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Resumen de la tesis que presenta Jorge Alejandro Ontiveros Robles como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Nanoestructuras de éxido de cobre (CuO) biofuncionalizadas con anticuerpos para una actividad
antibacteriana dirigida a Gram positivas o Gram negativas

Resumen aprobado por:

Dr. Andrey Simakov Dra. Francisca Villanueva Flores
Codirector de tesis Codirectora de tesis

Recientemente se ha propuesto el uso de nanoparticulas de 6xidos metalicos como una alternativa
para combatir la resistencia bacteriana a los antibidticos (RA). En la presente investigacion se evalua la
actividad antibacteriana de nanoparticulas de 6xido cobre (CUONP) y nanoesferas de 6xido de cobre
(@CuONE) frente a bacterias Bacillus subtilis (Gram positivas) y Escherichia coli (Gram negativas). El
incremento en su eficacia como agente bactericida al funcionalizarlas con anticuerpos bioespecificos
fue asimismo analizado. Las @ CuONE se sintetizaron por la técnica de rocio pirolitico, mientras que las
CuONP se obtuvieron comercialmente. El patréon de difraccion de rayos X (DRX) tanto para las @CuONE
como para las CUONP mostré la presencia de los planos (002) y (111) correspondientes al CuO con fase
cristalina monoclinica. Mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) se confirmd la
morfologia esférica hueca de las @CuONE, con un didmetro promedio de 133 +54 nm, que es
ligeramente superior al de las CUONP de 123 +68 nm. Los ensayos por dispersion dinamica de luz (DLS)
arrojaron que, en solucion el didmetro hidrodindmico promedio de las @CuONE fue de 197 +85 nm,
con un potencial zeta de -18 +3.5 mV; mientras que para las CUONP se obtuvieron valores de 242 +96
nm vy -12 +4,0 mV, respectivamente. Por otro lado, las CUONP exhibieron una concentracién minima
inhibitoria (MIC) para E. coli de 1.25 mg/mL y para B. subtilis de 2.30 mg/mL. A su vez, las @CuONE
mostraron una actividad antibacteriana con MIC para E. coli y B. subtilis de 800 pug/mL. Mediante
citometria de flujo se evalud el efecto de nuestros nanomateriales en cultivos mixtos de E. coli y B.
subtilis. Nuestros datos mostraron que las CUONP funcionalizadas con anticuerpos especificos para
Gram negativa disminuyeron la viabilidad bacteriana en un 35% y 16% para E. coli y B. subtilis,
respectivamente. En general, nuestros resultados demostraron que las @CuONE tienen un efecto
antibacteriano mayor que las CUONP y la selectividad mejora significativamente al biofuncionalizarlas
con anticuerpos especificos. Por lo tanto, estos sistemas poseen una alta eficiencia y potencial para
combatir bacterias patdgenas, pudiendo ser aplicados, por ejemplo, en la industria alimentaria.

Palabras clave: Nanoestructuras de 6xido de cobre, nanoparticulas de 6xido de cobre, nanoesferas
de oxido de cobre, actividad antibacteriana



Abstract of the thesis presented by Jorge Alejandro Ontiveros Robles as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Nanosciences.

Copper oxide (CuO) nanostructures biofunctionalized with antibodies for Gram-positive or Gram-
negative targeted antibacterial activity

Abstract approved by:

Dr. Andrey Simakov Dra. Francisca Villanueva Flores
Codirector de tesis Codirectora de tesis

Metal oxide nanoparticles have recently been proposed as an alternative to combat bacterial antibiotic
resistance (AR). In this research, the antibacterial activity of copper oxide nanoparticles (CUONP) and
copper oxide nanospheres (@CuONE) against Bacillus subtilis (Gram-positive) and Escherichia coli
(Gram-negative) bacteria was evaluated. The increase in their efficacy as a bactericidal agent by
functionalizing them with biospecific antibodies is likewise analyzed. The pyrolytic spray technique was
used to synthesize the @CuONE, while in case of CUONP were used commercial ones. The XRD pattern
both for the @CUONE and for the CuONP showed the presence of the (002) and (111) planes
corresponding to CuO with a monoclinic crystalline phase with comparable crystallinity. Transmission
electron microscopy (TEM) confirmed the hollow spherical morphology of @CuONE, with an average
external diameter of 133 54 nm which is a slightly higher than that for CUONP (123 68 nm). In
contrast, dynamic light scattering (DLS) assays showed that, in aqueous solution, the mean
hydrodynamic diameter of @CuONE was 197 +85 nm, with a zeta potential of -18 +3.5 mV, while
CuONP was characterized with values of 242 +96 nm and -12 4.0 mV, respectively. CUONP exhibited
a minimum inhibitory concentration (MIC) for E. coli of 1.25 mg/mL and B. subtilis of 2.30 mg/mL. The
@CuUONE showed an antibacterial activity with MIC for E. coli and B. subtilis of 800 ug/mL. The
evaluation in mixed cultures showed that CuONP functionalized with Gram-negative specific
antibodies decreased the bacterial viability of 35% of E. coli compared to the control, while only 16%
for B. subtilis. Therefore, the results show that as @CuONE has a higher antibacterial effect than
CuONP, Gram-negative bacteria tended to be more susceptible, and the cytometry data suggest that
bioconjugation with antibodies increases and controls the antibacterial activity. Therefore, these
systems manifested a high efficiency to combat pathogenic bacteria, and may be applied, for example,
in the food industry.

Keywords: Copper oxide nanostructures, copper oxide nanoparticles, copper oxide nanospheres,
antibacterial activity
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Capitulo 1. Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la capacidad de algunos microorganismos
(bacterias, virus, hongos o parasitos) para sobrevivir o proliferar en presencia de aquellos agentes hacia
los que eran inicialmente sensibles (Dadgostar, 2019). La RAM es un grave problema de salud publica. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, en el 2019, 700 mil personas murieron a causa de la
RAM, de las cuales 230 mil se atribuyen exclusivamente a casos de tuberculosis multirresistente. Se prevé
que para el aifo 2050, la cifra de muertes debido a la RAM ascienda a 10 millones de pacientes por afio,
posiciondndose como la principal causa de mortalidad a nivel mundial (World Health Organization (WHO),

2019).

La RAM resulta de la adaptacién natural de los microbios al medio ambiente (Fletcher, 2015). En la
actualidad se ha potenciado con el uso excesivo e inadecuado de los antibidticos debido a la
automedicacion, y sobreuso en hospitales, mercado agricola y acuicola (Manyi-Loh et al., 2018). La
resistencia a antibidticos (RA) es frecuente que aparezca en ambientes clinicos donde es comun el uso de
antibidticos en un entorno donde coexisten multiples especies de patdgenos (Centers for Disease Control

and Prevention (CDC), 2019).

Asimismo, la aparicidn de bacterias resistentes ha provocado que algunos farmacos queden en desuso
suponiendo la aparicién de enfermedades graves y un incremento en los costos de atencién médica (WHO,
2020). En Estados Unidos, el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, por sus siglas en
inglés) reporta que cada afio se registran 2.8 millones de personas infectadas por bacterias con RA, lo que
resulta en al menos 35 mil fallecimientos que a su vez representan pérdidas econdmicas cercanas a los

$20 mil millones de ddlares solo en gastos médicos adicionales (CDC, 2019).

A pesar del serio problema de la RA, para las farmacéuticas el desarrollo de nuevos antibidticos es una
inversién econdmicamente poco rentable debido a la dificultad para obtener la aprobaciéon por parte de
las entidades reguladoras. El uso de antibidticos durante periodos cortos de tiempo, no aseguran un
retorno razonable de la inversién en comparacién a los medicamentos para tratar afecciones crdnicas
(Mckenna, 2015; Taylor, 2015). Como alternativas a los antibidticos se han propuesto diferentes moléculas
tales como anticuerpos, probiéticos, péptidos antimicrobianos, lisinas de fagos, entre otros (Ghosh et al.,
2019). Sin embargo, a pesar de las claras ventajas sobre los antibidticos, estas estrategias estan limitadas

principalmente por su alto costo de produccidn, impidiendo su uso y aplicacion como medicamento en
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toda la poblacién (Rios et al., 2016). Aun frente a los presentes esfuerzos, el camino hacia una solucién
definitiva que proporcione acceso generalizado y a bajo costo no es clara, por lo que areas de estudio

emergentes como la nanotecnologia se presentan como una opcién prometedora.

La nanotecnologia presenta novedosas alternativas para combatir la RA. Recientemente se ha reportado
la sintesis, caracterizacion y aplicacion de nanomateriales (NM) con actividad antibacteriana eficaz frente
a un amplio espectro de bacterias. Entre los NM antibacterianos mas eficaces se destacan las
nanoparticulas (NP) a base de metales nobles y dxidos metdlicos (OM), como la plata (Ag), el éxido de zinc
(Zn0O) (Xie et al., 2011) y el 6xido de cobre (CuO) (Azam, 2012). Su efecto antibacteriano se atribuye
principalmente a la liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) vy la liberacidon de iones metalicos
(Ag*, Zn**y Cu?*), que son capaces de afectar componentes celulares importantes, como la pared celular,

proteinas y ADN.

En especifico, las nanoparticulas de éxido de cobre (CUONP), debido a sus propiedades antibacterianas
han ganado la atencidn en aplicaciones como recubrimiento en piezas dentales y agente biocida de amplio
espectro tanto para Bacterias Gram positivas como Gram negativas, incluidas patdgenas como Klebsiella
pneumoniae (Naseer et al., 2021), Staphylococcus aureus, y Vibrio anguillarum (Nabila and Kannabiran,
2018). Su actividad antibacteriana en gran medida se atribuye a la liberacién de iones Cu?* que a través de
reacciones tipo Fenton que inducen la produccion de ROS (OH™ y O;7), capaces de generar estrés oxidativo
(Hsueh et al., 2017). Las CUONP poseen una alta area superficial y excelente estabilidad fisica y quimica, lo
que las plantea como una buena plataforma de funcionalizacién con otras moléculas orgdnicas o bioldgicas
para ampliar ain mas sus propiedades. Asimismo, es uno de los agentes antibacteriales mas estudiados,

después de los metales nobles (Verma and Kumar, 2019).

Recientemente se ha reportado el uso de nanoparticulas en conjunto con anticuerpos como un método
para la deteccidon especifica y administracién de nanosistemas bactericidas selectivos (Yeh et al., 2020).
Por ejemplo, Wan et al. (2016) desarrollaron un inmunobiosensor basado en nanoparticulas de oro (AuNP)
bioconjugado con anticuerpos anti-Escherichia coli 0157:H7. El biosensor fue capaz de detectar bacterias
con un limite de deteccion de 100 células/mL. Ademas, no presentd cambios significativos (menos del 3%)
cuando se evalud con bacterias, E. coli DH5a, E. coli K12 y Staphylococcus aureus, confirmando la

especificidad selectiva (Wan et al., 2016).

Por otro lado, Ivanova et al. (2020) desarrollaron nanocdpsulas (NC) de zeina bioconjugada con

anticuerpos especificos hacia Staphylococcus aureus. Las NC estaban cargadas de orégano altamente
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antibacteriano y se confirmd su accidn especifica utilizando un cultivo mixto de S. aureus y P. aeruginosa.
Para las NC sin anticuerpos se determind una reduccién logaritmica de hasta 1.9y 1.3 para S. aureusy P.
aeruginosa, respectivamente. Por el contrario, las NC con anticuerpos indujeron una reduccion logaritmica
de hasta 3 para S. aureus, mientras que para P. aeruginosa fue menor a 0.5. De esta manera, se ha
demostrado que los nanosistemas dirigidos se unen por especificidad a la bacteria diana, mejorando con

ello significativamente la actividad bactericida in vitro (Le et al., 2021).

