, 80, 90 y 100%) durante 15 min en cada solución, y se secaron a temperatura 
ambiente. Mediante microscopía electrónica de barrido con detector EDS (SEM/EDS) 
utilizando un equipo Carl Zeiss-Sigma, se evaluó la formación de biofilms bacterianos en 

las muestras de catéteres recubiertos con nanoplacas de oro y muestras sin recubrir 
como control. Las muestras fueron recubiertas con oro y montadas sobre una película 
de carbono. El aumento seleccionado fue suficiente para apreciar en detalle la 

morfología general de las muestras en estudio. El análisis EDS se utilizó para determinar 
la distribución del recubrimiento con nanoplacas de oro y para diferenciar las partículas 
de oro de las bacterias. La formación de biofilms sobre la superficie de los catéteres 

recubiertos y sin recubrir se midió mediante el uso del software Image J®. 
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