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Resumen de la tesis que presenta Kevin Alexis Hernandez Hernandez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Captura e inactivacion de un modelo de SARS-CoV-2 mediante nanomateriales

Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

El SARS-CoV-2 es actualmente uno de los virus mas contagiosos que existen y el causante de la peor
pandemia de este siglo que aun estamos afrontando, la COVID-19. Para evitar la propagacion e
infeccion en la poblacidn y proteger a los trabajadores de la salud, debemos de contar con un equipo
de proteccion personal adecuado como lo son las mascarillas. La nanotecnologia juega un papel muy
importante en el desarrollo de equipo de proteccidn personal adecuado y eficiente, a través del uso
de materiales inteligentes con capacidad antiviral y antibacteriana, capaces de desinfectar superficies
y que puedan ser incorporados en las mascarillas. De tal manera, una de las estrategias para combatir
a los virus son los nanomateriales, debido a su tamafio, gran drea superficial en relacién con su
volumen, y a sus propiedades quimicas y fisicas a esta escala. En este proyecto se estudiaron dos
nanomateriales diferentes, zeolitas y carbonitruros para atrapar e inactivar virus, usando como modelo
dos virus de plantas, el virus del mosaico del bromo (BMV) y el virus del moteado clordtico del caupi
(CCMV); vy el bacteriéfago MS2. Ademas, se estudid su efecto antibacteriano contra bacterias gram
positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus pumilus y gram negativas como Escherichia coli. Se
estudiaron 3 estructuras de zeolitas: chabazita, mordenita y faujasita. De igual manera se estudiaron
carbonitruros que contenian diferentes concentraciones de cobre y plata. En este trabajo se hizo un
screening de 46 nanomateriales. Entre los mejores nanomateriales se tuvieron aquellos que tenian
plata y cobre en su estructura, sobre todo la faujasita con plata fue uno de los mejores candidatos,
ademas de la zeolita con TiO; y Praseodimio. Asi mismo, se determind el efecto fotocatalitico del TiO,
impregnado en diferentes textiles mediante microscopia electrdnica de barrido. Se observé que a 5
minutos de exposicion a luz UV con una longitud de onda de 254 nm, las bacterias no eran visibles.
También, mediante espectrofotometria UV se determind el porcentaje de adsorcidn del virus en las
zeolitas y se observo que la faujasita que contenia plata a una concentracion de 1 mg/ml adsorbid virus
BMV hasta casi un 50%, a diferencia de la faujasita normal. Finalmente, en la bisqueda de nuevos
materiales que puedan capturar e inhibir los virus, se estudid mediante acoplamiento molecular in
silico la unién de diversos polimeros y polisacaridos a las proteinas virales del BMV, CCMV, MS2 y la
RBD del SARS-CoV-2, siendo el quitosano y el dextrano los mejores candidatos con energias de unidn
de -7 y -6.2 kcal/mol, respectivamente.

Palabras clave: nanomateriales, mascarillas, actividad antibacteriana, actividad antiviral



Abstract of the thesis presented by Kevin Alexis Herndndez Hernandez as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Nanoscience.

Capture and inactivation of a SARS-CoV-2 model using nanomaterials

Abstract approved by:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Thesis Director

SARS-CoV-2 is currently one of the most contagious viruses in existence and the cause of the worst
pandemic of this century that we are still facing, COVID-19. To prevent spread and infection in the
population and protect health workers, we depend on having adequate personal protective equipment
such as masks. Nanotechnology plays a very important role in the development of adequate and
efficient personal protective equipment, through intelligent materials with antiviral and antibacterial
capacity, capable of disinfecting surfaces and that can be incorporated into masks. Thus, one of the
strategies to combat viruses are nanomaterials, due to their size, large surface area in relation to their
volume, and their chemical and physical properties at this scale. In this project, two different
nanomaterials, zeolites and carbonitrides, were studied to trap and inactivate viruses, using as a model
two plant viruses, bromine mosaic virus (BMV) and cowpea chlorotic mottle virus (CCMV); and the
bacteriophage MS2. In addition, its antibacterial effect against gram-positive bacteria such as
Staphylococcus aureus and Bacillus pumilus and gram-negative bacteria such as Escherichia coli was
studied. Three zeolite structures were studied: chabazite, mordenite and faujasite. Likewise,
carbonitrides containing different concentrations of copper and silver were studied. In this work, a
screening of 46 nanomaterials was made. Among the best nanomaterials were those that had silver
and copper in their structure, especially faujasite with silver was one of the best candidates, in addition
to zeolite with TiO, and Praseodymium. Likewise, the photocatalytic effect of TiO, impregnated in
different textiles was determined by scanning electron microscopy. It was observed that after 5
minutes of exposure to UV light with a wavelength of 254 nm, the bacteria were not visible. Also, by
means of UV spectrophotometry, the percentage of adsorption of the virus in the zeolites was
determined and it was observed that the faujasite containing silver at a concentration of 1 mg/ml
adsorbed BMV virus up to almost 50%, unlike the normal faujasite. Finally, in the search for new
materials that can capture and inhibit viruses, the binding of various polymers and polysaccharides to
the viral proteins of BMV, CCMV, MS2 and the RBD of SARS-CoV-2 was studied by means of in silico
molecular docking, being chitosan and dextran the best candidates with binding energies of -7 and -
6.2 kcal/mol, respectively.

Keywords: nanomaterials, masks, antibacterial activity, antiviral activity
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Capitulo 1. Introduccidn

En noviembre de 2019, se presentaron diversos casos de neumonia de procedencia desconocida en China
y a inicios de enero de 2020 se anuncié oficialmente que eran provocados por una nueva cepa de
coronavirus. Posteriormente, se denominé al virus como coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2) y se definié como el agente causante de la patologia coronavirus 2019 (COVID-19).
Pese a los intentos intensivos y a gran escala para contener la enfermedad en China, el virus se extendié
por todo el planeta en un periodo récord, por lo cual la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la declaré
una pandemia global el 11 de marzo de 2020 (Ludwig y Zarbock, 2020). La historia contempordanea ha visto
la propagacién de otras pandemias virales como la gripe H2N2 (1956-1958), la gripe H3N3 (1968), el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) con su pico mas alto registrado en 2004 con un deceso de 1.84
millones de personas, el SARS y HIN1 (2009), mientras que el sindrome respiratorio de Oriente Medio

(MERS) de 2012 y el Ebola de 1975 aun se encuentran en una fase prepandémica (Reina et al., 2020).

A partir de que se declaré una pandemia mundial, la enfermedad de COVID-19 ha devastado a la mayoria
de los paises, colapsando sus sistemas de salud. Ademas, esta pandemia ha causado la pérdida de empleos
y cierres prolongados o definitivos de empresas, ocasionando un efecto domind en la economia mundial.
Aun cuando se tiene una mejor comprensién del SARS-CoV-2 y el manejo de COVID-19, la propagacién de
este virus se ha convertido en un asunto de creciente inquietud, debido a que el SARS-CoV-2 continua
ocasionando estragos en todo el mundo, y muchos paises padecen una segunda o cuarta ola de brotes de

esta patologia viral atribuida primordialmente a la aparicién de variantes del virus (Cascella et al., 2021).

De acuerdo con Wilson y Zumla, (2019) se deben de considerar tres aspectos para frenar la propagacion
de COVID-19: controlar la fuente de infeccidn, cortar las vias de transmision y proteger a las personas
susceptibles. Los virus y bacterias pueden ser transportados por el aire y concentrarse en una matriz
liquida, lo que evita su dafio por secado y facilita la propagacion. Es por eso que las mascarillas juegan un

rol fundamental en la prevencion del SARS-CoV-2 y enfermedades que se transmiten por aire.

Una estrategia que se ha estudiado en conjunto a las mascarillas es el uso de nanomateriales, lo cual
implica la explotacion de materiales, dispositivos o metodologias en la escala nanométrica. En general, el
desarrollo de nanomateriales se divide en dos dareas principales: sintesis de nuevos nanomateriales y
desarrollo de dispositivos para investigar su efecto en sistemas biolégicos (Steinmetz y Evans, 2007).

Dentro del sin nimero de posibles aplicaciones de los nanomateriales, una de sus posibilidades es su uso
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parabloquear la propagacion viral. Losnanomateriales pueden utilizarse en diferentes etapas de la infeccion
viral: bloquear la entrada del virus, obstaculizar la interaccién con células hospederas infectadas y modular
las respuestas inmunes. Algunos nanomateriales debido a su composicién central (por ejemplo, éxidos
metadlicos, metales nobles), pueden tener una importante actividad antiviral bloqueando proteinas
especificas de la cdpside o desregulando la homeostasis radical de las particulas virales. Ademas, la
funcionalizacion de su superficie puede aumentar sensiblemente la actividad antiviral del nanomaterial,
al imitar las células hospederas permitiendo de esta manera atrapar eficientemente a los virus (L. Cheny

Liang, 2020).

Por otra parte, se conoce que la boca humana contiene uno de los microbiomas mas diversos del cuerpo
humano, incluidos virus, hongos y bacterias. Y en este sentido los nanomateriales también pueden ser
utilizados para evitar el crecimiento de bacterias. Azam et al., (2012) probaron nanomateriales de éxidos
metalicos contra bacterias gram positivas y gram negativas y se observd que el ZnO mostraba la mayor

actividad antibacteriana.

Considerando lo anteriormente expuesto, en este trabajo se estudiaron y evaluaron nanomateriales para
atrapar virus que afecten nuestra salud, tomando como modelo diferentes virus; dos virus de plantas: el
virus del mosaico del bromo (BMV) y el virus del moteado clorético del caupi (CCMV), y el bacteriéfago
MS2. Ademas, se evalud la actividad antibacteriana de estos nanomateriales, con la finalidad de
impregnarlos en telas y para la posible fabricaciéon de cubrebocas. Por otro lado, de manera in silico se
realizd la busqueda de otros materiales poliméricos y polisacaridos que pudieran atrapar diferentes

modelos de virus como una alternativa de otro tipo de nanomateriales antivirales (Figura 1).

Propiedades antivirales

Busqueda de otros nanomateriales
que puedan atrapar los virus

\

Propiedades antibacterianas

Figura 1. Evaluacion propuesta para el desarrollo de mejores mascarillas. Se espera que estas mascarillas puedan,
ademads de atrapar e inactivar virus, tener propiedades antibacterianas. Figura creada con BioRender.com.



1.1 Antecedentes

Las infecciones virales representan un importante problema de salud publica, con impactos negativos no
solo en la atencidon médica sino también en numerosos aspectos socioeconémicos. Como parte de esta
tesis se hace la revisidn acerca de los virus, nanomateriales utilizados y el acoplamiento molecular para la
busqueda de nanomateriales antivirales. El acoplamiento molecular es una técnica que predice la
orientacién preferida, la afinidad y la interaccidn de un ligando en el sitio de unidn de una proteina. Estos

modelos nos ayudan a predecir si una molécula pudiera ser un buen candidato o no para atrapar virus.

1.1.1 Virusy coronavirus

Los virus pueden clasificarse como virus no envueltos, en donde el genoma esta rodeado por una cépside
proteica; y envueltos, donde la nucleoproteina esta rodeada por una envoltura de membrana que contiene

proteinas y lipidos (Reddy y Sansom, 2016).

Los coronavirus (orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae) son virus envueltos
con un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo. Tienen tamafios de genoma que oscilan entre
26 y 32 kilobases (kb) de longitud; los coronavirus tienen los genomas mas grandes de los virus de ARN
(Fauquet 2008). Se clasifican en cuatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y
Deltacoronavirus. Los coronavirus alfa y beta infectan a mamiferos, los coronavirus gamma infectan a
especies de aves y los coronavirus delta infectan a especies de mamiferos y aves (Li, 2016). Todos los
coronavirus codifican una glicoproteina de superficie, la proteina S, que media la entrada a la célula

huésped al unirse al receptor celular.

1.1.2 SARS-CoV-2

El genoma del SARS-CoV-2 es un acido ribonucleico (RNA) monocatenario con polaridad positiva (sSRNA+),
lo que significa que la secuencia que se encuentra dentro del virién corresponde al RNA mensajero (mRNA)
(Schmidt et al., 2021). Ademas, tiene una serie de proteinas no estructurales, incluida la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp). EI RNA viral codifica 4 proteinas estructurales esenciales (Figura 2), la
proteina nucleocdpside (N) que rodea el genoma del RNA y 3 proteinas de membrana: la glucoproteina S,

la proteina de membrana (M) y la proteina de la envoltura (E) (ViralZone, 2020).



SARS-CoV-2

Trimero de la
espicula viral (S)

Nucleoproteina (N) y
genoma de RNA

Proteina de
membrana (M)

N’ v Pentamero de proteina de
membrana pequefa envolvente (E)

Figura 2. Representacion del virion del SARS-CoV-2. La particula viral tiene una envoltura, con morfologia esférica de
unos 120 nm de didametro. El genoma del RNA se asocia con la nucleoproteina (N) para formar la nucleocédpside
(Imagen modificada de ViralZone, 2020).