Por consiguiente, el objetivo del presente trabajo es utilizar CUONP bioconjugadas con anticuerpos y
nanoesferas huecas de éxido de cobre (@CuO) como posibles agentes antibacterianos contra un modelo
de bacterias Gram positivas (Escherichia coli) y Gram negativas (Bacillus subtilis). Nuestra propuesta
combina un material abundante con la propiedad de especificidad de un sistema bioldgico y evaluar su

potencial como posible agente antimicrobiano de alta selectividad que ademas no genere resistencia.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Nanomateriales (NM)

Los NM se definen como materiales en los que al menos una de sus dimensiones esta en la nanoescala
comprendida entre 1 y 100 nm (Baig et al., 2021). En este intervalo de tamafio los materiales presentan
propiedades fisicoquimicas Unicas en comparacién con su contraparte en la macroescala debido al
aumento de la relacion superficie/volumen y el confinamiento cuéntico (National Nanotechnology
Coordination Office (NNCO), 2022). En materiales macroscépicos, la mayoria de los dtomos que lo
componen estdn en el interior, por lo que las propiedades de los materiales estdn determinadas por éstos,
mientras que en la nanoescala el material es lo suficientemente pequefio como para que la fraccién de
atomos sobre la superficie no sea despreciable (Figura 1A). Por ejemplo, en el caso de una nanoparticula
de oro (AuNP) con estructura cubica centrada en las caras (FCC, por sus siglas en inglés), a medida que la
particula disminuye de didmetro de 100 nm a 5 nm, el porcentaje de atomos superficiales aumenta de
1.0% a 19.7% (Bastus et al., 2012). Por otro lado, al decrecer el tamafo de los materiales los niveles de
energia de los electrones pasan de un estado continuo a uno discreto (Figura 1B), lo que hace que los NM

posean electrones de mayor energia en comparacion a los materiales. Dicho efecto determina las
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propiedades térmicas, mecdnicas y quimicas del nanomaterial. Por ejemplo, en puntos cudnticos y

semiconductores (Ramalingam et al., 2020).
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Figura 1. Caracteristicas principales de los sistemas nanométricos: A) Relacion de atomos de superficie, Modificado
de Cambier, 2006. B) Diagrama esquematico que muestra la estructura de bandas de energia en material en la
macroescala y nanoestructuras cuanticas. Modificado de Ramalingam et al., 2020.

Es posible clasificar los NM de diversas maneras, siendo dos de las formas mds comunes con base en su
composicion quimica y dimensién (Figura 2) (Kumar and Ray, 2018). Esta Ultima a su vez puede dividirse
en cuatro clases como: NM de cero dimensiones (0D), una dimensién (1D), dos dimensiones (2D) y tres
dimensiones (3D). Los NM de OD tienen todas sus dimensiones en la nanoescala e incluyen nanoparticulas
(NP) con diferentes formas, nanocimulos, puntos cuanticos y fullerenos. Los NM en 1D tienen dos
dimensiones en la nanoescala e incluye nanotubos de carbono (NTC), nanocables, nanofibras, entre otros

mas. Los NM en 2D solo tienen una dimensién en la nanoescala por lo que incluyen peliculas delgadas,

nanoplacas, hojas de grafeno y recubrimientos. Por ultimo, los NM de 3D tienen todas sus dimensiones
por encima de los 100 nm, pero se construyen utilizando nanoestructuras de 0D, 1D y 2D. Algunos

ejemplos son, el grafito, diamante, policristales y composites (Saleh, 2020).

La disminucién del tamafo de los materiales hasta la nanoescala conduce a cambios en sus propiedades
fisicoquimicas (como el aumento de la cristalinidad, la reactividad quimica, el area de superficie y la
conductividad eléctrica), lo que permite explorar nuevas aplicaciones (Khan et al., 2019). De hecho, en las
ultimas décadas debido al auge de la nanotecnologia, la investigacién y aplicacién de NM se ha extendido
enormemente a diversas industrias y sectores. Por ejemplo, en el sector energético, las nanoparticulas de
oxido de titanio (TiO;NP) se emplean como fotodnodos en celdas fotovoltaicas debido a su enorme érea

de superficie, gran banda prohibida (3.3 eV) y su estructura porosa (Krishnapriya et al., 2021). En la
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remediacidn de aguas residuales, se han empleado NP basadas en OM (6xido de zinc, 6xido de cerio, 6xido
de hierro) debido a alta reactividad quimica de superficie, capacidad para oxidar, precipitar, reducir y

adsorber compuestos contaminantes (Aragaw et al., 2021).
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Figura 2. Clasificacién de nanomateriales con base en: A) Composicién quimica, como inorganicos, organicos y base
de carbono. B) Dimensién, como 0D, 1D, 2D, 3D. Modificado de Kumar and Ray, 2018 y Saleh, 2020.

En la industria electrdnica, los puntos cudnticos de cadmio se han estudiado como diodo emisor de luz
(led) en pantallas de televisiones debido a su banda de emisién estrecha, longitud de emisién sintonizable
y alta pureza de color (Ryowa et al., 2020). En el sector agricola, los NM basados en hidroxiapatita,
quitosano, zeolitas, magnetita, entre otros se han utilizado como fertilizantes para la liberacién lenta y
suministro especifico de nutrientes, aumentando con ello la productividad del cultivo y calidad del suelo

(Al-Mamun et al., 2021).

En el sector salud, las AuNP se han reconocido como un material funcional en la terapia contra el cancer

(como transportadores de farmacos, agentes fototérmicos y agentes de contraste en bioimagenes) debido
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a que exhiben una resonancia de superficie de plasmén localizada, cuentan con una excelente
biocompatibilidad y capacidad de modificar su superficie por medio de grupos amina y tiol (Vines et al.,
2019). También las AgNP se utilizan en medicina en el tratamiento de herida diabética, cicatrizacién de
heridas, terapia contra el cadncer y combate contra infecciones bacterianas debido a su actividad

antibacteriana, antiinflamatoria y anticancerigena (Skora et al., 2021; F. Wang et al., 2022).

Es notable la amplia variedad de aplicaciones de los NM, en particular, las destinadas al sector salud son
de interés publico ya que se presentan como una posible respuesta a los diversos padecimientos y
problematicas que aquejan a la sociedad. Dentro de los NM, las NP han sobresalido como agentes de
deteccién, diagndstico, terapia y control frente a enfermedades como, el cancer, la diabetes, las
enfermedades de trasmision sexual (ETS) y las infecciones bacterianas con resistencia a multiples farmacos

(Baetke et al., 2015; Elmer et al., 2018; Singh et al., 2017).

1.1.2 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas

En la actualidad, se ha reportado ampliamente que las NP basadas en metales nobles y OM cuentan con
excelentes propiedades antibacterianas, efectivas contra un amplio espectro de microorganismos
(Kadiyala et al., 2018; Ye et al., 2022). Por lo que, en diversos estudios se reconoce su capacidad de
aplicacion como, recubrimiento bioactivo en dispositivos implantables con efecto antibacteriano a largo
plazo (Basova et al., 2021), sistema de administracion de antibiéticos (Kotrange et al., 2021) y sistema de
deteccion bacteriana especifica para generar diagnédsticos rapidos (Peng and Chen, 2019). Recientemente

las NP han surgido como una opcidn prometedora para resolver la crisis de la RA (Lee et al., 2019).

Es particularmente destacable como los antibidticos convencionales poseen rutas especificas de accién
antibacteriana (inhibicién de la sintesis de la pared celular, la sintesis de proteinas y replicacién del ADN).
Sin embargo, las bacterias pueden desarrollar RA para cualquiera de estos modos de accion, por medio de
la modificacion de la pared celular y los ribosomas, la expresion de enzimas que modifiquen o degraden
antibidticos y la expresion de bombas de expulsion (Wang et al., 2017). Mientras que las NP actuan por
medio de diversos mecanismos simultdneamente, diferentes a las rutas de los antibiéticos, disminuyendo
con ello la probabilidad de que las bacterias generen resistencia y a la vez aumenta el éxito de generar
muerte bacteriana. Por lo tanto, es de gran interés el estudio y comprension de los mecanismos

antibacterianos de las NP (Shaikh et al., 2019).
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A pesar de que la actividad antibacteriana de las NP metdlicas y OM es bien conocida, los mecanismos por
los cuales se lleva a cabo no estan elucidados del todo. Aunque, se le atribuye principalmente a la
liberacion de iones metalicos, generacion de ROS, dafo fisico a la pared o membrana celular y la

penetracidn de la envoltura celular (EC) bacteriana (Ogunsona et al., 2020).

En la Figura 3 se describen a detalle las rutas de accién antibacteriana de las NP: 1) las NP liberan iones
metalicos. 2) Las NP y/o los iones metalicos liberados entran en contacto directo con la pared celular o la
membrana celular externa de la bacteria, la interaccidon se lleva a cabo por medio de atracciéon

electrostatica y fuerzas de Van der Waals. 3)

Las NP y/o iones metalicos penetran al interior de la bacteriana y se acumulan a lo largo de las vias
metabdlicas. 4) Ocurre la formacion de ROS extracelulares e intracelulares por medio de reaccion de
Fenton; 5) se acumulan altas concentraciones de iones metalicos en la pared celular y ROS en la membrana
plasmdtica, provocando cambios en la permeabilidad de la membrana que puede ocasionar lisis
bacteriana. 6) Las NP y iones metalicos intracelulares pueden interferir con componentes basicos de la
bacteria, provocando desequilibrios electroliticos, inhibicion de la actividad catalitica de enzimas,
desactivacién de proteinas. 7) Alteraciones en el ADN. Cabe destacar que la actividad antibacteriana de
las NP es el resultado complejo de estos mecanismos, que ocurren simultdneamente. Por lo tanto, es dificil

delimitar sus contribuciones individuales en un sistema biolégico complejo (Godoy-Gallardo et al., 2021).

Tradicionalmente las AgNP han sido uno de los NM mas atractivos en aplicaciones médicas debido a que
exhiben una alta actividad antibacteriana en concentraciones que no son citotdxicas para algunas células

humanas (Kvitek et al., 2011; Senthil et al., 2017).

También, se ha probado su eficacia contra bacterias resistentes a multiples farmacos, como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) una de las causas mas comunes de infecciones
adquiridas en hospitales (Wang et al., 2021). También, pueden mejorar enormemente la actividad de los
antibidticos convencionales incluso contra bacterias multirresistentes a través de efectos sinérgicos (Mba

and Nweze, 2021).

De igual manera, las NP basadas en OM como, el éxido de plata (Ag.0), el dxido de titanio (TiO3), el éxido
de cobre (CuO) y el éxido de zinc (ZnO) han ganado relevancia por su actividad antibacteriana de amplio
espectro, ademas, de su mayor durabilidad y estabilidad (fisica y quimica) en comparacién con los

antibidticos tradicionales (Stani¢ and Tanaskovi¢, 2020).
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Figura 3. Actividad antibacteriana de las NP y iones metalicos. Del (1-7) se detallan las posibles rutas de accion. 1)
las NP liberan iones metalicos; 2) las NP y iones metdlicos interaccionan con la pared celular; 3) las NP y los iones
penetran la pared celular; 4) se producen ROS; 5) los iones y ROS cambian la permeabilidad de la membrana; 6) las
NPy iones afectan la funcionalidad de biomoléculas importantes y 7) incluida el ADN. Modificado de Godoy-Gallardo,
2021.

