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OBTENCION DE ESFERAS DE ALUMINA-HIDROXIAPATITA
DOPADAS CON NANOPARTICULAS DE PLATA CON
CARACTER ANTIBACTERIANO

.F.B. Pamela Nair Silva Holguin', Dr. Jonatan Torres Perez 2, Dr. Nahum Medellin Castillo r. Simén
QFB.P la Nair Silva Holguin!, Dr. J T P 2, Dr. Nahum Medellin Castillo * y Dr. Simé
Yobanny Reyes Lépez

Resumen - La obtencién de esferas de aliimina-HA-NpsAg de 4.08x3.25 mm? con una esfericidad de 0.8 fue por
encapsulacion ionica, las esferas obtenidas se recubrieron con hidroxiapatita obtenida a partir de nitrato de
calcio y trietilfosfito por el método sol-gel y fueron dopadas por adsorcion simple con una soluciéon de 10 mM
de NpsAg con un tamaiio de 5.6+2.9 nm. La susceptibilidad antimicrobiana fue comprobada con los métodos
de difusion en agar y turbidimetria en bacterias Gram-negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa)
y Gram-positivas (Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis). Las esferas de Alimina-HA-NpsAg presentaron
susceptibilidad en E. coli, P. aeruginosa y S. aureus, obteniendo una maxima inhibicién del 20% en S. aureus

Palabras clave - Nanoparticulas, Plata, Antibacteriano, Hidroxiapatita.
Introduccion

Los antibiéticos se pueden encontrar en el medio ambiente de forma natural debido a que diversos microorganismos
pueden sinterizarlos, como bacterias, hongos, insectos y plantas como mecanismo alelopatico (Ramirez-Cando, et.al.,
2019). Desde su descubrimiento en el ailo 1928, se les ha dado un uso descontrolado para la prevencion y tratamiento
de infecciones en humanos, animales y plantas, ademds de ser usados como promotores de crecimiento y suplemento
alimenticio en la ganaderia (Barrios, et.al., 2015).

La resistencia a los agentes antimicrobianos no es un fenémeno nuevo, durante décadas las bacterias han desarrollado
sistemas especiales de resistencia, pero en la actualidad, numerosas infecciones se estdn volviendo cada vez mas
resistentes a los antibidticos, convirtiéndose en un problema critico para la salud (Maharramov, 2017). Los centros de
salud, especialmente los hospitales, constituyen importantes puntos de origen de estos desechos, los cuales en ciertas
ocasiones drenan al alcantarillado piblico sin un tratamiento previo. Estudios recientes indican que mas del 90 % de
las cepas bacterianas marinas son resistentes a mas de un antibidtico, y 20 % son resistentes al menos a cinco (Barrios,
2015). La descarga de antibiéticos al alcantarillado publico produce un fuerte impacto en la composicién bioldgica
del agua, propiciando el desarrollo de bacterias resistentes a antibidticos a la vez de promover su diseminacion a los
cuerpos de agua (Tzoc, 2004), trayendo como consecuencia la produccién de infecciones con tratamientos nulos, no
disponibles o farmacoterapia muy costosa, lo que lo convierte en un problema de salud, ecolégico y econdmico a nivel
mundial (Ndfiez, 2012). La alta incidencia de bacterias resistentes a los antibiéticos ha motivado el uso de agentes
antimicrobianos alternativos, un agente alternativo es la plata, la cual se ha utilizado durante siglos para prevenir y
tratar una gran variedad de infecciones, pero su uso ha disminuido debido al descubrimiento e innovacién de una
amplia gama de antibidticos. Sin embargo, la resistencia originada por el abuso a varios antibiéticos ha renovado el
interés del empleo de la plata en el control de infecciones (Leyva, 2013).
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Descripcion del Método