La glicoproteina de la espicula de superficie (S) estd ubicada en la superficie externa del viridn, dando la
apariencia de una corona, se divide en una subunidad S1 amino (N)-terminal, la cual facilita la
incorporacién del virus en la célula hospedera y una subunidad S2 carboxilo (C)-terminal que contiene un
péptido de fusién, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmico, que es responsable de la fusion
de la membrana entre el virus y la célula (Du et al., 2009). La subunidad S1 del SARS-CoV-2 tiene un
dominio de unioén al receptor (RBD) que reconoce especificamente la enzima convertidora de angiotensina
2 (ACE2) como su receptor y emplea la serina proteasa celular TMPRSS2 para el cebado de la proteina S

(Hoffmann et al., 2020; Scialo et al., 2020).

La naturaleza esencial de todos los virus es infectar una célula huésped, replicarse, empaquetar su acido
nucleico y salir de la célula; normalmente los virus se ensamblan a partir de subunidades repetitivas para
formar arquitecturas ordenadas simétricamente y homogéneas, presentando diferentes tamafios y
variedades de formas que van desde 18 a 500 nm para estructuras icosaédricas y mas de 2 um de longitud
para virus filamentosos o en forma de bastén (Douglas y Young, 2006). El SARS-CoV-2 tiene su entrada en
las células del hospedero al unir la espicula del SARS-CoV-2 o la proteina S (S1) a los receptores ACE2
abundantes en el epitelio respiratorio (Figura 3), como las células epiteliales alveolares de tipo Il. Ademas
del epitelio respiratorio, los receptores ACE2 también se expresan en otros érganos como la parte superior
del eséfago, los enterocitos del ileon, las células del miocardio, las células tubulares proximales del rifidn

y las células uroteliales de la vejiga (Xu et al., 2020).
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Figura 3. Ciclo de replicacion del SARS-CoV-2. 1. La unién de la proteina S viral a los receptores del hospedero media
laendocitosis del virus en la célula huésped, una vez que el virus ha entrado se lleva a cabo la fusién de la membrana
del virus con la membrana endosomal (probablemente mediada por S2), 2. El genoma de ssRNA (+) se libera en el
citoplasma y se da la sintesis y escisidon proteolitica de la poliproteina replicasa (RdRp). 3 y 4. Un intermediario de
dsRNA se sintetiza a partir del ssRNA gendmico (+) para iniciar la transcripcién/replicacion, proporcionando asi mRNA
virales/nuevos genomas de ssRNA (+). 5y 6. Después se lleva a cabo la sintesis de proteinas estructurales codificadas
por ARNm subgendmicos para que se ensamblen en las membranas del RE y salgan de la célula por exocitosis. 7,8 y
9. Imagen tomada de Cascella et al., 2021.

A medida que se acelera la pandemia de la enfermedad de COVID-19, los sistemas de atencién médica
globales se han visto abrumados por pacientes potencialmente infecciosos que buscan pruebasy atencidn.
La prevencidn de la propagacidn de la infeccidén hacia y desde los trabajadores de la salud y los pacientes
depende del uso eficaz de equipo de proteccidn personal (EPP): guantes, mascarillas, purificadores de aire,
gafas protectoras, protectores faciales y batas. Debido a la pandemia de COVID-19, el EPP es ahora un bien
escaso y muy apreciado para atender a pacientes altamente infecciosos. Un aumento en el suministro de
EPP en respuesta a esta nueva demanda requiere de un gran aumento en la fabricacién de EPP, un proceso
que llevara tiempo que muchos sistemas de atencion médica no tienen, dado el rapido aumento de
pacientes enfermos de COVID-19 (Livingston et al., 2020). El EPP es muy importante para prevenir la
transmisién del virus. Por lo que, la busqueda de una solucién econdmica simple es imprescindible en
todos los paises en desarrollo, asi como el proporcionar el EPP a todos para evitar la propagacién de COVID-

19.
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Debido a estos hechos, existe una notable urgencia en el desarrollo de tratamientos virales para evitar el
riesgo de nuevas pandemias. En particular, la posibilidad de tener materiales antivirales inteligentes
capaces de desinfectar superficies de manera eficiente, bloquear la propagacién viral, mejorar la
supervivencia de personas infectadas y la inmunizacion de refuerzo son muy deseables (van Doremalen
et al., 2020). Asi también, la busqueda y desarrollo de nuevos materiales que permitan la fabricacion de
EPP especializado es un reto a nivel mundial para afrontar la actual pandemia y las futuras pandemias,
debido a la posible aparicién de nuevos virus. En este sentido la nanotecnologia y bionanotecnologia

juegan un papel clave en el desarrollo de EPP.

1.1.3 Estrategias para inactivar la replicacién del virus SARS-CoV-2

En la Figura 4 se muestra el primer evento de la infeccidn, la interaccién del virus con las células diana que
expresan ACE2, con la ayuda de TMPRSS2. Ademas, se muestran otras vias que se han estudiado para

evitar la replicacidn del virus (Weiss et al., 2020).

@ ® Unidn del virus
TMPRSS2
0\

Receptor

ACE2 ., @ ® Internalizacién

'
® Tréafico
Q
\

Escape endosomal

% ® Fusién de membrana
N

Liberacion del
genoma viral

Figura 4. Ciclo de vida viral del SARS-CoV-2 y posibles blancos de los nanomateriales. La proteina S del SARS-CoV-2
se une a los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) en la superficie de la célula hospedera.
La TMPRSS2 facilita la entrada celular a través de la actividad de la proteasa. Posteriormente, las particulas virales se
internalizan y entran en los endosomas, debido a su bajo pH, las particulas virales se descubren y el genoma viral se
libera para la sintesis de proteinas. Imagen modificada de Weiss et al., 2020.



1.1.4 Efecto antiviral potencial de los nanomateriales

La confirmacién de la infeccion debe realizarse mediante la deteccién de secuencias conservadas de acido
ribonucleico (RNA) del SARS-CoV-2. La deteccidn del RNA del virus se basa en las pruebas de amplificacion
de acidos nucleicos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcidn inversa en tiempo

real (rRT-PCR), dirigida a los genes N, E, Sy RdRp (World Health Organization, 2020).

Tras el brote de SARS-CoV-2, cuando los pacientes con COVID-19 tosen, estornudan o incluso hablan,
pueden arrojar particulas virales al aire, y la transmision por esta via puede darse a 1 m de distancia de los
pacientes con COVID-19 (Ren et al., 2020). Los coronavirus humanos mas comunes pueden sobrevivir o
persistir en superficies de objetos hasta por un mes. Las muestras respiratorias y fecales pueden mantener
la infectividad durante bastante tiempo a temperatura ambiente mientras que el riesgo de transmision
del SARS-CoV al tocar papel contaminado es bajo (Lai et al., 2005). Las estrategias preventivas adecuadas,
como lavarse las manos y usar cubrebocas, son fundamentales para contener la propagacién de COVID-

19.

En un estudio mds reciente por Ong et al., (2020), se evalud la contaminacion del aire, superficies y el
equipo de proteccidn personal por el SARS-CoV-2 de un paciente sintomatico. Antes de la limpieza, los
resultados de la reaccion de RT-PCR demostraron que las pequefias gotas cargadas de virus pueden ser
desplazadas por los flujos de aire y depositadas en equipos como los conductos de ventilacion. Muestras
de la taza del inodoro y del lavabo fueron positivas, lo que sugiere que los viriones en las heces podrian
ser una via potencial de transmisidon. Las muestras posteriores a la limpieza con dicloroisocianurato de
sodio (1000 - 5000 ppm) fueron negativas, lo cual indica que las medidas de descontaminacién son

suficientes.

Existen algunos desafios y brechas de conocimiento sobre el disefio de nanomateriales antivirales, que
serian utilizados para terapia, desinfectantes y cobertura de superficies antivirales (por ejemplo, para
cubrebocas y recubrimientos, para uso publico), los cuales permanecen aun en desarrollo. De acuerdo con
Y. Chen et al., (2020), los nanomateriales antivirales tienen aplicacion mediante tres estrategias: a)
interacciones del receptor de la superficie de la célula hospedera con el virus, b) administracion de agentes

antivirales y c) nanovacunas.

Se pueden utilizar nanoagentes antivirales para interrumpir el ciclo de replicacién viral. La envoltura, la

capside y los acidos nucleicos son los blancos principales en el disefio de nanomateriales antivirales. Sin
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embargo, las interacciones entre los nanomateriales y estos blancos siguen sin estar claras, lo que dificulta
una comprension mas profunda de los mecanismos mediante los cuales se inhiben la infeccién por virus.
Por lo que deben aclararse los posibles mecanismos de interaccién, incluido el daifio causado por la unién
directa de los nanomateriales a los virus, la alteracién de las interacciones entre el virus y la célula
hospedera o los efectos indirectos sobre la activacién de la inmunidad innata y adaptativa. Otras
estrategias contra el SARS-CoV-2 y otros patdgenos relacionados son: inactivarlos una vez que entran al
organismo, herramientas para la deteccién del virus como biosensores y herramientas para inactivar al

patdégeno por diferentes medios fuera del organismo.

1.1.5 Virus como modelo de estudio

De acuerdo a los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades (2020) los cultivos de SARS-CoV-
2 que involucren altas concentraciones de virus vivos (por ejemplo, propagacién o aislamiento), o grandes
volimenes de muestras infecciosas deben realizarse en no menos de un entorno BSL-3. El uso de virus
sustitutos con propiedades biofisicas y estructura gendmica similares permite la evaluacién de la eficacia
viricida de materiales. El uso de los virus sustitutos ayuda en el caso de necesitar un nivel de contencidn
qgue no esta facilmente disponible. Por ejemplo, el virus del SARS-CoV-2 que requiere un alto nivel de
seguridad en el laboratorio (BSL-3). Este tipo de laboratorios son mas especializados y permiten contener

cualquier riesgo de difusién de aerosoles o salpicaduras de fluidos o liquidos corporales.

Existen diversos estudios para el SARS-CoV-2 en donde se utilizan a otros virus como sustitutos. Como ha
sido el caso del bacteriéfago MS2. El bacteriéfago MS2 se ha utilizado con frecuencia como sustituto de
virus patégenos en estudios de aerosolizacidn y se utilizé para aproximar la dispersion en el aire del SARS-
CoV-2 (Turgeon etal., 2014). Existen otros trabajos, por ejemplo, en donde también se utiliza al
bacteriéfago MS2 como sustituto del SARS-CoV-2, Domingues et al., (2022) incorporan aceites esenciales
antivirales como la hierba de limén o el eucalipto dentro de esteras fibrosas electrohiladas de
policaprolactona para ser utilizadas como capas intermedias en mascarillas, con la finalidad de inhibir al
virus MS2. Por otra parte, Desai et al., (2022) evalian un compuesto patentado de trietilenglicol (TEG)
llamado Grignard Pure™ (GP), este estudio caracteriza la eficacia de GP para inactivar el bacteriéfago MS2,
un virus sin envoltura ampliamente utilizado como sustituto de SARS-CoV-2. Es por ello que se llevé a cabo

el uso de virus sustitutos para el estudio de este trabajo los cuales se detallan a continuacién.



1.1.5.1 Bromovirus BMV y CCMV

Los virus del mosaico del bromo (BMV) y el virus del moteado clorético del caupi (CCMV) pertenecen a la
familia Bromoviridae, al género Bromovirus. Su virién no cuenta con envoltura (Figura 5), miden alrededor
de unos 26 nm de didmetro con simetria icosaédrica T=3, compuesto por 180 proteinas de la capside: 12

pentameros y 20 hexameros (ViralZone, 2008).

ViralZ

iss Institute of Bioinformatics T=3

Figura 5. Representacidon del virion del Bromovirus. Tiene un genoma de RNA monocatenario positivo (Imagen
modificada de ViralZone, 2008).

Su hospedero natural son las plantas, principalmente la planta de cebada (Hordeum vulgare), para BMV y
las plantas de caupi (Vigna unguiculata) para CCMV. La infeccidn se lleva a cabo mediante una inoculacion

mecanica en la planta.

1.1.5.2 Bacteriofago MS2

El bacteriéfago MS2 es un viridn esférico sin envoltura de unos 26 nm de didmetro con simetria icosaédrica
T=3 compuesto por 178 proteinas CP, pertenece a la familia Fiersviridae, genero Emesvirus (Figura 6). Su

hospedero natural es Escherichia coli.

Proteina de maduracién Proteina de maduracién

Figura 6. Representacion del virion de Emesvirus. Cuenta con un genoma de RNA monocatenario positivo. (Imagen
modificada de ViralZone, 2016).
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1.1.6 Nanomateriales

A lo largo de esta busqueda bibliografica se buscan respuestas acerca de qué estructuras a nanoescala
muestran un potencial efecto anti-coronavirus para el control de COVID-19 o cudles son los modos de
accién para inhibir la infeccién viral y los tipos de interacciones entre la superficie viral y el nanosistema
propuesto por diferentes autores para la inactivacién viral. Sin embargo, ningun estudio descarta la
importancia del distanciamiento social, la higiene y medidas de precaucién para disminuir el riesgo de

infeccion y propagacién del SARS-CoV-2 o cualquier otro patdgeno.

Los nanomateriales son materiales con al menos una de su dimensidn externa mide aproximadamente de
1 a 100 nm y desempefian un papel importante en la fabricacién de muchos dispositivos debido a sus
propiedades fisicas y quimicas Unicas, como una gran relacién superficie-volumen y su alta resistencia

mecanica (Saleh y Gupta, 2016).