1.1.3 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de 6xidos metalicos

Las nanoparticulas de dxidos metalicos (OMNP) son compuestos sdélidos cristalinos formados a partir de la
union de iones metalicos (cationes) y oxigeno (como anién) con estado de oxidacion de -2 (Abd Samad et

al.,, 2020). El efecto biocida de las OMNP se atribuye a mecanismos como el estrés oxidante, la
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peroxidacidn de lipidos, la lisis de la membrana celular y la prétesis. En general, la actividad antibacteriana
de los OMNP depende de factores como: la composicién quimica, tamafio de particula, forma, agregacion,
solubilidad, fase cristalina, cristalinidad, concentracion, condiciones experimentales, tipo y numero de
bacterias (Stani¢ and Tanaskovié¢, 2020). A continuacion, se describe el estado del arte de las propiedades

fisicoquimicas de las OMNP y cdmo éstas determinan su actividad bactericida.

1.1.3.1 Composicion Quimica

En los OM la diferencia en la composicidn quimica esta dada por el tipo de ion metdlico presente. Algunos
iones son de vital importancia (Ca?*, Mg?*, Cu?, entre otros) para procesos metabdlicos de las bacterias
mientras que otros son potencialmente tdxicos (Ag*y Hg?*). La actividad antibacteriana del ion metdlico
estd relacionada con su capacidad de interaccionar con los componentes celulares de la bacteria, la
afinidad de unién a biomoléculas (proteinas, enzimas, ADN, entre otros) y la generacién de ROS por medio
de reacciones tipo Fenton entre el ion metalico y H.0, enddgeno (Kessler et al., 2022; S. T. Khan and Al-

Khedhairy, 2017).

La interaccién entre el ion metdlico y los ligandos especificos de las biomoléculas se puede explicar a través
de la teoria acido-base duro-blando. La teoria clasifica a los atomos, iones y compuestos en éacidos y/o
bases duras y/o blandas. Explica que los acidos blandos (Ag*, Hg*, Hg?* y Cd**) forman compuestos
complejos estables con bases blandas (por ejemplo, R-SH presente en proteinas) y los dcidos duros (Mg?*,

Ca?', Fe* y Co*) tienen mayor afinidad por bases duras (R-COO™, R-NH,, R-OH, ROR, OH-, NH3 y H,0).

También hay iones metdlicos (Cu®, Zn%, Co?, Fe*" y Ni?*) que tienen propiedades intermedias de durosy
blandos, lo que permite que formen complejos estables con bases duras (como las aminas primarias, R-
NH,) y blandas (como, tiol), presentes las cadenas de aminoacidos de proteinas y enzimas. Ademas, la
afinidad de iones divalentes por biomoléculas puede ser establecida por la serie Irving-Williams:
Cu?>Ni**>Co?*>Fe?*>Mn?*>Mg?*>Ca%". Mostrando que el Cu? tiene la afinidad mas fuerte y por lo tanto

puede tener el efecto mas toxico (Soldatovi¢, 2021).
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1.1.3.2 Tamano de particula

La actividad antibacteriana de las OMNP depende en gran medida del tamafo de particula. Al aumentar
la relacion drea volumen, la superficie de la NP gana importancia en las propiedades fisicoquimicas. Por lo
tanto, caracteristicas superficiales, como el nivel de cristalinidad, el tamafio de cristal, los defectos de la
red cristalina o superficiales pueden promover o disminuir la reactividad de la particula. Por ejemplo, los
iones metadlicos en la superficie de las OMNP son insaturados coordinados, los cuales actian como centros
activos muy reactivos y pueden liberarse facilmente al entorno circundante cuando entran en contacto
con biomoléculas (Liu et al., 2017; Xu et al., 2021). También, defectos superficiales, como dtomos en los
bordes y/o esquinas, dan lugar a una superficie granular que puede dafiar la envoltura celular bacteriana
por contacto fisico. Por otro lado, NP de tamanos pequefios (<30 nm) pueden penetrar facilmente en las
células bacterianas y liberar iones metdlicos téxicos al disolverse. Sin embargo, la disminucién del tamafio
puede conducir a poca estabilidad de la particula en solucién, provocando una mayor agregacion,

aumentado con ello el tamafio y disminuyendo el efecto antibacteriano (Ren et al., 2020).

1.1.3.3 Morfologia

La actividad antibacteriana también se ve afectada por la forma de las OMNP. A pesar de que la
composicion quimica es la misma, las diferentes morfologias de NP varian propiedades, como la
cristalinidad, la reactividad de superficie, la carga y los defectos de superficie, solubilidad y densidad. (Kaur
et al.,, 2017; Ridolfo et al., 2021). Particulas de un mismo tamafio, pero con diferente forma pueden
presentar cambios en el area superficial, asi como exponer distintos planos cristalinos superficiales. Esto
repercute en la velocidad de disolucién de la NP y por lo tanto en su capacidad para liberar iones metalicos,
gue en altas concentraciones tienen efectos téxicos sobre las bacterias (Kadiyala et al., 2018). Por ejemplo,
Tamimi et al. (2021) evaluaron la capacidad antibacteriana del ZnO con formas de nanoparticulas,
nanoesferas y nanovarillas frente a E. coli. El efecto bactericida de las nanoesferas fue superior al de las

otras morfologias (Tamimi et al., 2021).

Por otro lado, la actividad antibacteriana se puede explicar en términos del porcentaje de planos activos
en la superficie de las NP. Por ejemplo, para la morfologia de varillas, las nanovarillas de ZnO presentan
planos en (111) y (100), mientras que las nanoesferas de ZnO tienen principalmente (100). Los planos con

alta densidad de atomos (111) exhiben una mayor actividad antibacteriana (Sirelkhatim et al., 2015).
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1.1.4 Actividad antibacteriana de las nanoparticulas de 6xidos metalicos

Dentro de los OMNP, las CuONP estan ganando atencidn como agentes antibacteriales debido a su
abundancia, facil obtencién y, en comparacién con las AgNP, éstas son mads baratas y liberan iones mas
rapido en el entorno. Ademas, se pueden producir a partir de métodos de sintesis verde y mezclar
facilmente con diversos componentes organicos y biolégicos para mejorar sus propiedades fisicoquimicas

(Ermini and Voliani, 2021).

Se ha reportado que las CUONP son citotdxicas hacia bacterias Gram positivas y Gram negativas (Tabla 1),
incluidas bacterias patégenas, como SARM, bacterias formadoras de peliculas, como Klebsiella
pneumoniae y bacterias asociadas a enfermedades nosocomiales, como Enterococcus faecalis (Agarwala

et al., 2014; Ahamed et al., 2014; Naseer et al., 2021).

Tabla 1. Actividad antibacteriana de las CUONP derivadas de diversas condiciones de sintesis contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas.

Precursor | Tamaho | Morfologia Bacterias Tipo RA cMmi CcvmB Referencia
usado para (nm) (ng/mL) | (ng/mL)
la sintesis
Gram (Moniri
CuCl2-2H.0 7 Esférica E. coli i No 3750 7500 Javadhesari
etal, 2019)
(Moniri
- Staphyl, G .
CuSO45H.0 | 14 Esférica aphylococeus | ram No 2500 | 5000 | Javadhesari
aureus +
et al., 2019)
- . Gram (Meghana
Cu(NO3)2 30 Esférica E. coli i No 8 19.9 etal, 2015)
- . Gram (Chatterjee
CuClz 50 Cubica E. coli K-12 i No 160 180 etal, 2014)
Sigma Gram - (Agarwala
Aldrich 25-30 ND MRSA . Meticilina 30 ND etal, 2014)
20 L. . Gram (Azam,
+ +
Cu(NOs)2 +1.24 Esférica B. subtilis . No 30 5 45 +3 2012)
20 L. Gram (Azam,
+ +
Cu(NO3)2 +1.24 Esférica S. aureus . No 25 +4 3215 2012)

CMI: concentracion minima inhibitoria, CMB: concentracién minima bactericida.
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La actividad antibacteriana de las CUONP puede atribuirse a la interaccién directa entre las NP y las
bacterias, seguida de la liberacién de iones Cu?* causada por la disolucién de las de las NP en presencia de
un medio acuoso y la induccién de ROS, el mecanismo general se esquematiza en la Figura 4. Primero, la
agregacion de NP en la membrana bacteriana disminuye el potencial electroquimico transmembrana.
Luego, las NP lo suficientemente pequefias y/o los iones Cu?* liberados por las mismas permean la
membrana celular. Finalmente, tanto las NP como los iones Cu?* inducen la produccién de ROS,
provocando cambios letales en las células, alteraciones ADN, proteinas y lipidos (Makvandi et al., 2020;

Roman et al., 2020).

Guy Appletor et al. (2012) reportaron que la actividad antibacteriana del CuO frente a bacterias E. coliy S.
aureus es dependiente del tamafio. El potencial antibacteriano se ev rocio alué una temporalidad de 3 hy
se reportd, para S. aureus una reduccién en la viabilidad bacteriana de 97%, 94% y 36% y para E. coli una
reduccion de 99.9%, 98% y 70% frente a CUONP de tamaiios de 5, 45 y 900 nm, respectivamente. Estas
diferencias en la actividad antibacteriana se atribuyen a la tendencia de las NP de menor tamafio a
acumularse en la membrana/pared celular (Figura 4) y a la capacidad de generar mayor cantidad de ROS,
lo que induce un mayor estrés oxidativo. Ademads, se detectaron NP dentro del citoplasma, lo que llevo a
la hipdtesis de que las NP podrian haber entrado como consecuencia de la ruptura de la membrana celular

(Applerot et al., 2012).
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Figura 4. Micrografia electrénica de transmisidon (TEM) de bacterias tratadas con CuONP. (A, B) E. coliy S. aureus
tratadas con CUONP de 2 y 30 nm, respectivamente. El mecanismo de interaccion de las CUONP frente a la EC bacteria
(C) E. coli (Gram negativa) y (D) S. aureus (Gram positiva). El dafio a las bacterias esta mediado por los aniones
superoéxido dafiinos formados por las NP de CuO adheridas/internalizadas de la célula. Las bacterias Gram positivas
se ven menos afectada por el estrés oxidativo debido a la presencia de mayor cantidad de peptidoglicano y de
pigmentos carotenoides en comparacion a las Gram negativas. Modificado de Applerot, 2012.
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Asimismo, la morfologia de las NP estd involucrada en el rendimiento antibacteriano. Ananth et al. (2015)
estudiaron los efectos toxicos de NM de CuO con formas granular, alargada (aguja) y placa frente bacterias
Gram positivas (Streptococcus iniae y Streptococcus parauberis) y bacterias Gram negativas (Escherichia
coli y Vibrio anguillarum). Determinaron que las nanoplacas (100 nm de largo) exhibian una actividad
antibacteriana mayor contra todas las bacterias, particularmente Streptococcus iniae (CMI 1.6 pg/mL).
También las nanoplacas presentaron mayor presencia de iones Cu?*. Por lo que el efecto antibacteriano se
atribuyé entre el material (dependiente de la morfologia), dafio relacionado con el estrés oxidativo y la

liberacion de iones Cu?* (Ananth et al., 2015).