Sintesis de hidroxiapatita HA- La sintesis de HA se realiz6 por el método sol-gel mezclando nitrato de calcio
tetrahidratado en etanol (solucién A) y trietilfosfito en etanol (solucién B) en una relacién 2:1 de p/v. Mediante goteo
se agrego la solucién A sobre la solucién B y se mantuvo en agitacidn durante 24 h a 40 °C, trascurrido el tiempo la
temperatura se incrementd a 60 °C bajo agitacidn constante hasta formar un liquido blanco viscoso. Para obtener la
HA en polvo, la solucién se sometié a desecacion a 100 °C por 24 h y posteriormente a 970 °C por 3 h. Sintesis de
nanoparticulas de plata NpsAg- Se utiliz6 el método de reduccién quimica, en la que se utilizd nitrato de plata como
precursor metdlico, dcido galico como agente reductor e hidréxido de sodio como agente estabilizador. Se realizé una
solucién de nitrato de plata 10 mM, a la cual se le agrego el agente reductor e inmediatamente después se agregd por
goteo hidréxido de sodio (1 M) hasta un pH de 11. Obtencién de esferas de alimina - Se realiz6 una mezcla de
alimina, agua desionizada, alginato de sodio y PVA. La mezcla se dejé caer gota a gota sobre la solucién de cloruro
de bario. Las esferas se dejaron afiejar en el cloruro de bario durante 24 h, trascurrido el tiempo, se colocaron en el
horno a 100 °C durante 24 h, posterior a 800 °C durante 2 h con una rampa de 5 °C / min, por ltimo se sinterizaron
a una temperatura de 1200 °C durante 2 h con una rampa de 5 °C / min. Obtencion de esferas de aliimina recubiertas
con hidroxiapatita - Para recubrir las esferas de alimina con HA, las esferas de alimina se sumergieron en la solucién
sol-gel de hidroxiapatita para formar la cubierta y se dejaron secar a 100 °C durante 24 h, posterior se metieron a la
mufla a 970 °C durante 3 h con una rampa de 5 °C / min para eliminar el material orgdnico y cristalizar la HA, este
proceso se repiti6 por triplicado para una mayor deposiciéon de HA. Obtencién de esferas de alimina recubiertas con
HA y dopadas con nanoparticulas de plata - Se utiliz6 la solucién de nanoparticulas de plata 10 mM, donde se
sumergieron las esferas de alimina-HA durante 72h. Trascurrido el tiempo, las esferas se retiraron de la solucién de
NpsAg y se colocaron en el horno a 100 °C durante 24 h, posterior se pasaron a la mufla a 200 °C durante 3 h con una
rampa de 5 °C / min para eliminar la humedad.

Resultados y discusion

Se obtuvieron esferas de alimina con una esfericidad de 0.80+0.07 como se observa en la figura la. En la figura 1b
se observan las esferas de alimina-HA y las esferas de alimina-HA-NpsAg (1 c). La esfera de altimina se observa lisa
y uniforme con la presencia poros, la esfera de alimina recubierta con hidroxiapatita se observa con porosidad y la
esfera dopada con nanoparticulas de plata se observa con una variaciéon de color de amarillo en las zonas menos
dopadas a un color café oscuro en las partes mds dopadas. Se obtuvo el espectro infrarrojo de las esferas de alimina,
alimina-HA y esferas dopadas con nanoparticulas de plata como se muestra en la figura 1h. El espectro IR muestra
para el caso de la alimina (espectro negro) una banda ancha entre 585 y 875 cm™! y bandas caracteristicas a 438, 493,
585y 642 cm™'. Una banda ancha entre 500 y 1000 cm™! corresponde a enlaces coordinados O-Al-O. La aparicién de
dos bandas fuertes cerca de 635, 565 y 491 cm™' junto con algunas otras bandas de menor intensidad alrededor de 450
cm ! denotan la disposicién de 4tomos de aluminio y oxigeno de o-AlO;3 de acuerdo con informes anteriores (Roque-
Ruiz, 2018). No se observan bandas pertenecientes a los precursores utilizados para la obtencién de las esferas de
alimina. En el espectro IR de la alimina-HA (espectro azul) se observan dos bandas en 446 y 492 cm™' y un
ensanchamiento de los 900 hasta los 638 cm™! correspondientes a los enlaces O-Al-O de la alimina, tres bandas en
568, 595 y 638 cm’! y otras tres bandas a 1094, 1036 y 1005 cm™' correspondientes a los enlaces P-O de la
hidroxiapatita.