Algunos de los nanomateriales son creados usando nanoparticulas y estas difieren en varias dimensiones,
formas y tamafios ademas de su composicion (Cho et al., 2013). De acuerdo a Ealias y Saravanakumar,
(2017) una nanoparticula puede ser: a) de dimension cero, donde la longitud, el ancho y la altura se fijan
en un solo punto, por ejemplo, puntos cuanticos, b) unidimensional, en donde puede poseer solo un
parametro, por ejemplo, grafeno, c) bidimensional, donde tiene longitud y anchura, por ejemplo, carbono
nanotubos o d) tridimensionales, donde tiene todos los pardametros como largo, ancho y alto, por ejemplo,
nanoparticulas de oro. Y en general, los nanomateriales se pueden clasificar en cuatro tipos: (l)
nanomateriales inorganicos; (Il) nanomateriales a base de carbono; (lll) nanomateriales organicos; y (1V)
nanomateriales compuestos. En este trabajo se utilizaron dos tipos de nanomateriales inorganicos y
nanomateriales compuestos, las zeolitas y los carbonitruros con distintos dopajes como la plata, el cobre

y el zinc (Figura 7), estos materiales se discutirdn mas adelante.

Nanomateriales

Zeolitas Carbonitruros (CN)

Chabazita Ag
(CHA) leerent‘es
concentraciones
Ag, Ag ZnO/Ce,
Zn0/Ce, TiO,/Pr

Figura 7. Nanomateriales utilizados en el proyecto. Se utilizaron tres estructuras diferentes de zeolitas con diferentes
concentraciones de metales. Los carbonitruros se doparon con diferentes concentraciones de plata y cobre.

Cu

Mordenita
(MOR)

Faujasita
(FAU)

Diferentes
concentraciones

Zn, Ag, ZnCu
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1.1.6.1 Zeolitas

Las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos con una composicién estructural tridimensional que forma
poros de dimensiones moleculares de tamafio uniforme. Como los poros adsorben preferentemente
moléculas que encajan perfectamente dentro de los poros y excluyen moléculas que son demasiado

grandes, pueden actuar como tamices a escala molecular (Maesen, 2007).

La Comision de Estructura de la Asociacidn Internacional de Zeolitas (I1ZA) ha compilado la mayoria de las
zeolitas conocidas y otras estructuras de tamices moleculares y ha asignado cddigos oficiales de tres letras
para las estructuras conocidas, hasta el momento tienen registradas alrededor de 256 (Baerlocher et al.,
2007). Se puede ver la clasificacidén de acuerdo con el tamaiio de poro, el area superficial y la relacion Si:Al.
En este proyecto se utilizaron tres estructuras diferentes (Figura 8), chabazita (CHA, con a = 13.6750 A, b
=13.6750 Ay c = 14.7670 A), mordenita (MOR, con a = 18.2560 A, b = 20.5340 Ay c = 7.5420 A) y faujasita
(FAU, con a=24.3450 A, b = 24.3450 Ay c = 24.3450 A). Los valores a, b y c corresponden a los pardmetros

de la celda.

Figura 8. Estructuras de chabazita, mordenita y faujasita. Imagenes tomadas de Baerlocher et al., (2007).

1.1.6.2 Carbonitruros

Los carbonitruros, también llamados nitruros de carbono (CsN4) son los polimeros sintéticos mas antiguos.
Los nitruros de carbono poliméricos fueron descubiertos a fines del siglo XIX con férmula general de C«<NyH,
con alta relacion N:C, los cuales poseen un comportamiento atractivo debido a sus propiedades Unicas en

almacenamiento electrénico para aplicaciones electro y fotocataliticas (Murali etal.,, 2022). Las
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propiedades de los materiales de nitruro de carbono (CN) estdn controladas por su estructura y
propiedades cristalinas. Segun su nanoestructura se clasifican en cinco estructuras diferentes, que son el
nitruro de carbono grafitico bidimensional (2D) C3N4 (g-CsN4) y las estructuras tridimensionales como a-
C3Na, b-C5N4, clbico-CsNs y pseudocubico-CsNs (Murali et al., 2022). Entre ellos el nitruro de carbono
grafitico (g-CsN4) es una estructura en capas que es estable y similar a las estructuras grafiticas. El nitruro
de carbono es una de las formas mas conocidas de los carbonitruros, es un material polimérico que consta
de C, N y alguna impureza de H (Figura 9), conectados a través de patrones basados en tris-triazina
(Alaghmandfard y Ghandi, 2022; Zhu et al., 2014). Dado que el g-CsN4 polimérico consiste en elementos
de nitrégeno y carbono abundantes en la Tierra, es versatil y se puede alterar su actividad superficial sin
cambiar manifiestamente la estructura y composicién tedricas. Debido a la caracteristica polimérica del g-
CsNg4, la quimica de la superficie se puede modular facilmente mediante la ingenieria de superficies a nivel

molecular por lo cual podemos doparlo con algunas otras estructuras (W.-J. Ong et al., 2016).

(a) (b)

triazina tris-s-triazina (heptazina)

Figura 9. Estructura de (a) triazina y (b) tris-s-triazina (heptazina) de g-CsNa4. Las esferas grises, azules y blancas
corresponden a carbdn, nitrégeno e hidrégeno, respectivamente. Imagen modificada de Alaghmandfard y Ghandi,
(2022).

1.1.7 Superficies superhidrofébicas

Meguid y Elzaabalawy, (2020) plantean la hipdtesis de que las superficies superhidrofébicas en
instalaciones publicas y sanitarias pueden proteger y reducir el potencial de transmisidn del virus. Debido
a que el SARS-CoV-2 se propaga principalmente a través de gotas y superficies contaminadas; es posible

que las superficies recubiertas o creadas a partir de un nanocompuesto superhidrofébico puedan combatir
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la transmision del virus a través de una estrategia de 3 pasos. Primero, las gotas que entran en contacto
con superficies superhidrofébicas mantendran su forma esférica y existiran en un estado de humectacion
de Cassie-Baxter, que reduce la exposicién de la superficie al virus por encapsulacion. En segundo lugar,
las gotas que chocan contra una superficie superhidréfoba rebotardn o caeran sin dejar rastro del virus,
resultando en la supresidn de la contaminacién. Finalmente, para las gotas repelidas o en casos extremos
donde algunos rastros del virus inevitablemente contaminan la superficie, el nanocompuesto con
propiedades antivirales y antibacterianas inactivard el virus. Sin embargo, sugieren que es necesario
realizar el estudio con otro tipo de nanoparticulas para probar su efectividad antiviral. Por lo tanto, se
puede decir que los andlisis in silico son especialmente utiles para guiar el disefio de nuevas formulaciones

de nanomateriales necesarios para combatir el SARS-CoV-2.

1.1.8 Actividad fotocatalitica de los nanomateriales

Otro enfoque que se ha estudiado es el uso de nanoparticulas con actividad fotocatalitica. El trabajo de
Darnell et al., (2004) sefiala que el SARS-CoV es altamente estable a temperatura ambientey a 4 ° C, pero
se inactiva con luz ultravioleta a 254 nm, condiciones altamente alcalinas o acidas de pH > 12 o pH < 3,
respectivamente, o por breves periodos de tratamiento térmico a 65 ° C (p. Ej., 5 min). Debido a su relacion

con el SARS-CoV-2, se espera que este Ultimo sea igualmente sensible.

La inactivacidon fototérmica de los virus es un ejemplo del uso de metales nobles para la desinfeccidn, las
NPs y nanobarras de Ag y Au tienen la capacidad de inducir calentamiento cuando se iluminan a una
longitud de onda dptima, correspondiente a la condicién de resonancia de plasmdn, en un proceso
llamado tratamiento fototérmico plasmdnico. La resonancia de plasmoén es dependiente de la forma y
organizacion de las NPs (Govorov y Richardson, 2007). Por otro lado, se ha estudiado también la

inactivacién del SARS-CoV-2 por nanoparticulas fotocataliticas.

La actividad fotocatalitica es una funcién cominmente investigada de las nanoparticulas semiconductoras.
Una de las formas mas estudiadas de nanoparticulas fotocatalizadoras es el diéxido de titanio (TiO,). Las
nanoparticulas de TiO, ademas de que se consideran inertes, tienen baja toxicidad y no son susceptibles a
la fotocorrosion (Maeda y Domen, 2007). Las nanoparticulas de TiO, tienen un amplio espectro de
actividad, incluso contra bacterias Gram negativas y Gram positivas. Como la banda prohibida éptica entre
las bandas de valencia y conduccion de la anatasa-TiO; es de 3,2 eV, se absorbe luz con una longitud de

onda inferior a 388 nm y el TiO, produce huecos de electrones que migran a la superficie de los
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nanomateriales de TiO,. En la superficie, los huecos fotogenerados reaccionan con las moléculas de agua
adsorbidas para generar radicales hidroxilo altamente reactivos, mientras que los electrones reaccionan
con las vacantes de oxigeno para generar iones superdxido. Tales especies reactivas de oxigeno reaccionan
y descomponen facilmente las moléculas organicas, incluidas las de las células, cuando se encuentran, lo

que conduce a la muerte microbiana (Nabika y Unoura, 2016).

En un estudio de Khaiboullina et al., (2021) utilizaron un pariente genético cercano del SARS-CoV-2, el
coronavirus humano HCoV-NL63 y mostraron la eficacia viricida de TiO, de tamafio nanométrico,
depositada en un cubreobjetos de vidrio e inducidos con radiacién UV. La irradiacion ultravioleta de TiO;
nanométrico da como resultado la excitacién de un electrén que conduce a la formacién de un par
especifico “electron-hueco (e™ - h*)” y a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los huecos
de electrones (h*) catalizan los procesos de oxidacion y convierten las moléculas de agua / hidroxido en
radicales perdxido / hidroxilo, mientras que los electrones (e’) inducen reacciones de reduccién y
reaccionan con el oxigeno molecular para generar radicales superdxido. Las ROS resultantes, por lo tanto,

tienen la capacidad de inactivar al virus HCoV-NL63 a través de dafio oxidativo.

1.1.9 Cubrebocas como proteccidon ante microbios

El cubrebocas o mascarilla es una tecnologia que ha permitido el control de COVID-19. La OMS ha
elaborado un documento titulado “Consejos sobre el uso de mascarillas en el contexto de COVID-19”,
publicado en junio de 2020 y actualizado hasta diciembre de 2020, que destaca los posibles dafios y riesgos
que deben tenerse en cuenta al usar mascarillas, como: “autocontaminacién debido a la manipulacién de
la mascarilla por manos contaminadas; potencial autocontaminacién que puede ocurrir si las mascarillas
médicas no se cambian cuando estdn mojadas, sucias o dafadas; posible desarrollo de lesiones en la piel
de la cara, dermatitis irritante o acné que empeora cuando se usa con frecuencia durante largas horas;
incomodidad en su uso; falsa sensacién de seguridad, lo que conduce a un posible menor cumplimiento
de las medidas preventivas como el distanciamiento fisico y la higiene de las manos; riesgo de transmision
de gotitas y de salpicaduras a los ojos si el uso de mascarillas no se combina con proteccién ocular;
desventajas o dificultad para usarlos por poblaciones vulnerables especificas, como aquellos con
trastornos de salud mental, discapacidades del desarrollo, la comunidad de personas sordas o con
problemas de audicidn y los nifios; dificultad para usarlas en ambientes calidos y humedos ” (World Health

Organization, 2020a).
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En este contexto, se ha convertido en una prioridad el desarrollo de nuevas mascarillas médicas, no
desechables y de alta calidad, fabricadas con nanomateriales antipatdgenos virales y microbianos
funcionales para el personal sanitario. Se espera que el desarrollo de este proyecto tenga diferentes
impactos, el mds importante es que los nanomateriales implementados en las mascarillas den la mayor

proteccion a los trabajadores de salud.

1.1.10Tipos de bacterias

La envoltura celular de las bacterias es una estructura compleja de varias capas que sirve para proteger a
estos organismos de su entorno. Las envolturas celulares de la mayoria de las bacterias se dividen en uno
de dos grupos principales. Las bacterias gram negativas estdn rodeadas por una delgada pared celular de
peptidoglicano, que a su vez estd rodeada por una membrana externa que contiene lipopolisacarido. Las
bacterias gram positivas carecen de una membrana externa, pero estdn rodeadas por capas de
peptidoglicano muchas veces mds gruesas que las que se encuentran en las gram negativas. Atravesando
estas capas de peptidoglicano se encuentran polimeros anidnicos largos, llamados acidos teicoicos (Silhavy

et al., 2010).

E. coli es una bacteria gram negativa, con forma de bastdn (2,0 - 6,0 um de longitud). B. pumilus es una
bacteria gram positiva, con forma de bastén (0,5 - 10 um de longitud). Y las células de S. aureus son gram
positivas de igual manera, pero estas tienen forma esférica, miden aproximadamente 0.5-1.5 um de

didmetro, inmdviles y no forman esporas.

En resumen, las bacterias gram positivas tienen una capa gruesa de peptidoglicano y no tienen una
membrana lipidica externa, mientras que las bacterias gram negativas tienen una capa delgada de

peptidoglicano y una membrana lipidica externa.

1.1.11Propiedades bactericidas de los nanomateriales

Los materiales de tamafio nanométrico se caracterizan por un area de superficie aumentada, lo que mejora
su reactividad quimica y movilidad. Debido a su reactividad mejorada y su tamafio adecuadamente
pequefio, algunas nanoparticulas se utilizan como agentes antibacterianos y antifungicos. Las

nanoparticulas exhiben potencial antibacterianos a través de mecanismos multifacéticos. La adhesidn de
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nanoparticulas a las células microbianas, las especies reactivas de oxigeno, y su penetracion dentro de las
células han sido reconocidas como los modos mas prominentes de accién antimicrobiana (Staron y

Dtugosz, 2021).