Surapaneni Meghana et al. (2014) evaluaron la actividad antibacteriana de NP de dxidos de cobre, éxido
cuprico (CuQ) y 6xido cuproso (Cu,0) en E. coli. Determinaron que el efecto biocida de ambos 6xidos sigue
rutas de accion diferentes, especificas y dependientes del tipo de ion metalico liberado. El CuOQ, libera
iones Cu* que inducen la generacién de ROS (OH® y O;’), mientras que el Cu,O libera Cu* que
preferentemente interactdan por afinidad con grupos tiol presentes en aminoacidos de las proteinas.
Ademds, aminodacidos intracelulares, como el 4cido ascérbico y el glutatidn tienden a reducir los iones Cu?*

a Cu* para posteriormente quelar estos ultimos (Meghana et al., 2015).

Las NP pueden ser funcionalizadas con moléculas orgdnicas e inorganicas para dotarlas de nuevas
propiedades para ampliar el rango de aplicaciones. Por ejemplo, Halbus et al. (2019) recubrieron CuUONP
con acido 4-hidroxifenilborénico (4-HPBA). Este recubrimiento permitié que las NP antibacterianas formen
enlaces covalentes con los grupos diol de glicoproteinas expresados en la pared celular bacteriana (Figura

5).

Los ensayos antibacteriales se evaluaron frente a bacterias Rhodococcus rhodochrous y E. coli a tiempos
de 10 min, 1 hy 6 h, empleando CUONP y CuONP recubiertas a diferentes concentraciones (0, 5, 10, 15,
20y 25 pg/mL). Para E. coli se mostré que las CUONP recubiertas tiene un efecto antibacteriano de hasta
un 30% mas que las CUONP. Mientras que para Rhodococcus rhodochrous el efecto fue significativamente
mayor para las 6 horas, las CUONP recubiertas mostraron una eficacia antibacteriana de hasta un 40% mas
que las CuONP. Esto se explica por la fuerte interaccién entre el grupo acido 4-hidroxifenilborénico
terminal presente en la superficie de las NP y los carbohidratos en la superficie celular bacteriana (Halbus

et al., 2019).
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Figura 5. Mecanismos de unién entre las CUONP y las membranas celulares bacterianas. (A) Atraccion electrostatica
entre las CUONP vy las bacterias. (B) Unidn covalente entre las CUONP recubiertas con acido bordnico y las bacterias.
(C) Interaccion entre las CUONP recubiertas con acido bordnico y grupos de azucar en la superficie de la pared celular
bacteriana. Modificado de Halbus et al., 2019.

1.1.5 Resistencia a los antibidticos (RA)

La RA es un subconjunto de la RAM, que se refiere especificamente a la capacidad de las bacterias de
resistir los efectos de los antibidticos (Cambridge Infectious Diseases, s.f.). Sin embargo, la rdpida
adaptacion de ciertas bacterias patdgenas es un problema recurrente que hasta la fecha no tiene una

solucidn definitiva (CDC, s.f.)

Originalmente la RA es un proceso natural que surge de la interaccion entre los microorganismos y su
entorno y esta intrinsicamente ligada a la adaptacién como un camino hacia la supervivencia. Desde una
perspectiva evolutiva, las bacterias utilizan dos estrategias de defensa contra los antibiéticos, la primera
es la expresidon de genes asociados con el mecanismo de accién de los antibidticos, la cual se puede

subdividir en seis mecanismos diferentes (Figura 6).

(A) La modificacidn del antibidtico por medio de la adicién de grupos funcionales tales como acetilo,
fosfato o adenilo. (B) La degradacion del antibidtico mediante hidrolisis. (C) La expulsién del antibidtico
por medio de las bombas de salida. (D) La modificacién del objetivo del antibiético, como la metilacion del
ribosoma ARNr 23S o del ARNr 16Sy la alteracion del peptidoglicano (PG). (E) El bloqueo y/o secuestro del
antibidtico por parte de proteinas. (F) La generacién de objetivos que no son susceptibles al antibidtico

(Peterson and Kaur, 2018).
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Figura 6. Esquema de los diferentes mecanismos de la RA en bacterias. A) Modificacién del antibidtico por parte de
las enzimas N-acetiltransferasa (AAC), O-fosfotransferasa (APH) y O-adeniltransferasa (ANT), cloranfenicol
acetiltransferasas (CAT) y bleomicina N-acetiltransferasas (BImB). B) Degradacion del antibidtico mediada por las B-

lactamasas. C) La expulsion del antibidtico por medio de las bombas ABC o gradientes de protones en bombas de la

familia MFS, MATE, SMR y RND. D) La modificacidn del objetivo del antibiotico. E) El secuestro de antibiéticos. F) El
desvid del objetivo. Modificado de Peterson & Kaur, 2018.

D) Modificacién del objetivo

La segunda estrategia es la adquisicion de ADN que codifica para la resistencia a algin antibidtico.
Clasicamente esto ocurre a través de tres estrategias principales: (a) La transformacion, la cual consiste en
la captacion de ADN previamente liberado por una bacteria, por ejemplo, a través de la lisis celular. (b) La
transduccion, que es la transferencia de ADN mediada por un virus que afecta Unicamente bacterias
(bacteridfago). (c) La conjugacidn, la transferencia de material genético entre bacterias por medio de

contacto directo (Sultan et al., 2018; von Wintersdorff et al., 2016).
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1.1.6 Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas que existen en una gran diversidad de
tamafios, habitat y metabolismo. Las bacterias se pueden dividir en dos grandes grupos con base en la

composicion de su EC como bacterias Gram negativas o bacterias Gram positivas (Figura 7) (Zerbib, 2016).

La EC de las bacterias Gram negativas consta de una pared celular que se encuentra entre dos membranas:
una membrana externa (ME) que separa a la bacteria de su entorno y una membrana interna (Ml) que
interacciona con el citoplasma. Por otro lado, las bacterias Gram positivas carecen de ME, pero cuentan
con una pared celular gruesa y una MI. La diversidad de las EC es resultado de como las bacterias han

evolucionado y se han adaptado en respuesta a desafios Unicos en diferentes entornos (Pajerski et al.,

2019; Silhavy et al., 2010).

Proteina
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Figura 7. Estructura de la EC para las bacterias Gram negativas y Gram positivas. Las bacterias Gram negativas
constan de dos membranas (una externa y otra interna) y una pared celular delgada. Las bacterias Gram positivas
constan de una pared celular gruesa y una membrana interna modificado de Berezin et al., 2017.

1.1.6.1 Componentes de la EC bacteriana

La ME de la mayoria de las bacterias Gram negativas esta formada por una bicapa lipidica asimétrica con
una valva interna compuesta principalmente de fosfolipidos y una valva externa de lipopolisacaridos (LPS).
La bicapa lipidica es de naturaleza hidrofdbica lo que impide el paso de grandes moléculas polares por
medio de la repulsidn electrostatica. Ademads, los LPS estan involucrados en funciones importantes como
la activacion de la respuesta inmunitaria en un huésped infectado y el aumento de permeabilidad contra

moléculas hidréofobas pequeiias. En general, la ME tiene como funciones principales servir como una
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barrera protectora de primeria linea y facilitar la funcién celular adecuada de la bacteria (Brown et al.,

2015).

La pared celular se compone principalmente de PG, una red de polisacdridos construida a partir de la unién
alterna de N-acetilglucosamina (NAG) y dcido N-acetilmuramico (MurNAc) mediante enlaces glucosidicos
B-1,4. El PG es un polimero rigido muy resistente cuya principal funcidn es la de proteger a la bacteria de

la turgencia interna ocasionada por la de osmolalidad existente entre el citoplasma y el medio extracelular.

También preserva la integridad estructural y determina la forma de la bacteria. Por lo que la inhibicidn de
su biosintesis o su degradacién durante el crecimiento celular da como resultado la lisis celular. Ambos
tipos de bacterias cuentan con una pared celular, sin embargo, existen diferencias estructurales claras
entre ambas. En las bacterias Gram negativas la pared celular consta de una capa delgada de PG (alrededor
de 2 a 10 nm), mientras que en las bacterias Gram positivas es mucho mas gruesa (alrededor de 30 a 100
nm) sobre la cual otros polimeros (acidos teicoicos o polisacaridos) y proteinas se unen covalentemente

(Berezin et al., 2017; Brown et al., 2015).

La MI es una bicapa simétrica compuesta por fosfolipidos que confinan al citoplasma, brindan soporte a
una amplia variedad de proteinas y mantienen la permeabilidad de la bicapa frente a moléculas
hidrofilicas. Las proteinas en la Ml abarcan completamente la bicapa y estan involucradas en procesos
celulares importantes, como el flujo de iones y moléculas; deteccién ambiental, biosintesis de lipidos y PG;

y en el metabolismo (Paulowski et al., 2020; Ruiz et al., 2008).

Las diferencias estructurales entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas producen una respuesta
diferente frente a las propiedades antibacteriales de las OMNP. Diversos estudios muestran que las
bacterias Gram positivas tienen una mayor resistencia frente a los efectos tdxicos de las NP en
comparacién con las bacterias Gram negativas. Esto asociado a la naturaleza de la EC, la capa gruesa de

PG brinda mayor proteccidn (Slavin et al., 2017).

Por otro lado, las OMNP liberan iones metalicos que pueden adherirse a la EC bacteriana. Ambos tipos de
bacterias tienen una carga superficial negativa por lo que pueden interaccionar con iones metdlicos
cargados positivamente mediante fuerzas electrostaticas. La carga negativa de las bacterias Gram positivas
estd asociada a la presencia de PG rico en grupos carboxilo y amino, acidos lipoteicoicos y acidos teicoicos
abundantes en grupos fosfatos mientras que en las Gram negativas se relaciona con el PG,

lipopolisacéridos, fosfolipidos y proteinas (Gerba et al., 2015). También, las OMNP generan ROS que
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causan estrés oxidativo dentro y en la superficie de la bacteria, lo que en grandes cantidades conduce a la

muerte celular (Yu et al., 2020).

Por lo que, conocer la composicién de la EC bacteriana, asi como el mecanismo de accion de las OMNP es
atil para proponer rutas mejoradas de accién antibacterianas. Por ejemplo, el uso de CuONP
bioconjugadas con moléculas especializadas con capacidad de unién especifica (anticuerpos). La unién
selectiva sobre componentes especificos de la EC bacteriana podria potenciar los efectos toxicos de las

NP. Con base en ello se plantean los siguientes objetivos.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de éxido de cobre (CuO) biofuncionalizadas con
anticuerpos especificos y las nanoesferas de éxidos de cobre (@CuONP) contra bacterias Gram positivas o

Gram negativas
1.2.2 Objetivos especificos
e Sintetizar nanoesferas huecas de 6xido de cobre (@CuQ) por la técnica de rocio pirolitico.
e Caracterizar las nanoesferas y nanoparticulas de éxido de cobre (CuQ) por medio de las técnicas
analiticas espectroscopia UV-Vis, dispersion de luz dinamica (DLS), Difracciéon de Rayos-X (DRX) y

microscopia electrénica de transmision (TEM).

e Biofuncionalizar las CuUONP con anticuerpos selectivos para bacterias Gram positivas y Gram

negativas.
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Evaluar la actividad antibacteriana de las nanoestructuras de CuO mediante concentraciéon minima
inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida (CMB) y concentracion media inhibitoria

(ICs0).

Evaluar la citotoxicidad selectiva de las CUONP-Ac" y CUONP-Ac.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de las nanoesferas de 6xido do de cobre (@CuO)

La sintesis de nanoesferas de éxido de cobre (@CuO) se realizé por el método de rocio pirolitico propuesto
por Aguirre et al. (2020). Se utilizd un equipo que consta de tres componentes principales: sistema de

atomizacion, el horno reactor y la trampa en frio (Figura 8).