En la figura 2 se muestra el mapeo de distribucién elemental donde se puede observar la distribucién de aluminio,
oxigeno, calcio, fésforo y plata. En esta micrografia se puede observar que la parte interna de la esfera estd compuesta
de aluminio y oxigeno, debido a la presencia de la alimina en el niicleo de la esfera, mientras que en la parte externa
abunda el calcio y el fésforo, debido a la cubierta de hidroxiapatita, en tanto que la plata se encuentra en la superficie
de la esfera, adherida a la hidroxiapatita.

Se comprobd la sensibilidad bacteriana de las esferas de alimina-HA-NpsAg por el método de difusién en disco, del
cual se obtuvo el halo de inhibicién en mm para cuatro bacterias, dos Gram-negativas (E. coli y P. aeruginosa) 'y dos
Gram-positivas (S. aureus y B. subtilis). Tres de cuatro bacterias presentaron sensibilidad a las esferas de altimina-
HA-NpsAg. En la figura 3 a-c se observan los halos de inhibicién que presentaron las bacterias. E. coli (a) presento
un halo de inhibicién de 8.88+1.42 mm, P. aeruginosa (c) obtuvo un halo de inhibiciéon de 7.91£0.7 mm, S. aureus
(b) presento un halo de inhibicién de 7.67+0.48 mm, mientras tanto, B. subtilis (d) no presento susceptibilidad a las
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esferas de alimina-HA-NpsAg. También se determind el efecto antibacteriano por el método de turbidimetria y se
obtuvo el porcentaje de inhibicién para cada bacteria utilizada. En la figura 3 d se observa que la bacteria con mayor
susceptibilidad a las esferas de alimina-HA-NpsAg por este método fue S. aureus con un porcentaje de inhibicién del
20%, seguida de P. aeruginosa y E. coli con un porcentaje de inhibicién del 11 y 9% respectivamente, mientras que
B. subtilis obtuvo un porcentaje de crecimiento del 123%, lo cual indica que no fue susceptible a las esferas de altimina-
HA-NpsAg.
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Figura 1 — Fotografias de microscopio digital, a) esferas de alimina, b) esferas de alimina-HA y c) esferas de
alimina-HA-NpsAg, Andlisis elemental EDX de d) Alimina, ¢) Alimina-HA, f) Alimina-HA-NpsAg, h) Espectro
IR correspondiente a aliimina (negro), HA (rojo) y alimina-HA (azul). Fotografias de microscopio digital, esferas de
alimina, esferas de alimina-HA y las esferas de alimina-HA-NpsAg.
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Figura 2. Analisis composicional de alimina-HA-NpsAg por MEB, a) carbono, oxigeno, f6sforo, calcio, carbono y
plata, b) plata, c) calcio, d) fésforo, e) aluminio y f) oxigeno.
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Figura 3 - Prueba de difusion en disco de esferas alimina-hidroxiapatita-NpsAg, a) E. coli, b) P. aeruginosa, c) S.
aureus, d) Prueba de turbidimetria de esferas alimina-hidroxiapatita-NpsAg.

Comentarios Finales

Resumen de resultados - Se obtuvieron esferas de alimina por el método de encapsulamiento, las cuales fueron
recubiertas con la solucién sol-gel de la HA para obtener las esferas de alimina-HA, las esferas fueron caracterizadas
y se comprobé la presencia de dos fases, el nicleo compuesto de alimina y la superficie compuesta con HA, estas
esferas fueron dopadas con NpsAg por adsorcién simple. Las esferas de alimina-HA-NpsAg presentaron sensibilidad
en las bacterias E. coli, P. aeruginosa 'y S. aureus, obteniendo una méxima inhibicién del 20% en S. aureus.

Recomendaciones - Realizar ensayo de citotoxicidad y evaluaciones in vivo y evaluar el efecto antibacteriano con
bacterias resistentes a multiples antibidticos.
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