1.1.12 Analisis por acoplamiento molecular

Como primera aproximacién, los andlisis computacionales son de mucha utilidad para el tratamiento y
control de enfermedades. Pueden ayudar a determinar la interaccion de los nanomateriales con los
sistemas bioldgicos. Aunque existen agentes antivirales eficaces en uso, todavia tienen inconvenientes
debido al desarrollo de resistencia viral y la acumulacidon dentro de drganos fuera del objetivo, lo cual
conduce a efectos adversos. En el trabajo realizado por Abo-Zeid et al., (2020), se investiga la posible
actividad antiviral de las nanoparticulas de oxido de hierro (IONPs, siglas del inglés iron oxide
nanoparticles) en el SARS-CoV-2 y el virus de la hepatitis C (VHC) mediante estudios de acoplamiento
molecular. Los modelos revelaron que el Fe;0s y el Fes0, interactian de manera eficiente con las
glicoproteinas del SARS-CoV-2 (RBD) y del VHC. Sin embargo, el Fes0, formd un complejo mas estable con
RBD, mientras que para VHC, se formd un complejo mas estable con Fe;0s. Los investigadores esperan
que de este modo las interacciones se asocien con cambios conformacionales en las proteinas
estructurales virales para la posterior inactivacién del virus. Cabe resaltar también que las IONPs estdn
aprobadas por la FDA e incluso las recomiendan para la sintesis de tejidos antibacterianos que se podrian
utilizar en la fabricacidn de equipo de proteccion personal (EPP). En la Figura 10 se pueden observar los
residuos de aminoacidos de la proteina RBD del SARS-CoV-2 y la proteina del VHC con los que forma el
complejo ligando-receptor. En el trabajo de Zuo et al., (2020) se demuestra de igual manera que la
interaccion con estos residuos es clave para que el receptor celular ACE2 se una a la proteina S del dominio

RBD, por lo que es una posible estrategia para controlar la actividad viral.

Mehranfar y Izadyar, (2020) por otra parte, llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular utilizando
un péptido el cual forma un complejo mas estable con el dominio RBD que con el receptor ACE2.
Funcionalizaron nanoparticulas de oro (AuNPs) con el péptido (AuNP-Pep) y mostré una distancia minima
con RBD, a diferencia de las otras AuNPs funcionalizadas con octanotiol, lo que confirma una mayor
interaccion con RBD que otras nanoparticulas. Un factor importante que demuestra la potencial actividad
de inhibidor de las AuUNP-Pep contra el SARS-CoV-2 es que se cubra la superficie de unién del virus. De
acuerdo a este estudio, las AUNP-Pep cubren completamente la superficie de RBD (similar a como lo hace

ACE2).
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Figura 10. Diagrama tridimensional que muestra las interacciones de acoplamiento molecular de (a) Fe203 y (b) FesOa
con los aminoacidos clave en el S-RBD del SARS-CoV-2. Cuenta con interacciones hidrofdbicas y enlaces de hidrégeno
con el dominio de unidn al receptor S quimérico (51-RBD) del SARS-CoV-2, para formar un complejo mas estable.
Imagen tomada de Abo-Zeid et al., (2020).

El acoplamiento molecular se utiliza ampliamente para la prediccion de complejos biomoleculares en el
analisis de estructura/funcidn y en el disefio molecular. AutoDock combina un campo de fuerza empirico
de energia libre con un algoritmo genético Lamarckiano, lo que proporciona una rapida prediccién de
conformaciones unidas con energias de asociacién libres predichas. AutoDock ha demostrado ser una
herramienta eficaz capaz de predecir de forma rdpida y precisa las conformaciones unidas y las energias
de unién de los ligandos con objetivos macromoleculares (Morris et al., 1998). Para permitir la busqueda
del gran espacio conformacional disponible para un ligando alrededor de una proteina, AutoDock utiliza
un método basado en cuadriculas para permitir una evaluacion rdpida de la energia de unidn de las
conformaciones de prueba. En este método, la proteina diana esta incrustada en una cuadricula. Luego,
se coloca secuencialmente un atomo de sonda en cada punto, se calcula la energia de interaccién entre la
sonda y el objetivo, y el valor se almacena en la cuadricula. Esta cuadricula de energias se puede utilizar

luego como una tabla de busqueda durante la simulacidn de acoplamiento.

La propuesta de este trabajo es llevar a cabo una evaluacion in silico de la interaccion de diferentes
materiales con el dominio RBD de la proteina S del SARS-CoV-2. Para verificar la actividad de los
nanomateriales, se llevaran a cabo ensayos con virus de diferentes familias, los bromovirus BMV y CCMV

y el bacteriéfago MS2, los tres poseen un genoma lineal de RNA+ al igual que el virus del SARS-CoV-2.
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1.2 Hipétesis

Los nanomateriales como las zeolitas y los carbonitruros son capaces de atrapar virus, al mismo tiempo

presentan un efecto antibacteriano, inhibiendo bacterias gram positivas y gram negativas.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiviral y antibacteriana de nanomateriales como zeolitas y carbonitruros, usando
como modelo los virus BMV, CCMV y MS2, asi como bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus

y Bacillus pumilus y gram negativas como Escherichia coli.

1.3.2 Objetivos especificos

e Seleccionary determinar las concentraciones adecuadas de las zeolitas y carbonitruros para inhibir
el crecimiento de Staphylococcus aureus, Bacillus pumilus y Escherichia coli.

e Obtener las propiedades fisicoquimicas de BMV, CCMV y MS2 por TEM, DLS y SEM.

e Estudiar el atrapamiento de BMV, CCMV y MS2 usando nanomateriales.

e Estudiar de manera in silico, mediante acoplamiento molecular, la capacidad de algunos polimeros

y polisacaridos para atrapar BMV, CCMV, MS2 y la RBD del SARS-CoV-2.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Actividad antibacteriana de los nanomateriales en medio liquido

Se tomd una colonia de E. coli, S. aureus o B. pumilus crecidas en una placa de LB-agar, se agregé a 20 mL
de medio LB (Anexo 1) y se dejd en agitacion en la incubadora New Brunswick Scientific G-25 a 37 °C
durante la noche. Del cultivo anterior, se tomaron 900 L y se adicionaron 45 mL de medio LB, se dejé en
incubacién con agitacidon a 37 °C durante 1 hora o hasta que alcanzara una ODgo = 0.1 y se colocaron
diferentes concentraciones de nanomaterial (0.1, 0.5, 1, 2 y 3 mg/mL) por triplicado en tubos eppendorf
de 1.5 mL. Se incluyeron dos controles, medio LB con nanomaterial sin bacterias, y bacterias sin
nanomaterial. Los tubos se colocaron en agitacion a 37 °C de manera horizontal en la incubadora para
permitir la dispersidon del nanomaterial que no es completamente soluble en agua. Se tomaron mediciones
alas 16 h y 24 h a una longitud de onda de 600 nm en una placa de 96 pozos Corning® Costar en un
espectrofotémetro Thermo Scientific Multiskan GO. Los cdlculos de ICso se determinaron mediante
RStudio con la paqueteria "drc" la cual permite el analisis dosis-respuesta a los tratamientos aplicados (Ritz

et al., 2015).

2.2 Pruebas de susceptibilidad bacteriana

Se agregd una colonia de E. coli 0 S. aureus a 20 mL de medio LB y se dejo en agitacion en la incubadora
New Brunswick Scientific G-25 a 37 °C durante la noche. Del cultivo anterior, se tomaron 900 uL y se
adicionaron 45 mL de medio LB, se dejo en incubacién con agitacion a 37 °C durante 1 hora o hasta que
alcanzara una ODeggo = 0.1. En una placa con agar LB (Anexo 1) se llevd a cabo un tamiz bacteriano con un
asa bacterioldgica de vidrio y se agregaron discos de papel filtro de 0.5 cm de didmetro sobre la placa. Se
adicionaron 4 pL a cada disco de la solucién con el nanomaterial, se utilizé6 ampicilina como control. Las

placas se dejaron en una mini incubadora Labnet a 37 °C durante 16 h.



20

2.3 Pruebas de actividad antibacteriana en telas impregnadas con TiO2 NPs

Para las pruebas bactericidas de las telas impregnadas con TiO, NPs (Tabla 1) se utilizaron las cepas E. coli
(MC4100) y B. pumilus (B-41243). Se preparé un cultivo independiente para cada una de las bacterias para
estudiar la actividad de inhibicidn de las muestras. De un cultivo crecido toda la noche de E. coli o B.
pumilus, se tomaron 900 ulLy se agregaron a 45 mL de medio LB. Luego, los cultivos bacterianos se dejaron
1 h en una incubadora New Brunswick Scientific G-25, a 150 rpm y 37 °C, hasta que su densidad dptica
alcanzé 0.1 (ODgwo = 0.1). La densidad o6ptica del cultivo bacteriano se midié utilizando un
espectrofotémetro Thermo Multiskan GO a 600 nm. Después, se colocaron 4 L de cultivo fresco de
bacterias en piezas cuadradas de 0,5 x 0,5 cm de tela. Luego, las piezas de tela inoculadas con bacterias
fueron expuestas a radiacion UV (254 nm) utilizando una camara de descontaminacion Air Science UV-
Box. Las telas se irradiaron con UV durante diferentes periodos de tiempo (1.5, 2.5 y 5 minutos) en ambos
lados. Posteriormente, las muestras de tela se incubaron en placas Petri con agar LB durante 18 horas a
37 °C para estudiar la actividad antibacteriana de los textiles de acuerdo con el crecimiento de las bacterias

sobre la placa.

Tabla 1. Textiles impregnados con TiO2 NPs. “Corresponde a los textiles control, sin las NPs. *"Sustancia quimica
esencial en el proceso de elaboracidn de esta. Precursores: Isopropdxido de titanio (IPT) y butéxido de titanio (BuOT).

Textil “*Precursor Clave
Indiolino blanco IPT 11U4
Indiolino blanco BuOT IBH3
Bata de laboratorio de algoddn IPT ciu4
Bata de laboratorio de algoddn BuOT CBH3
*Bata de laboratorio de algodén CLC1
*Indiolino blanco IBC1

2.3.1 Estudio bactericida in situ por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Después de incubar las muestras, se analizé la morfologia, integridad y cantidad de bacterias mediante
Microscopia Electrénica de Barrido con un SEM Hitachi SU3500. Las muestras se secaron a temperatura
ambiente y se colocaron en un portamuestras con cinta de carbdn. Luego, las muestras fueron analizadas
en condiciones de bajo vacio (25 Pa) y 7 kV. Las imagenes fueron tomadas a diferentes aumentos (47X,

270X, 370X, 2000X, 3000X entre otras) y grabadas digitalmente.
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2.4 Produccidn de particulas de BMV y CCMV

Se utilizé el protocolo descrito por Cadena-Nava et al., (2012). Las plantas de cebada (Hordeum vulgare),
sirven como hospedero natural del BMV y las plantas de caupi (Vigna unguiculata) de CCMV. La siembra

se realizé en un invernadero, utilizando sustrato enriquecido.

2.4.1 Inoculacidén de plantas

Se sembraron 10 semillas por maceta, las cuales se regaron cada tres dias. Una vez transcurridas dos
semanas posteriores a la germinacion, se llevd a cabo la inoculacién mecdnica. Primero, provocando dafio
mecanico sobre la parte superior de las hojas de la planta mediante el raspado con una fibra de lana de

acero, para después aplicar 20 pl de virus a una concentracion de 0.1 pg/uL por hoja.

2.4.2 Extraccion de particulas BMV y CCMV

Dos semanas después de realizar la inoculacidn, se cosecharon las hojas que presentaron sintomas tipicos
de infeccidn, especificamente clorosis (insuficiencia de clorofila) en forma de lineas a lo largo de las hojas.
Las hojas se colectaron, y se almacenaron a -20 °C. Primero, se llevd a cabo una ruptura mecanica de las
hojas con una licuadora y con buffer de extraccién de virus (acetato de sodio 0.5 M y acetato de magnesio
0.08 M, pH 4.5) y 1% (v/v) de B-mercaptoetanol. El extracto se filtré con una gasa y posterior a ello se
adiciond un volumen de cloroformo al filtrado obtenido. La solucidn se centrifugé a 8,000 rpm durante 40
minutos a 4 °C usando la centrifuga Beckman Avanti JXN-26 rotor JA-14. Se recuperd el sobrenadante y se
centrifugd en las mismas condiciones, durante 25 minutos, se colecté el sobrenadante y posteriormente
se dejo en agitacidén constante durante 60 minutos a 4 °C para evaporar el excedente de cloroformo. Se
precipitd el virus agregando NaCl a una concentracién final de 0.02 M y 10% PEG8000, se dejé en agitacion
toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se centrifugd durante 15 min utilizando el mismo rotor; se volvid a
suspender el pellet en 20 mL de buffer de suspensién de virus (acetato de sodio 50 mM, acetato de
magnesio 8 mM, pH 4.5) y se agité la muestra durante 1 h en frio. Nuevamente se centrifugd a 3000 rpm

durante 5 min con el mismo rotor y se desechd el pellet, tomando el sobrenadante.
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2.4.3 Purificacion de particulas de BMV y CCMV

Se tomaron 10 mL de la solucién anterior y, en tubos para ultracentrifuga, se colocé un volumen de 5 mL
de sacarosa 10% (w/v) en el fondo de cada tubo utilizando una pipeta Pasteur para formar dos fases. Se
ultracentrifugé a 30,000 rpm durante dos horas a 4 °C en una centrifuga Beckman Coulter Optima XPN-
100 rotor SW 32 Ti. Se recuperé el pellet, e inmediatamente, se resuspendié con 100 uL de solucién
amortiguadora de suspensién de virus. Finalmente, para ultrapurificar el virus se usé un gradiente de 5-

40% de sacarosa, y se centrifugd a 30,000 rpm a 4 °C durante dos horas.