El sistema de atomizacion consta de 4 atomizadores ultrasénicos de 2.4 MHz, encargados de suministrar
la solucidon precursora al reactor en forma de microgotas. El horno reactor consta de 9 zonas de
calentamiento que proporcionan las condiciones de sintesis para las nanoesferas. La trampa en frio esta
formada por matraces, mangueras y hielo que permiten atrapar y condensar la muestra recién expulsada

del horno reactor.

Zonas independientes de calcinacion
. [t 23 fafsfel7[s]o]
Aire
|
[ 100 ] 100 || 125 | 200 | 200 | 8s0 | 850 | 680 | s00 |
Temperatura (°C)
Sistema de atomizacion Horno reactor Trampa en frio

Figura 8. Esquema general del equipo de rocio pirolitico usado para la sintesis de nanoesferas. Consta de un sistema
de atomizacién, un horno reactor y una trampa en frio. El horno reactor esta formado por 9 zonas de temperatura:
zona 1-3 (100, 100, 125°C) evaporacion de agua; zonas 4-6 (200, 200, 850°C) precipitacién y formacidn de estructura;
zonas 7-9 (850, 680, 500°C) calcinacion y formacién de fase final.

Para la sintesis de @CuO se prepard una solucidn precursora con 153.9 mg de Cu(NOs),-3 H,0 (Sigma
Aldich, 61194) y 23.9 mg de glicina (Sigma Aldich, G8898) en 600 mL de agua ultrapura (tipo |) en un vaso
de precipitado y se mantuvo en agitacién (800 rpm) durante 10 min. Después la solucidn se coloco en los
recipientes atomizadores y aseguro el correcto sellado. Se indujo el flujo de gas de arrastre a una velocidad

de 6 L/miny se realizo la atomizacidn de la solucion hasta alcanzar el volumen deseado.

Posteriormente, para recolectar la muestra, se realizaron lavados con agua desionizada sobre el horno

reactor y la trampa en frio. Después, la muestra se separé centrifugando a 4000 rpm durante 90 min, a
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temperatura ambiente en una centrifuga eppendorf modelo 5702. Finalmente, las nanoesferas fueron

recuperadas en el pellet y lavadas con etanol (Fermont, PQ06065). Por ultimo, la muestra se secd en un

horno a 70°C por 12 h.

2.1.1 Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)

El andlisis de DRX de las CUONP y @CuONE fue realizado en un difractémetro de rayos X BRUKER modelo
D2 PHASER, con radiacién Cu Ka (A = 1.5418 A). La medicién fue realizada en el intervalo 28 de 10° a 80°.

Se empled una velocidad de escaneo de 0.02° cada 0.2 s, a temperatura ambiente.

La composicidn quimica y la fase cristalina de las muestras se determind analizando el patrén de difraccion
de DRX mediante el programa X’Pert Highscore versidn 2.1y se asigné una carta de referencia del Centro

Internacional de Datos de Difraccidn (ICDD, por sus siglas en inglés) de acuerdo con su base de datos.

El tamafo de cristal promedio de las CUONP y @CuONE se determind a partir de los patrones de XRD
mediante la ecuacién de Scherrer (ecuacién 1). Donde, Dna es el tamafio de cristal promedio, K es la
constante de Scherrer relacionada con la forma y el indice (hkl) de los cristales, A es la longitud de onda
(1.5418 A) de los rayos X, B es el ancho total a la mitad del pico mas intenso y 6 es el angulo de difraccién
de Bragg. En ausencia de informacion detallada sobre la forma, K = 0.9 es una buena aproximacion. El
calculo se llevé a cabo empleando el programa HighScore Plus, tomando en cuenta el ancho del pico mas

intenso a la altura media (FWHM).

D= KA
hkd = BcosBO

2.1.2 Espectroscopia UV-Vis

El analisis de espectroscopia UV-Vis de las CUONP y @CuONE se llevd a cabo en un espectrofotdmetro
Perkin ElImer Lambda 25 UV/Vis. Las mediciones se realizaron en una celda de plastico tomando 10 pL de
NP, de una solucién de 24 mg/mL, y 950 pL de agua ultrapura (tipo 1). Las muestras fueron disueltas en
dimetilsulféxido (DMSO) Sigma Aldrich modelo D8418, se dispersaron por ultrasonido TOPTION modelo
TU-1000Y y se midio la absorbancia de 200 a 700 nm en el espectrofotdmetro Perkin ElImer Lambda 25
UV/Vis.
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2.2 Modificacion quimica de la superficie de las CUONP

La modificacidon quimica de la superficie de las NP es un proceso que tiene como objetivo mejorar y/o
agregar propiedades para aumentar el espectro de aplicacidn, mejorar la estabilidad de dispersion de las
NP en medios liquidos o posteriores modificaciones. El procedimiento de modificacion de superficie de las

CuONP consiste en dos etapas: i) la funcionalizacidn y ii) la bioconjugacién (Figura 9).

Nanoparticulas Funcionalizacion con APTMS Bioconjugacion con anticuerpos

Q]f) Anticuerpos anti Gram negativas

NT4

Anticuerpos anti Gram negativas

Figura 9. Esquema del proceso de funcionalizacidn y bioconjugacion de las CUONP. La funcionalizacién consiste en
incorporar grupos amina sobre la superficie de las NP. La bioconjugacién permite formar enlaces covalentes entre
los grupos amina y los anticuerpos.

2.2.1 Funcionalizacion de las CUuONP

En un primer paso de modificacion superficial e implica el uso de agentes reticuladores que agregan un
grupo funcional (R-SH, R-NH,, R-COOH, etc.), util para una posterior conjugacion con moléculas orgdnicas,
inorganicas o bioldgicas (Sanita et al., 2020). Por ejemplo, el compuesto aminosilano (3-aminopropil)
trimetoxisilano (APTMS) se utiliza como agente de acoplamiento silano para la funcionalizaciéon de una
variedad de NM (Zeng et al., 2013). Permite la modificacion de las NP agregando aminas primarias (R-NH)

sobre la superficie (Figura 10A).

Para llevar a cabo la funcionalizacion de las CUONP (Figura 10B), en un matraz se disolvieron 96 mg de
CuONP en 19.2 mL de tolueno (Fermont, 06605)) y se resuspendieron mediante ultrasonido Fisher
Scientific modelo FS20 durante 10 min. Después se agregaron 240 pL de APTMS (Sigma Aldich, 281778) y
144 plL de trietilamina (Sigma Aldich, T0886). La solucion se llevd a un volumen de 48 mL con tolueno. El
oxigeno fue extraido burbujeando atmosfera de nitrégeno durante 2 min y la mezcla se dejé en agitacion

a 600 rpm durante 3 h a 18°C. Posteriormente, se centrifugd en una centrifuga Thermo Scientific modelo
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Heraeus Multifuge X1R por 10 min a 4500 rpm. Finalmente, se recuperé el pellet, se lavd con etanol tres

veces y dejo secando a temperatura ambiente durante 24 h. Las CuONP funcionalizadas se denominaron

CUuONP-NH,.
A) HM
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Figura 10. Metodologia de funcionalizacion de las CuONP. A) Estructura quimica del agente (3-aminopropil)
trietoxisilano (APTMS) y esquema de reaccién de CUONP modificadas con grupos amino sobre la superficie (CUONP-
NH2). B) Secuencia de pasos de la funcionalizacién de las CUONP.

2.2.2 Bioconjugacion de las CuUONP-NH;

La bioconjugacidn es un proceso que implica la unién covalente entre un material y una biomolécula
(Fernandes et al., 2018). Se emplea para mejorar y/o otorgar nuevas propiedades a los NM, por ejemplo:
aumentar la estabilidad, funcionalidad y biocompatibilidad (Jiao et al., 2018). Un método bien establecido
es la conjugacién EDC/NHS que permite conjugar una amina primaria (R-NH3) con un grupo carboxilico (R-
COOH) para finalmente dar como resultado la formacién de un enlace amida (CONH,) (Dadgostar, 2019).
En el presente trabajo, el mecanismo de reaccién implica que la carbodiimida N-(3-dimetilaminopropil)-N-

etilcarbodiimida hidroclorado (EDC) acopla N-hidroxisuccinimida (NHS) a grupos carboxilos presentes en
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las cadenas de aminodcidos de los anticuerpos, formando un éster de NHS que permite la conjugacién con

grupos aminas primarias presentes en la superficie de las CUONP-NH, a pH fisiolégico (7.0y 7.4).

Para llevar a cabo la bioconjugacion entre las CUONP-NH; y los anticuerpos, se colocaron 24 mg de CuONP-
NH; en un tubo de microcentrifuga y se resuspendieron en 1 mL de solucion de fosfatos 50 mM de fosfato
monofasico (Fermont, 35862) y fosfato dipotdsico (Fermont, 35842) a pH de 6.8. La solucién se
homogeneizé mediante sonicacion durante 5 min. Posteriormente, se agregé la solucién de anticuerpos
anti Gram positivos (Santa Cruz Biotechnology, BDI380: sc-57752) y anti Gram negativos (Novus
Biologicals, NBP2-53146) y se mantuvo en agitacion durante 3 min. En seguida, se agregaron los
activadores de carboxilos EDC/NHS en una concentracion final de 10 mM y 20 mM, respectivamente. La
solucién se mantuvo en agitacion durante 2 h a temperatura ambiente. Después, la solucion se centrifugd
a 6000 rpm durante 5 min. Finalmente, se recuperé el pellet, se lavd con solucidn de fosfatos y se guarddé
a una temperatura de 4 °C. Las CuONH, bioconjugadas con anticuerpos anti Gram positiva o anti Gram

negativa, se denominaron CuONP-Ac*, CuONP-Ac, respectivamente.

2.2.3 Caracterizacion por dispersion dinamica de luz (DLS) y potencial zeta

El analisis del didametro hidrodindmico y potencial zeta de CuUONP, CuUONP-Ac*, CUONP-Ac' y @CuONE se
llevd a cabo en un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). Para las CUONP-Ac* y CuONP-Ac las

mediciones se realizaron justo después de la bioconjugacion.

2.4 Evaluacion del efecto antibacteriano

El efecto antibacteriano de las CUONP, CuONP-Ac*, CUONP-Ac y @CuONE se evalud frente a las bacterias
E. coli y B. subtilis. Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracién minima

bactericida (CMB) y concentracién media inhibitoria (ICsp).

La CMI se define como la concentracién mas baja de antibidtico o farmaco que es capaz de inhibir por
completo el crecimiento visible bacteriano bajo condiciones in vitro controladas, mientras que, la CMB es

la concentracién mas baja de agente antibacteriano que es capaz de eliminar hasta el 99.9% de las
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bacterias y la ICso se define como la concentracidn de farmaco requerida para inhibir el crecimiento

bacteriano del 50% de la poblacién respecto al crecimiento de un control.

2.4.1 Determinacion de la CMI

La determinacién de la CMI de CuONP, CuONP-Ac*, CUONP-Ac’ y @CuONE frente a E. coli y B. subtilis,

puede ser dividida en tres pasos principales: i) indculo inicial, ii) tratamiento y iii) evaluacidn.

El inoculo inicial bacteriano se realizdo tomando 5 colonias de bacterias (E. coli o B. subtilis) de una placa
de agar y se disolvieron en 10 mL de medio Luria Bertani (LB) para ser incubadas en una incubadora New
Brunswick Scientific Series 25 durante 24 h a 37 °C. Después, el inéculo se ajusté a un estandar de
McFarland de 0.5 o 1x10% unidad formadora de colonias por mililitro (UFC/mL) y se realizaron diluciones

seriadas hasta obtener una densidad bacteriana de 1x10* UFC/mL (solucidn de trabajo).