En un cuarto oscuro y utilizando una linterna, se observaron bandas de color azul que corresponden a la
presencia de las particulas virales las cuales se extrajeron, evitando perturbar el gradiente. Finalmente,
para determinar la concentracion del virus se hizo una dilucién 1:20 con buffer de suspension y se utilizd
un espectrofotémetro UV-Vis Nanodrop 200c de Thermo Scientific. Para determinar la concentracién del
virus purificado se utilizé el método reportado por Warburg y Christian, (1941). Este método se basa en la
medicion espectrofotométrica directa que se fundamenta en la absorbancia relativa de proteinas y acidos
nucleicos a 280 nm y 260 nm, respectivamente. La proteina puede absorber luz a 280 nm debido a la
presencia del aminoacido aromatico tirosina y triptéfano (Simonian y Smith, 2006). Debido a que la
cantidad de estos residuos varia mucho de una proteina a otra, este método es semicuantitativo. Para
determinar la concentracion de particulas virales obtenida se utiliza la ecuacidn (1) y para la pureza la
ecuacion (2). Los coeficientes de extincion para los virus utilizados para BMV, CCMV y MS2 fueron 5.15,

5.85y 8.03, respectivamente.

A, * Factor de dilucién

Cys =
virus(mg/mL) = “coeficiente de extincién (1)

A
260nm/A =>15 (2)

280 nm

2.5 Produccidn del bacteriofago MS2

2.5.1 Infeccidon de células hospederas

Se prepard un preinoculo con 5 mL de medio LB, 100 pL de E. coli C-3000 y ampicilina (100 pg/mL), se dejo

incubando a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, se agregaron 200 pL del preinoculo a5 mL de LB con
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ampicilina (100 pg/mL). Se incubd la muestra a 37 °C, agitando a 250 rpm hasta que la ODgyo = 0.5 a 0.7.
Se agregaron los 5 mL de cultivo a 45 mL de LB con ampicilina (100 pg/mL) e incubd la muestra a 37°C,
agitando a 250 rpm hasta que la ODegoo= 0.3 a 0.5. Se agregd de 107 a 102 pfu al cultivo de células
hospederas. El cultivo se dejd en la incubadora a 37°C y en agitacion a 250 rpm durante la noche. Al dia
siguiente el cultivo se centrifugd a 8000 x g durante 50 minutos y se guardd el sobrenadante. El
sobrenadante incluye virus infecciosos MS2. Para la purificacidn se utilizé el mismo método que para BMV

y CCMV, Unicamente se sustituye el buffer de suspensién de virus por buffer TNE (Anexo 1).

2.5.2 Cuantificacion de MS2

Se hicieron diluciones seriadas a partir de la solucidn purificada de particulas de MS2 de 10° a 108, Se
agregaron 110 pL de la solucidn purificada en un tubo de cultivo #1. El tubo de cultivo #1 es la dilucién 10°.
Del tubo de cultivo #1, se agregaron 10 ulL de sobrenadante al tubo de cultivo #2 y se adicionaron 90 pL
de buffer PBS-G (Anexo 1) al tubo de cultivo #2 para que el volumen total sea de 100 L. El tubo de cultivo
#2 tendra una dilucién 10, Se repite el paso anterior para llegar a la dilucién 10®. Como control positivo
se utilizé el bacteriéfago MS2 aislado y proporcionado por el Dr. Rees Garmann de la Universidad Estatal
de San Diego (SDSU). Se derritid el top agar en un microondas y se colocd en un bafio de agua a 55 °C.
Cada placa de seleccién utilizé 10 mL de top agar (Anexo 1) con 100 pg/mL de ampicilina, se agregaron 2
pL de cada dilucién de virus preparada anteriormente y 100 plL de bacteria. Se tapé el recipiente y se gird

suavemente para mezclar sin que se formaran burbujas de aire.

Sosteniendo la tapa del tubo de cultivo con el pulgar, se invirtid suavemente 4 o 5 veces y se vertid
lentamente el contenido del cultivo en la placa de seleccién correspondiente previamente rotulada. Se
agité suavemente la placa para distribuir uniformemente el top agar. Si habia burbujas, se usaba una punta
de pipeta para reventarlas o moverlas hacia un lado. Se dejaba que cada placa de seleccién permaneciera
a temperatura ambiente durante 15 minutos y se daba la vuelta a las placas. Se colocaron las placas en

incubacion a 37 °C durante la noche.

Para determinar las unidades formadoras de placas (PFU) es decir, el nimero de particulas virales capaces

de formar placas por unidad de volumen se utilizé la ecuacion (3).

pfu  numero promedio de colonias contadas

mL (factor de dilucién) (2x10-3) (3)
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2.6 Atrapamiento de virus con nanomateriales

Se determind la concentracién del virus con la ecuacién (1) descrita anteriormente. Se agregaron 0.05 mg
de virus a cada tubo eppendorf (de 2 mL) por cada tiempo de incubacién (5, 15, 30, 60 y 120 min) ademas
de 1 mg/mL del nanomaterial, en un volumen final de 500 pL, se utilizo el buffer en el que el virus esté
disuelto (buffer de suspensién para BMV y CCMV y buffer TNE para MS2), los ensayos se hicieron por
triplicado. Se dejd en incubacién a temperatura ambiente en un Mini Lab Roller. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacidn, se centrifugd la solucién a 12,000 rpm, 5 min, 4°C, se descartd el pellet y midid el

sobrenadante a una longitud de 260 nm.

2.7 Acoplamiento molecular

Para el acoplamiento molecular se preparé el ligando con el software Avogadro (Hanwell et al., 2012), se
llevé a cabo una minimizacidn de energias, se utilizaron los ligandos que se muestran en la Tabla 2. Las
proteinas de la capside del BMV (PDB: 1JS9), CCMV (PDB: 1ZA7) y MS2 (PDB: 1MSC), y la proteina RBD del
SARS-CoV-2 (PDB: 6LZG) fueron preparadas con el software Chimera de Pettersen et al., (2004). El
acoplamiento se llevd a cabo en AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010) con una exhaustividad de 8 y con el

grid abarcando la totalidad de las proteinas. Las interacciones se visualizaron en LigPlot*.

2.7.1 Validacion de acoplamientos moleculares

Con la finalidad de determinar que los datos obtenidos fueron los mas representativos, se utilizé el
software CygWin, el cual permite tener una terminal para ejecutar un cédigo que permita la repeticion de

los acoplamientos. En la terminal se corri6 el siguiente cddigo:

#! /bin/bash
for fin ligand_*.pdbqt; do
b="basename 5f .pdbqt’
echo Processing ligand Sb
mkdir -p Sb
vina --config config.txt --ligand $f --out ${b}/out.pdbqt --log S{b}/log.txt

done



Se llevaron a cabo 100 corridas por ligando, dando un total de 4000 acoplamientos.

Tabla 2. Polimeros y polisacaridos propuestos para acoplamiento molecular.

Compuesto Identificador PubChem
Acido hialurénico 6852395
Acido lactico 612
Alcohol polivinilico 11199
Alginato 131704328
Dextrano 4125253
Estireno 7501
Etilcelulosa 24832091
Pectina 441476
Quitosano 71853
Tereftalato de polietileno 18721140
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Actividad antibacteriana de los nanomateriales en medio liquido

Para evaluar las propiedades antibacterianas de los nanomateriales estudiados, se utilizaron como modelo
a E. coli, S. aureus y B. pumilus. En la Figura 11 se observa el paso inicial de este trabajo y que consiste en
estudiar su capacidad antibacteriana, primero se hizo un screening de los nanomateriales (36 zeolitas y 10
carbonitruros) en medio liquido. Ambos con una bacteria gram positiva y una bacteria gram negativa.
Después se llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad en placas de agar LB. Por otra parte, se estudié si el
efecto de algunas zeolitas estaba dado por la incorporacidn de TiO; en su estructura, por lo que se evalud
la actividad de las nanoparticulas de éxido de titanio (TiO2 NPs) sobre tela, ademas de un estudio del efecto

fotocatalitico in situ.

Propiedades antivirales

Evaluacion del efecto de los NM en medio
s oanae liquido

> Pruebas de susceptibilidad de bacterias a los
NM en medio sélido
- ¢ Pruebas de inhibicién de bacterias en telas
impregnadas con TiO, NPs
Actividad fotocatalitica de telas impregnadas
con TiO, NPs

Propiedade;:ntibaderianas

Figura 11. Ensayos que se llevaron a cabo para determinar las propiedades antibacterianas de los nanomateriales.
Figura creada con BioRender.com.

3.1.1 Actividad antibacteriana de zeolitas

En la Figura 12 se muestra el crecimiento de E. coli a 16 h con dos estructuras de zeolitas diferentes,
mordenita (MOR13) la cual también tiene Zn, Fe y Cu en su estructura, ademas de faujasita (CBV-400 y
CBV-600) la cual tiene en su estructura Ag, Zn y una bimetalica con diferentes relaciones ZnCu (3:1, 1:3,
1:1). El crecimiento de E. coli a 24 h se muestra en el anexo 2. Se puede observar que MOR por si sola

presenta actividad antibacteriana, por ejemplo, a 3 mg/mL induce 36% de inhibicién, a diferencia de
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cuando tiene Zn en su estructura, la supresion de la bacteria gram negativa aumenta, inhibiendo su
crecimiento a 92% en una concentracién de 3 mg/mL. La actividad del Cu fue la segunda mejor, con una
supervivencia del 51% a una concentracién de 3 mg/mL. Las MOR dopadas con Fe impiden el crecimiento
menos del 20% en promedio. Por otra parte, en cuanto a FAU vy, a diferencia de la zeolita MOR, por si
misma tiene actividad antibacteriana, tanto CBV-400 y CBV-600, que, son la zeolita FAU sin dopar. En
general, se observd una reduccidn en la supervivencia cuando contenian Ag y Zn en su estructura, sobre
todo, AgCBV-600 y ZnCBV-600, esta Ultima, a una concentracién de 3 mg/mL presenté una inhibicién del
88% y también se observo que es eficiente aun a bajas concentraciones. En general, se observan también
algunas variaciones en los resultados obtenidos, esto es, debido a problemas de la dispersién del
nanomaterial en el medio de cultivo bacteriano, ya que no es completamente soluble en agua. En el caso
de FAU que es bimetalica (ZnCu a diferentes proporciones) se observd que la inhibicidn de la bacteria era
menor respecto a las estructuras FAU CBV-400 y CBV-600. De acuerdo con los resultados obtenidos los
mejores candidatos para inhibir E. coli (bacteria gram negativa) son las zeolitas ZnMOR vy las faujasitas
monometalicas junto con sus estructuras normales CBV-400 y CBV-600 (sin dopar). La muestra CBV-400
tiene una relacion molar SiO,/Al,0s de 5.1 a diferencia de CBV-600 con una relacidn molar SiO,/Al,0z3 de

5.2.

ZnMOR
FeMOR - i 1 ‘Concentracion (mg/mL)

— ' 0.1

CUMOR ey 0.5

MOR13 e i ;
3

ZnCuCBV600 (3:1) : ’

ZnCuCBV600 (1:3)

ZnCuCBWV600 (1:1) ]

CuCBV600 acetato —

AgCBV-600 - , )

AgCBV-400 | : . )

ZnCBV-600 - : =3

ZnCBV-400 — 1 =

CBW-600 — = . .

CBV-400 : -

% Inhibicion

Figura 12. Porcentaje de inhibicidn de E. colia 16 h con FAU con zinc y plata y MOR con Zn, Fe y Cu.
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En la Figura 13 se puede observar el crecimiento de E. coli con la zeolita CBV-600 a diferentes
concentraciones. A medida que se aumenta la concentracién, aumenta la actividad antibacteriana que

posee este nanomaterial. Ademas, se determind que la concentracidn inhibitoria media (ICso) a 16 h fue

de 0.96 + 0.08 mg/mL.

06 [——3mg/ml
—— 2 mg/ml
—_— E. coli CBV-600 16 h
05 1 mg/ml coli
—— 0.5 mg/ml wl s
0.1 mg/ml T
0.4+ Control 80 -
g _ e
o o
O i1
E 60 -
g 50
40
304
20 .
01 1
Tiempo (h) Concentracion (mg/mL)

Figura 13. Crecimiento de E. coli hasta 24 h con FAU CBV-600 a la izquierda, a la derecha se muestra el
comportamiento con el NM y la determinacién de la ICso. A mayor densidad éptica (OD) mayor crecimiento de
bacterias. Se tomaron mediciones a las 16 y 24 h.

En la Figura 14 se observa el crecimiento de S. aureus y B. pumilus a 16 h con dos estructuras de zeolitas
diferentes, MOR13 la cual también tiene Zn**, Fe?* y Cu®* en su estructura, ademds de FAU (CBV-400 y CBV-
600) la cual tiene en su estructura Ag*, Zn*" y una zeolita bimetdlica con diferentes relaciones ZnCu (3:1,
1:3, 1:1). El crecimiento de S. aureus y B. pumilus a 24 h se muestra en el anexo 2. Para estas bacterias
gram positivas, las zeolitas MOR cuando estaban dopadas con Cu no afectaban el crecimiento de B.
pumilus, las bacterias gram positivas tenian su crecimiento normalmente. Sin embargo, cuando el Zn
estaba incorporado en la estructura de la MOR, la inhibicion de la bacteria era del 91% a una concentracion
de 3 mg/mL, incluso a una concentracion de 2 mg/mL fue del 63%. Por otra parte, la zeolita FAU CBV-600
demostré también tener actividad antibacteriana, a una concentracion de 3 mg/mL, inhibiendo el 89% del
crecimiento de S. aureus. En cuanto a las zeolitas bimetalicas, ZnCuCBV600 (1:1) presentd la mejor
actividad, con una inhibicién de 95% a una concentracién de 3 mg/mL, por lo que su eficiencia bactericida
es mejor con bacterias gram positivas. Nuevamente, las zeolitas FAU fueron las que presentaron la mejor
actividad, mayor aun las que tenian Ag y Zn, AgCBV-600 y ZnCBV-600. Se trabajaron algunas de estas

zeolitas en placa para evaluar la actividad que tenian en medio sdlido.
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Figura 14. Porcentaje de inhibicién de S. aureus a 16 h con FAU con zinc y plata, y MOR con Zn, Fe y Cu. “Las muestras
MOR, ZnMOR, FeMOR y CuMOR se hicieron con el microorganismo B. pumilus.

En la Figura 15 se observa el crecimiento de las bacterias gram negativas y positivas utilizadas, se puede

ver el efecto inhibitorio de AgCBV-600 que funciona a concentraciones superiores a 0.1 mg/mL. A medida

gue se aumenta la concentracién, aumenta la actividad antibacteriana que posee este nanomaterial.

0.7 1 0.7 1
—— 3 mg/ml —— 3 mg/ml
064 |——2mg/ml 064 ——2mg/ml
— 1 mg/ml —— 1 mg/ml
054 [—0.5mg/ml o5d — 0.5 mg/ml
—— 0.1 mg/ml —— 0.1 mg/ml
— ——— Control
04+ Control o] |
3 3
Q a
O 03- O 3
0.2 0.2
0.1+ 0.1+
™~ . . ' . . o /}>< |

Tiempo (h)

5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 15. Crecimiento de E. coli con AgCBV-600 (izquierda) y crecimiento de S. aureus con AgCBV-600 (derecha). Se
tomaron mediciones a las 16 y 24 h.
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En la Figura 16 se muestra la grafica del crecimiento de E. colia 16 h con la zeolita CHA, los resultados a 24
h se muestran en el anexo 2, las estructuras mas sencillas de este tipo de zeolitas estudiadas fueron CHA-
M, CHA-1 y CFH-2. AgCHA es la chabazita CHA-M que estd dopada con Ag vy, las muestras AZC son esta
misma chabazita que esta intercambiada con Ag a diferentes concentraciones de ZnO/Ce (1, 5, 10, 15, 20,
25%). ZC viene de CHA-1 y es chabazita con ZnO/Ce a diferentes concentraciones. CTP viene de CFH-2 y
son chabazitas que tienen TiO2/Pr en su estructura. En este caso, se pudo observar que las zeolitas CHA,
CHA-M, CHA-1y CFH-2 fueron similares en su actividad de inhibicion alrededor de 65% a una concentracion
de 3 mg/mL. Comparado con esto, las bacterias tratadas con las zeolitas AZC no tuvieron un porcentaje de
supervivencia significativo a diferencia de las bacterias tratadas con las zeolitas CTP, por ejemplo, CTP15,
que fue una de las mejores, se observaba su efecto bactericida desde concentraciones bajas (0.1 mg/mL),
y a una concentracién de 3 mg/mL tuvo una inhibicion del 94%. ZC25 también tuvo una buena actividad
bactericida, con 88% de inhibicion tanto para 2 y 3 mg/mL. En general, los resultados anteriores muestran

que para E. coli, la eficiencia de inhibicién de las zeolitas es CTP > ZC > AZC.

CTP2S e

CTP20 55 " |Concentracién (mg/mL)
(P 0 ————————— g;
CTP10 0= 1

CTPOS .
R — s
Sy '
7025
e

ZC15 e
00—
ZC05 :
ZC01
CHA-1
AZC25 i
AZC20 i
AZC15
AZC10
AZC05
AZCO01
AgCHA
CHA-M

% Inhibicion

Figura 16. Porcentaje de inhibicion de E. coli a 16 h con zeolitas chabazita.
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Por otra parte, la Figura 17 muestra el crecimiento de S. aureus a 16 h con CHA, los resultados de inhibicion
a 24 h se muestran en el anexo 2, en este caso se observd que ZC25 funcioné mejor que CTP15,
nuevamente el efecto inhibitorio de las zeolitas AZC era menor que las CHA por si solas. ZC25 a una
concentraciéon de 3 mg/mL tuvo una actividad inhibitoria del 78% y en promedio para las diferentes
concentraciones utilizadas tuvo una inhibicidn del 80%. La zeolita CTP15 que contenia TiO2/Pr en su
estructura a una concentracion del 15%, tuvo una actividad de inhibicidon del 81% a una concentracion de

3 mg/mL del nanomaterial.
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Figura 17. Porcentaje de inhibicién de S. aureus a 16 h con zeolitas chabazita.

En la Figura 18 se muestra el crecimiento de la bacteria gram negativa con dos de las chabazitas que
tuvieron una buena actividad de inhibicidn de los microorganismos gram positivos y gram negativos, de
acuerdo con los resultados mostrados en el diagrama de la figura 14. Se puede observar que funciona el

tratamiento desde concentraciones bajas (0.1 mg/mL) tanto para CTP15 como para ZC25. Hay una
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evidente reduccion de la densidad dptica de las bacterias, esto quiere decir que se inhibe el crecimiento

de la bacteria desde concentraciones bajas del nanomaterial.
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Figura 18. Crecimiento de E. coli con CTP15 (izquierda) y con ZC25 (derecha).

3.1.2 Actividad antibacteriana de carbonitruros

La Figura 19 muestra el crecimiento de E. coli a 16 h, ver anexo 2 para crecimiento a 24 h, con
carbonitruros. Las estructuras principales fueron T1, T2 y T3, esto quiere decir, los carbonitruros sin dopar.
El carbonitruro T3 fue la estructura que se dopo con diferentes concentraciones de Ag (1-15%) y con Cu
(5-15%) para los ensayos posteriores. Se determiné que los carbonitruros por si mismos presentan
actividad bactericida contra E. coli. T3, por ejemplo, a una concentracion de 3 mg/mL tuvo un porcentaje
de inhibicion de 95%. Por otro lado, se observd que cuando los carbonitruros se doparon con plata (Ag) a
una concentracién de 15% presentan una eficiencia de inhibicién del 93% a una concentracién de 2 mg/mL.
Sin embargo, a una concentracién mayor de 3 mg/mL de T3-Ag su eficiencia de inhibicidn disminuia a 81%.
En este sentido, a una concentracién de 1% Ag en el carbonitruro T3, el nanomaterial funcioné mejor a
concentraciones altas, 3 mg/mL con un porcentaje de inhibicidon de 86%, sin embargo, a concentraciones
inferiores, no presenta un efecto bactericida significativo. En el caso del carbonitruro dopado con Cu, una
concentracién del 5% es suficiente para tener una buena actividad antibacterial. A una concentracién de
3 mg/mL de este nanomaterial, su porcentaje inhibitorio es de 95%. Se pudo observar un mejor
comportamiento de dispersion en los experimentos cuando habia Cu en el carbonitruro, que cuando solo

era el carbonitruro sin dopar, a pesar de tener el mismo porcentaje de supervivencia.
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion de E. coli a 16 h con carbonitruros, matrices primarias T1, T2 y T3. El carbonitruro
T3 fue el Unico que se dopd con Ag y Cu a diferentes concentraciones.

En la Figura 20 se muestra el crecimiento a 16 h de S. aureus con los carbonitruros T1, T2 y T3 y cuando
estan dopados con Cu y Ag (ver anexo 2 para crecimiento a 24 h). En este caso, los carbonitruros por si
solos presentaron actividades de inhibicidn menores que con E. coli. Sin embargo, cuando el carbonitruro
T3 fue dopado con Ag en su estructura, su actividad de inhibicion se incrementé. El carbonitruro con 15%
de Ag, presentd una inhibicién del 90% a una concentracién de 3 mg/mL. Sin embargo, la eficiencia
bactericida de este nanomaterial es menor al 85% a concentraciones entre 0.5 y 2 mg/mL. Los
carbonitruros dopados con Cu al 5% presentan una mejor capacidad bactericida a concentraciones

superiores a 1 mg/mL.

3.2 Pruebas de susceptibilidad bacteriana

La Figura 21 muestra el crecimiento de las bacterias y la actividad bactericida de las zeolitas FAU. Como se

puede observar, tanto para E. coli como para S. aureus, las que muestran mejor actividad en medio sélido
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son las zeolitas que contienen Ag en su estructura (AgCBV-400 y AgCBV-600). En el resto de los
nanomateriales apenas era perceptible el halo de inhibicidn. El didmetro de inhibicidon que se obtuvo de
AgCBV-400 fue de 1.2 cm a diferencia de AgCBV-600 con 1.06 cm. La ampicilina control tuvo un didmetro
de inhibicidn de 0.93 cm. Debido a que se agregaron 4 L a cada disco a partir de la solucién stock de 20

mg/mL, se determind que habia aproximadamente 80 ug de nanomaterial en cada disco.
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Figura 20. Porcentaje de inhibicién de S. aureus a 16 h con carbonitruros, matrices primarias T1, T2 y T3. “El
carbonitruro T3 fue el Unico que se dopd con Ag y Cu a diferentes concentraciones.

S. aureus

Figura 21. Pruebas de susceptibilidad bacteriana E. coli (izquierda), S. aureus (derecha).
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3.3 Pruebas de inhibicion en telas impregnadas con TiO2 NPs

En la Figura 22 se muestra el efecto de las telas impregnadas con TiO2 NPs en ambas bacterias. En los dos
casos, a t = 0 min se puede ver como la bacteria crece normalmente, sin embargo, a un tiempo de
exposicién t = 3 min, hay un crecimiento mayor de las dos bacterias, gram positivas y gram negativas. Sin
embargo, es menor el crecimiento bacteriano sobre el indiolino blanco con BuOT como precursor (IBH3)
para E. coliy S. aureus, con el textil que tiene impregnadas TiO, NPs a diferencia de 11U4 (indiolino blanco
con IPT como precursor), en el cual se ve mayor inhibicidon Unicamente con S. aureus. Se comprobd la
diferencia con los controles que no tenian las NPs (CLC1 e IBC1). De las muestras con el textil bata de
laboratorio de algoddn C1U4 y CBH3, fue esta ultima la que tuvo mejor actividad. A un tiempo de radiacion
t = 5 min algunas muestras como el indiolino blanco con TiO, NPs (11U4) mostraron una inhibicion en la
placa por completo de B. Pumilus. A un tiempo de radiacidon t = 10 min no se observd la presencia de los
microorganismos en la placa. Gracias a estos resultados se tomd la muestra 11U4 para llevar a cabo los

experimentos in situ.

Tiempo radiacion = 0 min Tiempo radiacion = 3 min Tiempo radiacion =5 min

Figura 22. Actividad fotocatalitica de TiO2 NPs impregnadas en tela a diferentes tiempos de radiaciéon con una
longitud de onda de 254 nm. Textiles sin TiO2 NPs: CLC1 (bata de laboratorio de algoddn), IBC1 (indiolino blanco).
Textiles con TiO2 NPs impregnadas: 11U4 y IBH3 (indiolino blanco), C1U4 y CBH3 (bata de laboratorio de algodén).
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3.4 Pruebas de actividad antibacteriana in situ en telas impregnadas con TiO:

NPs

La Figura 23 muestra el crecimiento de bacterias E. coli cuando no estan expuestas a la luz UV, el
crecimiento sobre todo el textil es bastante notable, E. coli crece sobre toda la superficie del textil a
diferencia de la Figura 24 donde se muestra el textil impregnado con las TiO, NPs y en el cual las bacterias
solo crecen en las regiones o areas superficiales en donde las nanoparticulas no estan disponibles. En las
imagenes se puede observar a E. coli con una morfologia tipica, de dimensiones de 1-2 um de largo, con
un didametro de aproximadamente 1 um. Las micrografias de microscopia electrénica de barrido muestran
que el nanomaterial que impregna las telas tiene una forma granular y también se alcanzan a observar las

fibras del textil.

Control Excoli’ Control

-
7

B

-

SU3500 7.00kV 6.1mm X2.00Kk BSE-3D

Figura 23. E. coli sobre textil indiolino blanco. A la izquierda se muestra un aumento de 370X, a la derecha un aumento
de 2000X.