El experimento se realizé en una placa de microtitulacién de 96 pocillos de fondo plano estéril (Celltreat,
229196). Para el tratamiento se utilizd un volumen de trabajo de 200 pL por pocillo de los cuales 100 pL
correspondian a la solucion de trabajo y los otros 100 L a los tratamientos con diferentes concentraciones
de NP (50-7000 pg/mL). Los tratamientos se realizaron a partir de una solucién stock con una
concentracion de 24 mg/mL, para lo cual se pesaron 12 mg de NP y se suspendieron en 500 uL de agua
ultrapura (tipo I). Después, la solucidn se homogenizé por ultrasonido y resuspendieron por vértex durante
5 s antes de realizar cada tratamiento. Los blancos se realizaron de manera similar, sustituyendo los 100

pL de la solucidn de trabajo por medio LB. Finalmente, la placa fue incubada durante 24 horas a 37°C.

La evaluacion de los tratamientos y los blancos se realizé midiendo la absorbancia a 600 nm. Para lo cual,
a partir de la placa de microtitulacidon se tomaron 80 pL de la superficie por cada pocillo y se traspasaron
a una nueva placa, sobre la cual se realizé la medicién de densidad éptica (DO). El traspase de volumen es
necesario debido a que NM como las CUONP y @CuONE sedimentan y en altas concentraciones tienen a

bloquear el paso de la luz provocando resultados erréneos al medir la DO.
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2.4.2 Determinacion de la CMB

Para determinar la CMB, en una placa de microtitulaciéon con 190 uL de medio Luria-Bertani (LB), se inoculd
un volumen de 10 pL de los tratamientos con concentraciones iguales o superiores a la CMI.
Posteriormente, la placa fue incubada durante 24 h a 37°C en incubadora. Finalmente, el valor de la CMB

se establecié observando el drea clara de los pocillos que no muestran crecimiento bacteriano.

2.4.3 Determinacion del porcentaje de inhibicidon

El porcentaje de inhibicidn bacteriano (ecuacién 2) se calculd teniendo en cuenta el 100% (control positivo)
de viabilidad a bacterias no expuestas a NP. A cada tratamiento se le resté la contribucién del respectivo
blanco. El medio LB se establecié como control negativo. Las mediciones se realizaron a 25° C a una

longitud de 600 nm en un espectrofotometro Thermo Fisher Multiskan GO.

DOggp nm de tratamiento — DOgggpnm blanco
Inhibicién (%) = 100 2
nhibicién (%) DOgoonm de control positivo X @)

2.4.4 Determinacion de la ICsp

La ICsose calculé mediante regresion lineal y métodos no lineales utilizando los programas Microsoft Excel

2016 y GraphPad Prism 8.

2.4.5 Analisis por citometria de flujo

La actividad antibacteriana selectiva de las CUONP-Ac" y CUONP-Ac se determiné mediante citometria de
flujo. Para lo cual, se expuso las concentraciones ICso de las CuONP bioconjugadas frente a cultivos

individuales y mixtos de bacterias E. coliy B. subtilis.

El analisis Gram se realiz6 mediante el ensayo LIVE BacLight TM Bacterial Gram Stain Kit (Invitrogen,
L7005). El procedimiento general es similar al empleado para determinar la CMI por lo que puede dividirse

en tres pasos principales: i) inéculo inicial, ii) tratamiento y ii) evaluacion.
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Primeramente, se prepararon indculos de E. coli y B. subtilis por separado y se diluyeron hasta obtener
una densidad bacteriana de 1x10* UFC/mL. Posteriormente, en una placa de microtitulacion se prepard el
cultivo mixto con ambas bacterias. También, se contempld cultivos individuales y sin tratamiento.
Enseguida, se realizaron los tratamientos de las CUONP-Ac* y CUONP-Ac con los valores de la ICso. Después,

la placa fue incubada en incubadora durante 8 h a 37°C.

Para la evaluacion por citometria, se ajusté la DO de los cultivos individuales sin tratamiento de E. coliy B.
subtilis. Después, se tomaron las soluciones de 2 pocillos por cada muestra a analizar y se vertieron en
tubos eppendorf. Los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min en una centrifuga Thermo Scientific
MicroCL 17R a 18°C. Se retird el sobrenadante y el pellet se suspendié en 1 mL de tampdn fosfato salino

(PBS, por sus siglas en inglés), esto mismo se repitio por triplicado.

El PBS se prepard disolviendo 8 g de cloruro de sodio (Fermont, 24902), 0.2 g de cloruro de potasio
(Fermont, 24842), 1.44 g fosfato de sodio dibasico (Sigma Aldich, S3264) y 0.24 g de fosfato de potasio
monobasico (Fermont, 35862) en 1 L de agua ultrapura (tipo 1). Posteriormente, se tomé el volumen de 1
mL de cada tubo eppendorf y se repartieron 250 puL en 4 tubos, mismos que se aforaron a 450 pL.
Finalmente, se empled el kit de tincion Gram (Invitrogen, L7005). Se introdujo 1.5 uL de los colorantes

SYTO 9 y yoduro de hexidio. La placa se incubo a 37°C en oscuridad durante 15 min.

2.5 Analisis estadistico

Cada prueba en la presente investigacion se realizé al menos por triplicado. Las medias y las desviaciones
estandar (error) se calcularon utilizando el programa Microsoft Excel 2016. El andlisis ANOVA de dos vias
con la posterior prueba Tukey de multiples comparaciones y el andlisis de varianza de dos vias con la

posterior prueba de Dunnett se realizo utilizando el programa GraphPad Prism 8.
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3.1 Caracterizacion fisicoquimica

A continuacidn, se presentan y describen los resultados obtenidos de la caracterizacién fisicoquimica de

las CUONP, las @CuONE, las CUONP-AcGram* y las CUONP-AcGram por parte de las técnicas DRX, UV-Vis,

DLS y potencial zeta (Figura 11).
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Figura 11. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoestructuras de CuO y @CuO. (A) Caracterizaciéon por DRX, las
CUuONP y las @CuONE estan representadas por los difractogramas de color negro y rojo, respectivamente. En la parte
inferior se presenta el patron de difraccion de referencia mediante lineas verticales azules y se indican los planos
asociados a cada pico. También, en la parte superior se anexan los parametros de red de la referencia. (B)
Caracterizacion por UV-Vis, las CUONP (negro) y las @CuONE (Rojo). DMSO fue utilizado como disolvente. (C)
Caracterizacion por DLS, las CuONP (negro), las @CuONE (rojo), las CUONP-AcGram* (azul) y las CuUONP-AcGram”
(durazno). (D) Valores del potencial zeta, las CUONP, las @CuONE, las CUONP-AcGram™*y las CUONP-AcGram'.
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3.1.1 Caracterizaciéon por DRX

DRX es una técnica analitica utilizada para la caracterizacidon de materiales cristalinos que proporciona
informacidn sobre las estructuras, fases y orientaciones cristalinas preferentes (Bunaciu et al., 2015). La
técnica consiste en incidir rayos X a través de una muestra, los rayos X son difractados por las diversas
capas atdmicas periddicas de la molécula (Epp, 2016). Dependiendo de la orientacion de la red cristalina
(posicion, arreglo y tamafio de los atomos) los rayos X difractados pueden sufrir interferencias
constructivas o destructivas. Las interferencias constructivas dan lugar a un patron de difraccion
caracteristico, que es especifico del material cristalino (Tamiri and Zitrin, 2013). Este efecto fisico
(interferencias constructivas) es descrito matematicamente por la ley de Bragg (ecuacion 3). Donde © es
el angulo de incidencia de los rayos X, d es la distancia entre los planos, y A es la longitud de los rayos X

difractados (Pednekar et al., 2017).

nA = 2dsin6 (3)

En un grafico de patrdn de difraccién la presencia de picos se debe a la interferencia constructiva de rayos
X dispersados en angulos especificos de cada conjunto de planos de la red cristalina en una muestra. Por
lo tanto, un patrén de DRX es la identificacion de los arreglos atémicos peridédicos en un material. Los
resultados de DRX del analisis de CUONP y @CuONE se muestran en la Figura 11A. Los patrones de
difraccidon de ambas muestras se analizaron por medio del programa X’Pert Highscore y se determiné una
carta cristalografica de referencia (tarjeta ICDD: 00-045-0937), correspondiente al CuO con fase cristalina
monoclinica. Las sefales de mayor intensidad de DRX para CuONP se localizan a 32.52°, 35.46°, 38.68°,
48.55°, 53.24°, 58.19°, 61.47°, 65.68°, 67.64° y 74.78°, mientras que para las @ CuONE en 32.21°, 35.24°,
38.43°,48.44°,53.04°, 57.85°, 61.16°, 65.65°, 67.62° y 74.74°.

Con base en la referencia se puede establecer que dichos picos de intensidad corresponden a los planos
cristalinos (h k 1): (-110), (002), (111), (-202), (020), (202), (-113), (022), (113) y (004). El espectro de DRX
de @CuONE no presenta picos en 29.3°, 42.5°, 73.4° y 77.5° que corresponden a las NP de Cu,0. Por lo
tanto, nuestros resultados demuestran que se llevé a cabo exitosamente la sintesis de @CuONE. Sin
embargo, el patrén de DRX de CuONP muestra una banda ancha entre 22° a 47°. Este tipo de
ensanchamientos es caracteristico de muestras con una pequefia cantidad de fase amorfa residual

atribuido al proceso de sintesis (Dorner et al., 2019; Veldsquez et al., 2004). Finalmente, el tamafio del
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cristal se calculd a partir del plano (002) de los espectros XRD. Las CuONP y las @CuONE muestran un

tamanfio de 13.7 y 12.8 nm respectivamente.

Con base en los resultados se concluye que las @CuONE se sintetizaron correctamente, dado que el patrén

de DRX es correspondiente al CuO.

3.1.2 Caracterizacion por UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis se basa en el proceso de absorcion de radiacion electromagnética por parte de
una muestra (d&tomos o moléculas). Al absorber radiacién con longitud de onda entre 200 a 780 nm se
producen transiciones electréonicas de un estado fundamental a uno excitado (Torres-Rivero et al., 2021).
En semiconductores (como CuQ), estos estados se denominan banda de valencia y banda de conduccién
respectivamente. Las NP tienen propiedades O&pticas sensibles al tamafio, la forma, estado de
aglomeracién e indice de refraccién lo que permite que UV-Vis se pueda utilizar para identificar,
caracterizar y estudiar NM (Zook et al., 2011). El principio fisico de esta técnica se describe por medio de
la ley de Lambert-Beer (ecuacidn 4). Donde se calcula la luz con longitud de onda especifica absorbida por

la muestra, comparando la radiacidn incidente (lo) y la radiacion transmitida (l) (Bhanvase and Barai, 2021).

Io

A =logqq (T) (4)

En la Figura 11B se muestran los espectros de absorcién UV-Vis de las nanoestructuras de CuO. Las CuUONP
y las @CuONE presentan bandas de absorcion méximas en 276 y 285 nm, respectivamente. El rango de
longitudes de onda de absorbancia para las CUONP varia de 250 a 395 nm (Kiflom Gebremedhn et al.,
2019). Estas variaciones estan asociadas a la diferencia de tamafo de particula y la naturaleza de los
solventes empleados. Por ejemplo, Horti et al. (2020) estudiaron el efecto de diferentes solventes (etanol,
propanol, butanol, pentanol y hexanol) en las CUONP. Determinaron que los bordes de absorcidn, la
absorcién maxima, el desplazamiento y ensanchamiento de la banda absorcidn sufrian cambios debido a
la interaccidn soluto-disolvente (Figura 12A) (Horti et al., 2020). También, Dagher et al. (2014) reportaron

que los espectros UV-Vis de las CUONP sufrian un corrimiento al azul (Figura 12B) al disminuir el tamafio.
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Las CuONP sintetizadas mostraron un tamafio promedio de 10.1, 5.0 y 1.2 nm presentaron picos de
absorcién a aproximadamente 290, 270 y 255 nm para las tres muestras, respectivamente (Dagher et al.,
2014). De acuerdo con la literatura, para las CUONP la presencia de bandas en longitudes de onda de 276
y 285 nm puede ser atribuida a la transferencia de carga de ligando a metal (0*-Cu?*), mientras que la
presencia de bandas a longitudes mds altas esta relacionada con la transferencia de carga debido a la

transicion de orbitales d-d para las especies Cu?* (Nayak et al., 2020; Pestryakov et al., 2004).

Por lo tanto, las bandas de absorcién de las nanoestructuras (CUONP y @CuONE) corresponden al CuO.
Ambas nanoestructuras tienen bandas absorcién maximas muy cercanas entre ellas lo que indica que
poseen un tamano de particula similar. Por otro lado, el ensanchamiento de la banda de absorcién de

@CUONE en comparacién a las CUONP se atribuye a las diferencias en la morfologia.
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Figura 12. Caracterizacion por UV-Vis de las CUONP. (A) Efecto de diferentes solventes (A-E). (B) Efecto del tamafio
de particula sobre los espectros de absorcién de las CuUONP. Modificado de Horti, 2020 y Dagher, 2014.

3.1.3 Caracterizacion por TEM

TEM es una técnica empleada para adquirir informacion de la morfologia, composicidn y enlace quimico
de la muestra (Saka, 2003). El principio de la técnica se basa en incidir un haz de electrones sobre un
material, a medida que los electrones penetran la muestra, se provoca la emisidon de electrones con
diferente nivel de energia. Los electrones emitidos contienen informacidn sobre la topografia, estructura

cristalina, entre otras propiedades (Zhao and Liu, 2022).

En la Figura 13 se muestran las micrografias obtenidas por TEM. Las CUONP muestran un tamafio entre 60

a 120 nm (Figura 13A), lo cual es similar con lo reportado por el fabricante. Las NP muestran una
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morfologia irregular y una distribucidn heterogénea con formacién de aglomerados de gran tamafio

(Figura 13B). Ademds, el tamafio promedio de la distribucién de tamafios de las CUONP fue de 123 +68 nm

(Figura 13C).

Por otro lado, se confirma la presencia de @CuONE (Figura 13D) con morfologia esférica hueca. Las
@CuONE tienen una distribucion de tamafo heterogéneo y tienden a formar aglomerados (Figura 13E) al
igual que las CUONP. El tamafio promedio de la distribucidn de tamafios de las nanoesferas fue de 133 +54
nm. Tanto las CUONP como @CuONE tienen tamafos de particula variados, aunque cuentan con un

tamafio promedio similar y forman aglomerados debido a que no estan tratadas con agentes

estabilizadores.

18| ¢ N =170
1 X=123+68

Frecuencia (%)

Frecuencia (%)
=N

o N A OO @

100 nm

Figura 13. Caracterizacion por TEM de las CUONP y @ CuONE. Micrografias de las CUONP A) aisladas, B) aglomerados
y C) distribucidn de tamafios; @CuONE D) aisladas, E) aglomerados y F) distribucidén de tamarios.

Las CuUONP-Ac*y CUONP-Ac se observan en la Figura 13. Ambos tipos de muestras sufrieron un cambio en
su morfologia en comparacidn a las CUONP, atribuidos a los procesos de funcionalizacidn y bioconjugacién.
Las CUONP-Ac*tendieron a formar aglomerados con forma irregular (Figura 14A), mientras que las CUONP-

Ac se observan agregados con morfologia alargada (Figura 14B). En ambas muestras se observan
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pequefias protuberancias esféricas de alrededor de 10 nm de didmetro, tamafio aproximado de los

anticuerpos monoclonales.

Por lo que este resultado proporciona evidencia de la correcta bioconjugacién entre las NP y los

anticuerpos en solucion.

Figura 14. Caracterizacion por TEM de las CUONP-Ac* y CUONP-Ac. Micrografias de las A) CUONP-Ac*y B) CuUONP-
Ac*. Las flechas en rojo indican particulas esféricas atribuidas a los anticuerpos.

3.1.4 Caracterizacion por DLS

DLS es una técnica empleada para determinar el tamafio de las NP. La técnica consiste incidir un haz de
luz sobre una solucidn que contiene particulas que se mueven aleatoriamente en un movimiento
Browniano (Stetefeld et al., 2016). Este movimiento estocastico conduce a fluctuaciones de las distancias
entre las particulas y, por lo tanto, a interferencias constructivas y destructivas de la luz dispersada.
Mientras tanto, la cantidad de particulas dentro del volumen de dispersidn puede variar con el tiempo.
Ambos factores producen una intensidad dispersa fluctuante (Yang and Wang, 2018). El movimiento
browniano de particulas individuales se convierte en tamafo de particula, que se calcula ecuacién de
Stokes-Einstein (ecuacion 5), donde D es el coeficiente de difusion, k es la constante de Boltzmann, T es la
temperatura, n es la viscosidad del solvente y Rh es el radio hidrodindmico de la solucién de particulas

(Raval et al., 2019).

kT

D= 5
6mnRh )
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En este trabajo se utilizd DLS para determinar la distribucién de tamafio obtenida mediante la medicién
del didmetro hidrodinamico. Para las CUONP y las @CuONE se indica un tamafio promedio de 242 96 y
197 +85 nm con indices de polidispersidad de 0.29 y 0.24, respectivamente. Los tamafios de particula son
mayores a los obtenidos mediante TEM, debido a la tendencia de las NP a aglomerarse cuando se
encuentran en solucidn. Para ambas nanoestructuras se tienen una distribucién de tamafio va desde los
100 nm a los 5000 nm teniendo una poblacidn minima cerca de los 4800 nm. El rango y diferencia de
tamanfios se debe a la aglomeracidén, ya que las nanoestructuras no fueron estabilizadas previamente,
aunque el proceso de sonicacion como un método de dispersidn puede ayudar, no garantiza una

homogenizacién sostenida de las NP.

Las nanoestructuras tienen a precipitar provocando que parte de la muestra sea inaccesible para el laser
del equipo y como consecuencia se produzca una medicion menos precisa. Estas observaciones son
congruentes con DoOrner et al., (2019). Por otro lado, las mediciones para CuUONP-AcGram* indican un
aumento de tamano a 350 £117 nm y las CUONP-AcGram” presentaron dos tamafios de 240 +42.34 nmy
707 £242.9 nm, para amabas estructuras no se presentaron aglomerados de particulas por arriba de estos
tamafios. Las CuONP y las @CuONE tienen tamafios similares y como se podia esperar de la

bioconjugacién, aumento el tamafo debido los procesos de modificacién de superficie empleados.

Con base en los resultados se concluye las CUONP en solucién tienen a formar aglomerados, aumentado
con ello el didmetro de la particula. Ademas, las CUONP bioconjugadas aumentaron en gran medida su

tamanio lo que demuestra que el proceso de incorporacidén de anticuerpos sobre la superficie fue exitoso.

3.1.5 Caracterizacion por potencial zeta

Potencial zeta se emplea para determinar la magnitud de la repulsidn electrostatica entre particulas. Esta
técnica consiste en aplicar voltaje entre dos electrodos, las particulas se moverdn hacia el electrodo con
la carga opuesta, a una velocidad proporcional a su valor de potencial zeta. El movimiento de las NP se
mide mediante velocimetria laser doppler (LDV). Se utiliza la ecuacién de Henry (ecuacién 6), donde U e
es la movilidad electroforética, € es la constante dieléctrica, n es la viscosidad absoluta de cizallamiento
cero del medio, f(ka) es la funcién de Henry y ka es una medida de la relacién entre el radio de la particula

y el Debye largo (Clogston and Patri, 2011).
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El Potencial zeta se determiné para CuONP, las @CuONE, las CUONP-NH,, las CUONP-AcGram*y las CUONP-
AcGram con el fin de determinar la estabilidad y los cambios superficiales de las nanoestructuras de CuO
(Figura 11D). Las CuONP y las @CuONE presentan un valor de -12.4 +4.0 mV y -18 +3.5, el valor negativo
se debe a la estructura cristalina del CuO. En una estructura cristalina monoclinica, el arreglo molecular
deja expuestos los oxigenos hacia el exterior. En una solucién acuosa con pH neutro, los oxigenos del CuO
reaccionan con moléculas de agua, formando grupos hidroxilo (carga negativa) en la superficie de la NP

(Anandhavalli et al., 2015; Gupta et al., 2018).

Las CUONP-NH; presentan un valor 21.2 +4.5 mV, aumentado el valor absoluto del potencial y la repulsiéon
electrostatica entre las particulas. El cambio de potencial esta asociado con los grupos amina (-NH;) en la
superficie de las NP, que al estar en una solucidn acuosa son protonadas al formar enlaces con el hidrégeno
del agua. Lo que resulta que el nitrégeno adquiera cuatro sustituyentes dejando una carga positiva
superficial (Chandra et al., 2010). Mientras que para las CUONP bioconjugadas, las CUONP-AcGram+ y
CuONP-AcGram-, presentan valores-17.3 +4.7 mVy -19.1 +5.1 mV, respectivamente. Los valores negativos

de potencial zeta estdn asociados a la carga negativa de los anticuerpos.

El valor absoluto del potencial zeta esta directamente relacionado con la estabilidad coloidal, en general
se acepta que soluciones con valores de + 10 - 20 mV son relativamente estables (Bhattacharjee, 2016).
Aunque potencial zeta nos permitié identificar la estabilidad de las nanoestructuras de CuO y los cambios
superficiales debidos a la funcionalizacién y bioconjugacidn. Esta técnica no permite establecer claramente
la presencia de anticuerpos en la superficie de las CUONP-NH,. Por lo que, se sugiere caracterizar por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para determinar la presencia de grupos

funcionales caracteristicos (-NH,y COOH) presentes en los anticuerpos.

Con base en los resultados se concluye que los procesos de funcionalizacidn y bioconjugacién fueron
exitosos. Debido a que las NP en solucidén presentan poca estabilidad, estas tienen aumentar su tamano

como muestran las mediciones por DLS.
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3.2 Evaluacion del efecto antibacteriano de las CUONP y CuONP-AcGram® y
CuONP-AcGram®

Con el fin de determinar si la bioconjugacion de CuONP con anticuerpos favorece la actividad
antibacteriana. En el presente trabajo se determiné la CMI, CMB y la ICso para las CuUONP, CUONP-AcGram*
y CuONP-AcGram™ frente a bacterias Gram positivas (B. subtilis) y Gram negativas (E. coli). De forma

independiente también se evaluaron los pardmetros antibacteriales para las @CuONE.

En la Figura 15, se muestra la absorbancia relativa de las bacterias E. coliy B. subtilis expuestas durante 24
h a diferentes concentraciones de CuONP. Se observd un decaimiento de la actividad antibacteriana
conforme aumenta la concentracion de las NP en ambas cepas bacterianas. La CMI para E. coli fue 1250
ug/mLy para B. subtilis de 2300 pg/mL. Por otro lado, la CMB para E. coli fue de 3500 pg/mL, mientras
que para B. subtilis mayor a 7000 pug/mL. La diferente respuesta antibacterial entre ambos tipos de

bacterias se atribuye a la naturaleza de la EC bacteriana.