#¥coli*3 TiO,— NPs

Figura 24. E. coli sobre textil indiolino blanco tratado con TiO2 NPs sin exposicidn a la luz UV. A la izquierda se muestra
un aumento de 370X, a la derecha un aumento mayor de 1400X.
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La Figura 25 muestra el crecimiento de B. pumilus cuando no estan expuestas a la luz UV, el crecimiento
sobre el textil es similar al que se tuvo con E. coli. Se observé que B. pumilus crece sobre toda la superficie
del textil igualmente, a diferencia de la Figura 26 en donde el textil contiene nanoparticulas de éxido de
titanio (TiO, NPs) impregnadas y también en este caso las bacterias solo crecen en las regiones en donde
las nanoparticulas no se encuentran disponibles. Las micrografias obtenidas por medio de microscopia
electrénica de barrido, muestran que la bacteria B. pumilus presenta morfologias tipicas en forma de

bastones, con dimensiones en un rango de 0.5-1 um de ancho por 1 a 4 um de largo.

B. pumilus B. pumilus Control

SI3500 700kV 5.6mm X270 BSE-3D 25Pa 031282022 SU3500'7 00kV 5 5mm X2.00k BSE-3D 25°P

Figura 25. B. pumilus sobre textil indiolino blanco. A la izquierda se observa un aumento de 270X, a la derecha un
aumento mayor de 2000X.

B. pumilus

SU3500Z. 00V 640 Mg 70. 85630 25Pa 03728

Figura 26. B. pumilus sobre textil indiolino blanco tratado con TiO2 NPs sin exposicion a la luz UV. A la izquierda un
aumento de 370X, a la derecha un aumento mayor de 1300X.

Cuando la tela es irradiada durante 3 minutos, se observé que hubo un crecimiento mayor, ademas de la
formacién de un biofilm bacteriano sobre el textil indiolino lo cual dificulté su visualizacién en el
microscopio por lo cual no se pudieron tomar las micrografias, sin embargo, a un tiempo de 5 minutos la

morfologia de las bacterias fue diferente a las que se habian observado anteriormente, no se encontraron
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formas tipicas o caracteristicas de las bacterias (Figura 27). En tiempos superiores a 10 minutos, no fue
posible observar las bacterias tanto en el control como en la tela tratada con TiO; NPs. También se llevd
a cabo con una cepa mezclada de S. aureus y bacterias gram (-), como se puede observar en la Figura 28
los microorganismos crecen en toda la superficie del textil. Por otra parte, en la Figura 29 se observa como

nuevamente las bacterias pueden crecer en zonas donde no se sittan las TiO; NPs.

Figura 27. A la izquierda E. coli sobre textil indiolino blanco impregnado con TiO2 NPs a un tiempo de exposicidn total
de 5 minutos con UV (254 nm) a un aumento de 2000X; a la derecha B. pumilus sobre textil indiolino blanco
impregnado con TiO2 NPs a un tiempo de exposicidn con UV por 5 minutos, a un aumento de 370X.

Control

Figura 28. S. aureus y bacterias gram (-) sobre textil indiolino blanco sin exposicién aluz UV. A la izquierda un aumento
de 1300X, a la derecha un aumento mayor de 4500X.

Posterior a estos resultados, se seleccionaron los nanomateriales que tuvieran un efecto antibacteriano
eficiente, ya que, se desea que tengan un efecto, tanto antibacteriano como antiviral (Figura 30). A
continuacion, se presentan los resultados de purificaciéon de los virus, ademas de la cuantificacién y la

actividad antiviral que los nanomateriales poseen.



Figura 29. S. aureus y bacterias gram (-) sobre textil indiolino blanco tratado con TiO2 NPs sin exposicidn a la luz UV.
A la izquierda un aumento de 906X, a la derecha un aumento mayor de 3500X.

Propiedades antivirales

* Purificacién y extraccion de
particulas de BMV y CCMV

* Propagacion y purificacion de
particulas de MS2

* Cuantificacidn de particulas
de MS2

Propiedades antibacterianas

Figura 30. Ensayos que se llevaron a cabo para determinar las propiedades antivirales de los nanomateriales. Se
utilizaron diferentes virus como modelo. Figura creada con BioRender.com.

3.5 Purificacion de BMV y CCMV

Después de purificar los virus, se determiné mediante la técnica de DLS el didmetro hidrodindmico de BMV
y CCMV con un promedio de 28.21 nm (Figura 31). Se obtuvo una pureza de 1.7 para BMV y 1.73 para
CCMV. La dispersion dindmica de luz se utilizd para medir el radio hidrodindmico de las particulas. El
tamafio hidrodindmico muestra cdmo se comporta la particula en un fluido. Se obtuvieron también los
espectros de absorcion mediante UV-Vis de los virus obteniendo una concentracién de los virus de 4

mg/mL.
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Figura 31. Didmetro hidrodindmico obtenido para BMV y CCMV, debajo se muestran los espectros de absorcién por
UV-Vis.

En la Figura 32 y la Figura 33 se muestran las imagenes obtenidas por TEM de los virus BMV y CCMV
respectivamente. Los tamaiios observados en estas micrografias coinciden a los obtenidos por DLS. Los
virus BMV y CCMV mostraron una morfologia esférica, las particulas podian apreciarse de manera
individual y estaban de manera monodispersa, esto quiere decir que tienen un tamafio uniforme y definido

para todas las particulas.

W0z 4SS 4840 Pt
HT 80KV TEM Magniscaton: ke W 8KV TEM Magpfcaicn: 1x

Figura 32. Micrografias electrdnicas de transmision de particulas de BMV. a) Magnificacidén a 40kX y b) 70kX.
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HT: 80N TEM Magnfcation: x HT BNV TEM Magnficatin: b

Figura 33. Micrografias electrénicas de transmisidn de particulas de CCMV. a) Magnificacidén a 40kX y b) 70kX.

3.6 Produccidn del bacteriofago MS2

La Figura 34 muestra las placas con el bacteridfago a diferentes diluciones para poder cuantificar el MS2
purificado. Se determiné que a una dilucién de 10 (1:100000) de la solucién de virus purificada era posible

cuantificar, obteniendo un total de 2.6 x 10® pfu/mL.

Figura 34. Cuantificacidn en placa del bacteriéfago MS2. a) Placas con diluciones 1072, 104, 10° y 10 en donde era
dificil poder llevar a cabo el conteo de colonias a diferencia de b) una dilucién en placa de 10 en donde se cuantificé
el nimero de colonias obteniendo un pfu de 108 por mL.
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El MS2 generalmente se cuantifica contando las unidades infecciosas a través de ensayo en placa. Este
ensayo se determina la capacidad que tienen los bacteriéfagos para matar a la célula hospedera y permitir
la propagacién nuevamente de los viriones. En la Figura 34 se observa un drea circular transparente de
células lisadas y cada placa de agar representa una dilucion diferente para poder cuantificar. También se
tomaron imagenes de TEM de este virus purificado. En la Figura 35 se muestran las micrografias obtenidas
de este virus. El bacteriéfago MS2 mostrd una morfologia esférica y monodispersas, las particulas se

observaron de manera individual, sin embargo, no estaban tan bien organizadas a comparacién del BMV

y CCMV.

oz ATISSAM amz AT
HT 80KV TEM Mageificaton: k. HT. 80KV TEM Magnitcaton: kx

Figura 35. Micrografias TEM de particulas del virus MS2. a) Magnificacion a 40k y b) 70k.

3.7 Actividad de adsorcion viral de los nanomateriales

En la Figura 36 se muestra el efecto de adsorcién del virus BMV sobre la zeolita FAU. Se observa que la
zeolita FAU tiene un porcentaje bajo de atrapamiento del virus, en comparacion cuando estd dopada con
Ag en su estructura. La zeolita sin dopar CBV-600 a un tiempo de incubacién = 5 min mostrd un porcentaje
de adsorcidon menor al 1%, a diferencia de cuando tenia incorporada Ag, la muestra AgCBV-600 al mismo
tiempo de incubacion presentd un 25% de adsorcion del virus. A un tiempo de incubacién de 30 minutos
CBV-600 adsorbid el 10% de BMV, a diferencia de AgCBV-600 con un porcentaje de 25%. Al igual que
AgCBV-600, la muestra AgCBV-400 a medida que transcurre el tiempo sigue aumentando la adsorcién de
BMV, se puede notar que a las dos horas de transcurrido el experimento, AgCBV-500 alcanzd un 42%.
Cuando FAU tiene Zn en su estructura, es decir, la muestra ZnCBV-400 se observa que a 15 minutos tiende

a alcanzar un porcentaje de adsorcién de 27%, después de esto se observa aparentemente un proceso de
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desorcioén del virus. Por otra parte, también se probd con la zeolita CHA, CTP15 que contenia TiO»/Pr en

su estructura a una concentracion del 15%, se observd que tuvo una baja eficiencia de adsorcién.
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Figura 36. Porcentaje de adsorciéon de particulas de BMV por diferentes nanomateriales.

La Figura 37 muestra el efecto de adsorcion que tienen las zeolitas FAU sobre el virus CCMV, se observa
que la faujasita sin dopar tiene efecto de adsorcidn, sin embargo, la muestra CBV-400 es la que tiene mayor
efecto a diferencia de CBV-600. Sin embargo, cuando esta dopada con Ag en su estructura el porcentaje

aumenta desde los 5 minutos del tiempo de incubacién.
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Figura 37. Porcentaje de adsorcion de particulas de CCMV por diferentes nanomateriales.
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CBV-600 a un tiempo de incubacién de 5 minutos muestra un porcentaje de adsorcién de 1%, a diferencia
de la misma estructura, pero dopada con Ag, AgCBV-600 a un tiempo de incubacién de 5 minutos muestra
un porcentaje de adsorcidén de 27%, esta muestra llegd a su maximo a un tiempo de incubacidn de 60
minutos con un porcentaje de adsorcidon del 43%. Por otra parte, la zeolita CBV-400 a un tiempo de
incubacién de 5 minutos mostré un porcentaje de adsorcion de 16%, a diferencia de cuando tenia Ag en

su estructura, AgCBV-400 al mismo tiempo de incubacion con 24%.

Finalmente, la Figura 38 muestra la capacidad de adsorcidn viral de los nanomateriales sobre el
bacteriéfago MS2. Nuevamente se muestra como las faujasitas que tienen Ag en su estructura tienen un
mayor efecto sobre la adsorcion del virus MS2. A los 5 minutos, CBV-600 tiene una adsorcion del 2%, sin
embargo, la zeolita AgCBV-600 logra adsorber el 11% del MS2 presente en la solucidon. En el caso de CBV-
400 a un tiempo de 5 minutos adsorbe aproximadamente un 8% del bacteriéfago, similar a cuando tiene
AgCBV-400. Sin embargo, AgCBV-600 a un tiempo de 30 minutos logra atrapar un 20% a diferencia de CBV-
400 con 10%.
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Figura 38. Porcentaje de adsorcién de particulas de MS2 por diferentes nanomateriales.

3.8 Busqueda de materiales para atrapar virus por medio de acoplamiento

molecular

Se llevé a cabo la bisqueda de otros materiales que pudieran servir como candidatos para atrapar virus,

entre ellos diferentes polimeros y polisacdridos. Para BMV, CCMV y MS2 se usaron las proteinas de la
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capside. Esto, mediante acoplamiento molecular. La Figura 39 muestra las energias de unidn ligando-
receptor. Entre los mejores candidatos se encontraba el quitosano con una energia de unién de -7 kcal/mol
con el RBD del SARS-CoV-2, -6.3 kcal/mol con MS2, -6.8 kcal/mol con CCMV y -6.6 kcal/mol con BMV. En
el anexo 3 se muestra una tabla con los resultados. Fue el compuesto que mejor energia de unién tenia.
El segundo mejor candidato que se selecciond fue el dextrano con una energia de unién de -6.2 kcal/mol
con el RBD y el 4cido hialurdnico en tercer lugar con -5.8 kcal/mol. La etilcelulosa, pectina y el tereftalato

de polietileno tuvieron la misma afinidad por la proteina del RBD.

L e e I Torotleto e polticns
[ ] Quitosano

RBD - , Pectina
Etilcelulosa
Estireno
| |Dextrano

[ Alginato
| { [ Alcohal Polivinilico
MS2 ' { Il Acido Lactico
Il A cido hialurénico

CCMV .

BMV - ! : '

I 7
-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Energia de unioén (kcal/mol)

Figura 39. Energias de union obtenidas mediante acoplamiento molecular para RBD, MS2, CCMV y BMV.

Después de obtener las energias de unidn, se analizaron las interacciones intermoleculares mediante las
cuales los mejores compuestos candidatos se unen al virus, como se menciond anteriormente, el
quitosano fue el que tuvo las mejores energias de unién. El quitosano tiene contacto con algunos residuos
de aminoacidos de la proteina RBD del SARS-CoV-2 (Figura 40) como la Alanina 475, Glicina 496, Treonina
500, Lisina 458. El dextrano, por otra parte, tiene interaccién también con la Glicina 496 y con otros
residuos como Serina 494, Tirosina 495, Tirosina 505. Mediante interaccion en 2D con LigPlot* se confirmé

esto, ademas de interacciones hidrofébicas con otros residuos.
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Capitulo 4. Discusion

Una de las dificultades mas grandes de este proyecto fue la dispersidn del nanomaterial en medio liquido,
debido a que es poco soluble en agua. De acuerdo con Ejaz et al., (1999) la solubilidad de los cristales de
zeolita puede llevarse a cabo al aumentar la temperatura y la concentracién alcalina de la solucién
(aumentar el pH). Sin embargo, es bien sabido que, de manera general, las bacterias se multiplican
rapidamente a temperaturas entre 5 — 65 °C, y por encima de los 65 °C empiezan a destruirse, por lo cual
el aumento de temperatura no era viable y tampoco corresponde a temperaturas para ser utilizadas en
EPP. Asi también, no es adecuado dispersar las zeolitas en un medio basico ya que este podria dafiar o
matar a las bacterias. Starliper et al., (2015) demostraron que a un pH de 12 durante 72 horas o menos,
un medio basico, el hidroxido de sodio es bactericida para diversas bacterias gram positivas y gram
negativas. También a concentraciones mas bajas de hidréxido de sodio hay efecto bactericida para muchas
bacterias. Por lo tanto, se optd por colocar los tubos de crecimiento de las bacterias tratadas con las
zeolitas de manera horizontal, para tener una mejor dispersién de a través de la agitacion en laincubadora,

esto permite una mayor dispersidn manera mecdnica del material en el medio.

Las zeolitas son silicatos cristalinos porosos con una estructura cristalografica compleja que da lugar a
poros del tamafio de una molécula especifica y pueden tener una amplia variedad de composiciones con
algunos de los atomos de silicio reemplazados por otros cationes, como se menciond anteriormente con
algunos elementos como Ag*, Cu?*, Zn%*, Fe?* o algunos compuestos como el TiO,. El efecto que tienen las
zeolitas puede explicarse por el diametro del poro debido a sus diferentes topologias, en el caso de la
mordenita (MOR) tiene un didmetro maximo de 0.67 nm, chabazita (CHA) de 0.737 nm y faujasita (FAU)
de 1.124 nm, permitiendo la liberacién de una manera mas eficaz en la FAU. Se ha demostrado, por
ejemplo, que diferentes topologias de zeolitas afectan a la liberacién de iones metalicos (Demirci et al.,

2013).

La liberacidn de estos iones es clave en el efecto antibacteriano que puedan tener. Si el Ag* se adhiere a
proteinas de la membrana citoplasmatica y a los lipidos debido a la atraccidn electrostatica y afinidad con
las proteinas con azufre puede afectar la permeabilidad y propiedades mecanicas de la bacteria. Si los
iones de Ag* son localizados en el citoplasma pueden desnaturalizar los ribosomas e inhibir la sintesis de
proteinas. Ademas, pueden afectar el proceso de respiracién de la bacteria, causando una disrupcién de
la membrana por especies reactivas de oxigeno (Yin et al., 2020). Como resultado, las moléculas de ADN

se condensan y pierden su capacidad de replicarse a medida que penetran los iones de plata. Ag* exhibe
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interacciones inusualmente especificas con el ADN, uniéndose exclusivamente a bases naturales (adenina,
citosina, guanina y timina) en lugar del esqueleto de fosfato cargado negativamente (Swasey et al., 2015).
Es por eso por lo que la Ag en las zeolitas resultd tener un buen efecto. Sin embargo, aln se deben de
considerar los otros compuestos que tienen en su estructura materiales fotocataliticos como las zeolitas
con Zn o las que tenian TiO,, que por si mismas tuvieron una buena actividad, quizd esta pueda
incrementar si hay una activacidon fotocatalitica. En cuanto a los carbonitruros, se observé que se

necesitaba una concentracion baja de Cu y una alta de Ag para mostrar actividad bactericida.

Las pruebas de susceptibilidad bacteriana son ensayos en los que se realiza un tamiz bacteriano sobre una
placa Petri antes de colocar discos de papel filtro que contienen el tratamiento del compuesto a evaluar.
Las pruebas de susceptibilidad bacteriana de los nanomateriales mostraron que en la zeolita FAU con Ag
(AgCBV-400 y AgCBV-600) presentan un halo de inhibicién bien definido. Sin embargo, en medio sdlido las
otras zeolitas no mostraron actividad aparente, esto puede deberse a un fendémeno de difusién en el
medio por lo cual deben de buscarse otras alternativas para poder evaluar la susceptibilidad de los
microorganismos ante este tipo de nanomateriales. Este comportamiento también fue observado en los
textiles impregnados con TiO, NPs, por lo cual este método no fue éptimo para evaluarlos, porque no se
observé un halo de inhibicién para las muestras. Por este motivo, se decidié impregnar los tejidos con el
medio bacteriano antes de colocarlos sobre la placa de Petri con agar LB, donde, de esta manera cuanto
menor sea el halo de bacterias alrededor de la pieza de tela, indicarda que mejor serd la actividad
antibacteriana de las nanoparticulas. Se debe considerar la dispersion del TiO, NPs sobre el textil, mientras
que las nanoparticulas se distribuyan de manera uniforme sobre el textil mayor es el efecto antibacteriano
que resulta. Se ha visto que la supervivencia de las bacterias a temperatura ambiente en poliéster puede
ser de hasta 206 dias, mientras que en algunas muestras de algoddn se ha visto una supervivencia de hasta
90 dias (Kampf, 2020). El uso de estos textiles impregnados con TiO> NPs puede ayudar a la reduccion de
la supervivencia bacteriana. EI mecanismo de la actividad fotocatalitica del TiO, estd directamente
relacionado con su estructura electrénica y se puede dividir en seis pasos: fotoexcitacién, separacion de
carga y transferencia a la superficie de la particula, recombinaciéon de la carga total y superficial,
fotoreduccidn y fotooxidacidn superficial (Rashid et al., 2021). La actividad fotocatalitica del TiO, depende

directamente de la produccion de especies reactivas de oxigeno.

De acuerdo con Lan et al., (2020) son 17 residuos de aminoacidos los que intervienen en la unién de RBD
— ACE2 la cual es responsable de la infeccion del SARS-CoV-2 y son: Lisina 417, Glicina 446, Tirosina 449,
Tirosina 453, Leucina 455, Fenilalanina 456, Alanina 475, Fenilalanina 486, Asparagina 487, Tirosina 489,
Glutamina 493, Glicina 496, Glutamina 498, Treonina 500, Asparagina 501, Glicina 502 y Tirosina 505. En
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este estudio por acoplamiento molecular, se encontrd que la energia mas alta con RBD fue el quitosano y
tuvo interaccidn con 4 de los residuos que tienen contacto la interfaz RBD — ACE2: Alanina 475, Glicina
496, Treonina 500 y Asparagina 501 y el dextrano con 7: Glicina 446, Tirosina 453, Glicina 496, Glutamina
498, Treonina 500, Asparagina 501 y Tirosina 505. Bloqueando estos residuos de aminoacidos se podria
frenar la interaccidn con el receptor celular ACE2. Experimentalmente el quitosano ha demostrado ser un
buen compuesto antibacteriano y antifungico, ademads, se ha propuesto su uso para combatir virus,
aunque aun estd en investigacion su propiedad antiviral. El quitosano, ademas de poder utilizarlo como
agente antiviral se puede usar como antibacteriano. La razén de la eficacia antibacteriana es por la unién
del quitosano catidnico a las moléculas anidnicas de la superficie externa de la membrana bacteriana
(Boonsongrit et al., 2006). La actividad antibacteriana propuesta mas prevalente del quitosano es la union
a la pared celular bacteriana cargada negativamente que provoca la ruptura de la célula, alterando la
permeabilidad de la membrana, seguida de la unién al ADN que provoca la inhibicion de la replicacién y
finalmente la muerte celular como consecuencia, el quitosano con carga positiva también puede actuar

bloqueando la sintesis de ARN y proteinas, lo que inhibe el crecimiento bacteriano (Chien et al., 2016).

Aun se necesitan mas estudios para determinar la actividad fotocatalitica de los nanomateriales, sin
embargo, los estudios que se llevaron a cabo demostraron que ya poseen actividad antibacteriana estos
nanomateriales y, ademas pueden adsorber a BMV, CCMV y MS2. De igual manera se podria llevar a cabo

con un coronavirus que no sea altamente patégeno.
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Capitulo 5. Conclusiones

Tres tipos de zeolitas (FAU, CHA, MOR) se doparon con diferentes compuestos como Ag*, Zn** y Cu®* para
adquirir propiedades antibacterianas. Las faujasitas con Zn y Ag presentaron una actividad de inhibicién
de bacterias gram positivas y gram negativas desde una concentracion de 1.5%, ademas de la chabazita
con TiO,/Pr y la chabazita ZnO/Ce a una concentracion de 2.5%. En el caso de los carbonitruros se
necesitaron concentraciones altas de Ag (15%) y bajas de Cu (5%). Ademas, las zeolitas con plata AgCBV-
600 y AgCBV-400 presentaron mejor actividad bactericida con la técnica de susceptibilidad bacteriana

(Kirby-Bauer) debido a que tienen una buena difusién en el medio.

De acuerdo con la propiedad deseada, las formulaciones de zeolita se pueden combinar a diferentes
proporciones (zeolita/compuesto) con diferentes textiles, como el indiolino, cuando se requieren

propiedades antibacterianas.

En cuanto al crecimiento de bacterias en textiles, estas crecen en zonas donde no se encuentran las TiO;
NPs por lo cual su actividad depende de la homogeneidad de las nanoparticulas en la tela. También, la
actividad fotocatalitica de las telas impregnadas con TiO, NPs radiadas a una longitud de onda de 254 nm
tienen mejor efecto a los 5 minutos, afectando la morfologia de las bacterias y en consecuencia causando

dafio a estas.

Las zeolitas FAU tienen capacidad de adsorber los virus de plantas CCMV, BMV y el bacteriéfago MS2, sin

embargo, cuando se les afiade Ag en su estructura aumenta la actividad de adsorcidn del virus.

El quitosano y el dextrano tienen mejores energias de unidn para las proteinas virales de acuerdo con los
calculos mediante acoplamiento molecular, especialmente para el RBD, por lo cual pueden ser buenos
candidatos para servir como soportes e incluir algunos otros compuestos como los utilizados en este

estudio.
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Anexos

Anexo 1. Medios

LB: Agregar 2.5 g extracto de levadura, 5 g triptona, 5 g NaCl, agua Mili-Q (a 500 mL), autoclave (121 °C,

15 min), dejar enfriar y almacenar a temperatura 4 C.

Agar LB: Agregar 2.5 g extracto de levadura, 5 g triptona, 5 g NaCl, 6 g bacto agar, agua Mili-Q (a 500 mL),

autoclave (121 °C, 15 min), dejar enfriar y almacenar a temperatura 4 °C.

Buffer PBS-G: Diluir buffer PBS 10X en 50 mL de buffer PBS 1X. Agregar 10 mg de gelatina al buffer. Usar

filtracidn al vacio con un filtro de 0.2 um. Almacenar a 4 °C.

Top agar MS2: Agregar 5 g LB Broth (Lennox), 1.5 g agar (0.75%), agua Milli-Q (hasta 200 mL), autoclave

(121 °C, 15 min), dejar enfriar y agregar suplemento 100X MS2 (2 mL), almacenar a temperatura ambiente.

Suplemento 100X MS2: Agregar D-(+)- glucosa (10 g, 0,56 M), cloruro de calcio (2,94 g, 200 mM),
clorhidrato de tiamina (100 mg, 3 mM), agua Milli-Q (a 100 mL), filtrar (0.22 um), almacenar a temperatura

ambiente.

Buffer TNE: Agregar Tris base 3 g (50 mM), NaCl 2.92 g (100 mM), EDTA 0.73 g (5 mM), agua Mili-Q (a 300
mL), ajustar pH con HCl a 7.5, filtrar con 0.22 um, autoclave (121 °C, 15 min), dejar enfriar a temperatura

ambiente y almacenar a 4 °C.
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Anexo 2. Inhibicion de bacterias con nanomateriales a 24 h
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Figura 41. Porcentaje de inhibicidn de E. coli a 24 h con FAU con zinc y plata y MOR con Zn, Fe y Cu.
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Figura 42. Porcentaje de inhibicién de S. aureus a 24 h con FAU con zincy plata y MOR con Zn, Fe y Cu. Las muestras
con MOR se hicieron con el microorganismo B. pumilus.
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Figura 43. Porcentaje de inhibicién de E. coli a 24 h con zeolitas chabazita.
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Figura 44. Porcentaje de inhibicién de S. aureus a 24 h con zeolitas chabazita.
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Figura 45. Porcentaje de inhibicién de E. coli a 24 h con carbonitruros, matrices primarias T1, T2 y T3.
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Figura 46. Porcentaje de inhibicién de S. aureus a 24 h con carbonitruros, matrices primarias T1, T2 y T3.
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Anexo 3. Resultados para las diferentes moléculas acopladas con las proteinas

virales
Tabla 3. Energias de unidn proteina-ligando, expresadas en kcal/mol.
; B Tereftalato
Acido Acido Alcohol
Alginato | Dextrano | Estireno | Etilcelulosa | Pectina | Quitosano de
hialurénico lactico polivinilico
polietileno
RBD -5.8 -4.2 -2.4 -5.3 -6.2 -4.3 -5.1 -5.1 -7.0 -5.1
MS2 -5.3 -3.0 -2.2 -5.1 -5.3 -4.4 -4.4 -4.7 |-6.3 -4.8
CCMV | -5.2 -3.1 -2.2 -4.8 -5.4 -4.6 -4.4 -4.2 -6.8 -4.9
BMV | -5.2 -3.6 -2.5 -4.8 -5.1 -5.9 -4.8 -5.3 -6.6 -5.6