Las bacterias Gram positivas son mas resistentes a los efectos de las CUONP probablemente debido a que
estan protegidas por una pared celular gruesa, concretamente para B. subtilis es de ~30 nm (Morales
Angeles and Scheffers, 2021). Mientras que las bacterias E. coli estdn protegidas por una membrana

externa y una pared celular de ~4 nm (Huang et al., 2008).
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Figura 15. Evaluacion de la actividad antibacteriana de las CUONP. Cultivos de (A) E. coliy (B) B. subtilis se expusieron
a CuONP durante 24 h. n=3, **p<0.01.

En general, las bacterias Gram negativas tienden a ser mas susceptible a las CUONP. Este comportamiento

es reportado por diversos autores (Kumar et al., 2019; Potbhare et al., 2019; Sonia et al., 2014), quienes
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atribuyen este efecto a la afinidad entre la EC bacteriana y los iones Cu?* liberados por las NP. Se ha
demostrado que las CUONP pueden acumularse en la membrana y la pared celular bacteriana para

posteriormente liberar iones y generan ROS (Ananth et al., 2015).

Las bacterias Gram negativas tienen una ME constituida por lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas que
le confieren la carga negativa por lo que en presencia de iones cargados positivamente se produce una
atraccién electrostatica. Al acumularse Cu®* en altas concentraciones se permea la membrana permitiendo
la entrada de iones (Ishida, 2017). Por otro lado, las bacterias Gram positivas estan protegidas por una
capa de PG cargado negativamente por lo que en contacto con CUONP se produce un efecto similar,

aungque menos dafiino.

Por otra parte, se ha reportado que los iones Cu®* liberados por las NP inducen la formacién de ROS,
especialmente hidroxilo y superéxido capaces de generar estrés oxidativo. El mecanismo parte de la
dilucién de los iones Cu?* en medio acuoso para posteriormente reaccionar con oxigeno molecular y
producir especies hidroxilo y superéxido, altamente reactivas. Se sabe que las ROS inducen la peroxidacién
de lipidos, degradacion del ADN y dafio a la ME (Bondarenko et al., 2012; Chen et al., 2019; Sarfraz et al.,
2020).

Posteriormente se evaluaron diversas concentraciones de las CUONP-AcGram* y CUONP-AcGram frente a
bacterias B. subtilis y E. coli. La Figura 16A muestra el analisis comparativo de las MIC para CuONP vy
CuONP-AcGram frente a bacterias E. coli. Es notable el mayor efecto antibacteriano de las CUONP-AcGram”
con MIC (750 pg/mL) y se constata estadisticamente para las concentraciones entre 100 a 750 pg/mL. Se
evalud el efecto biocida de las CUONP-AcGram* frente a E. coli (Figura 16B) y se determind la nula
disminucién de la MIC frente a CuONP. Por lo tanto, se corrobora que las CuONP-AcGram" tienen
especificidad por las bacterias Gram negativas y a su vez las CuONP-AcGram®* no tienen un efecto

antibacteriano notable.

Por otro lado, se realizé el analisis comparativo de las CUONP y las CUONP-Ac* frente a B. subtilis. En la
Figura 16C se observa el tratamiento de B. subtilis frente a las CUONP y CuONP-Ac*. La respuesta indica
que las CUONP-Ac* contra bacterias Gram positivas aumentan su actividad antibacteriana en comparacion
con las CuONP, disminuyendo la MIC de 2300 a 1400 ug/mL. Sin embargd, al evaluar el efecto CUONP-Ac*

no se observa un efecto antibacteriano estadistico significativo (Figura 16D).
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Al evaluar B. subtilis frente CUONP-Ac™ no se observaron cambios en la disminuciéon de la DO. por lo que se

observa claramente que no tuvo un efecto.
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Figura 16. Evaluacién de la viabilidad bacteriana de las CUONP bioconjugadas. (Ay B) E. coliy (Cy D) B. subtilis se
expusieron frente a las CUONP-AcGram™y las CUONP-AcGram™* durante 24 h. n=3, **p<0.01.

En la literatura ya se ha reportado que el uso de anticuerpos mejora la actividad antibacteriana de NP,

antibidticos o compuestos organicos (Al-Shargi et al., 2020; Ivanova et al., 2020; Le et al., 2021). El

recubrimiento de las CUONP con anticuerpos especificos permite a las NP formar enlaces covalentes con

la superficie de la bacteriana. Al establecer esta unién, se disminuye la distancia NP-bacteria, lo que

permite potenciar el efecto antibacteriana. Cabe destacar que existen factores, como el area superficial

activa de la NP, la cantidad de anticuerpos bioconjugados y el porcentaje de anticuerpos activos que

pueden influir sobre el efecto bactericida.

Por otro lado, en la Tabla 2 se muestran las concentraciones ICso para las diferentes nanoestructuras de

CuO. La ICsode las CUONP para E. coli es de 705 ug/mL, mientras que para B. subtilis es de 912 pg/mL. De

igual manera se observd un comportamiento similar a la obtencién de las MIC.
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Con base en estos resultados se concluye que las bacterias E. coli tienen mayor susceptibilidad a los efectos
de las CuONP y las CuONP bioconjugadas. Las CUONP-Ac* y las CuONP-Ac aumentaron su actividad

antibacteriana contra bacterias B. subtilis y E. coli, en comparacion a las CUONP.

Tabla 2. Concentraciones CMI, CMB y ICso. La CMI de las @ CUONE se muestra en la seccion de anexos.

Material Bacteria CMI (pg/mL) CMVB ICso (ug/mL) R? Método de
(ug/mlL) analisis
CuONP E. coli 1250 3500 705 0.98
B. subtilis 2300 ND 912 0.95
CuONP- E. coli 2300 ND 370 0.82
AcGram*
B. subtilis 1400 ND 656 0.85 ..
Regresion
CuONP- E. Coli 750 ND 412 0.91 Lineal
AcGram®
B. Subtilis 1250 ND 1047 0.85
@CuONE E. coli 800 1250 315 0.94
B. subtilis ~ 800 ND 333 0.90

3.3 Evaluacidn de la actividad antibacteriana selectiva por citometria de flujo

Esta técnica consiste en medir multiples caracteristicas fisicas de una sola célula, como el tamafio y la
complejidad, simultdaneamente mientras la célula fluye en suspensién a través de un dispositivo de

medicion (Adan et al., 2017).

Su funcionamiento depende de las caracteristicas de dispersion de la luz de las células bajo investigacion,
que pueden derivarse de colorantes o anticuerpos monoclonales dirigidos a moléculas extracelulares
ubicadas en la superficie o moléculas intracelulares dentro de la célula. Nos permite clasificar las células

en poblaciones uniformes (Fernandez-Castané et al., 2017; Fréhling and Schliter, 2015).

La Figura 17 muestra el andlisis de actividad antibacteriana selectiva de las CUONP-Ac y CUONP-Ac* frente
a cultivos mixtos de E. coliy B. subtilis. Al evaluar los cultivos mixtos con la ICsode las CUONP-Ac se aprecia
una diminucién en la viabilidad bacteriana del 35% de E. coli frente al control, mientras que de solo 16%

para B. subtilis. Por otro lado, al evaluar las ICso de las CUONP-Ac* en un cultivo mixto, se observa una
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disminucién de la viabilidad bacteriana del 32% y 69% para B. subtilis y E. coli respectivamente. Por lo

tanto, la biofuncionalizacién fue un método éptimo para mejorar las propiedades antimicrobianas de las

CuONP.
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Figura 17. Andlisis por citometria de flujo de la actividad antibacteriana selectiva. Las CUONP-Ac" y las CUONP-Ac* se
evaluaron frente a cultivos mixtos de E. coli y B. subtilis, durante 8 horas. n=3, **p<0.01. Se emplearon
concentraciones IC50, de CUONP-Ac frente a E. coli 412 pug/mL y de CUONP-Ac* frente a B. subtilis 656 pg/mL.

Al determinarse un aumento en la actividad antibacteriana de las CUONP bionconjugadas, se puede
establecer que el CUONP al reaccionar con los anticuerpos se genera una interaccion selectiva y directa
con la bacteria a la cual es afin el anticuerpo, cuando se forma el complejo célula-anticuerpo, la distancia
entre ambos sistemas es estrecha, lo que permite que la nanoparticula tenga un efecto directo sobre la
bacteria. Principalmente a través de la liberacidn de iones Cu?* sobre la superficie de la envoltura celular

bacteriana.

Los Cu® sobre la superficie de la bacteria, pueden interaccionar con componentes celulares, generar ROS
y/o entrar dentro para continuar la interaccién y afectar organelos internos. Por ejemplo, por afinidad
puesto a que Cu®* se consideran un &cido/base intermedio y tiene alta afinidad por aminas primas y grupos
tiol presentes en las cadenas de aminodacidos de las proteinas y enzimas. Por estos motivos es que las

nanoparticulas con anticuerpos son selectivas y su capacidad antimicrobiana aumenta.
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Capitulo 4. Conclusiones

En este trabajo se obtuvieron @CuONE con forma esférica hueca y con propiedades fisicoquimicas
(diametro externo, cristalinidad, banda de absorcién UV-Vis y valor de potencial zeta) comparables a las

CuONP comerciales.

La viabilidad de las bacterias E. coli y B. subtilis, expuestas a las nanoestructuras de CuO, disminuye
conforme aumenta la concentracion de las NP. De acuerdo con los parametros antibacterianos (CMI y 1Cso)
las @CuONE tiene un efecto antibacteriano mayor a menores concentraciones que las CUONP, debido a
su mayor area superficial expuesta, lo que en solucion da lugar a una mayor capacidad de liberar iones

Cu2+

Las bacterias Gram negativas fueron mas susceptibles que las bacterias Gram positivas a los efectos de las
CuONP, por las diferencias estructurales de la EC bacteriana. Las bacterias Gram positivas estan
fuertemente protegidas por una pared celular gruesa, mientras que para las bacterias Gram negativas la

pared es mucho mas delgada.

Las CuONP fueron bioconjugados con anticuerpos especificos contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas. De acuerdo con la MIC y ICso, las CUONP-Ac* y CUONP-Ac evaluadas frente a bacterias E. coli y
B. subtilis, mostraron un efecto antibacteriano mayor en comparacion alas CUONP. Ya que, los anticuerpos
tienen la capacidad de establecer uniones covalentes con la superficie de las bacterias, lo que disminuye
la distancia entre las NP y las bacterias. A su vez, esto potencia el efecto de los iones Cu?*y las especies
ROS generadas. Por otro lado, en cultivos mixtos, las CuONP bioconjugadas demostraron un efecto
antibacterial selectivo notable sobre ambos tipos de bacterias, especialmente en los tratamientos entre

CuONP-Ac*y las bacterias B. subtilis.

De acuerdo con lo anterior, las CUONP tienen un efecto antibacteriano tanto en bacterias Gram positivas
como negativas. La morfologia de las NP tiene un efecto significativo sobre la actividad antibacteriana. El
uso de anticuerpos especificos es capaz de aumentar la actividad antibacteriana de las NP de manera
selectiva sobre bacterias especificas. Por lo tanto, el sistema CuONP-anticuerpo podria ser util en el

combate a la RA.
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Figura 18. Evaluaciéon de la actividad antibacteriana de las @CuONE. Cultivos de (A) E. coli y (B) B. subtilis se
expusieron a CUONP durante 24 h.



