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RESUMEN

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE PELICULAS DE QUITOSANO
MODIFICADAS

Introduccion: El papel del microbioma oral esta ganando interés, a lo largo de los afios,
se busca disminuir la carga bacteriana para poder combatir enfermedades de la cavidad
bucal. Una de estas afecciones es la caries dental, que es una enfermedad multifactorial,
causada por la interaccion entre la superficie del diente, el biofilm bacteriano y la
presencia de azUcares en la dieta. Segun la FDI (World Dental Federation) es la
enfermedad més frecuente de la infancia, pero afecta a todas las edades a lo largo de la
vida. Una alternativa para evitar enfermedades de la cavidad bucal es el uso de
antimicrobianos, estos se definen como medicamentos que inhiben o impiden la
multiplicacion de bacterias, hongos y parasitos. Una opcidn que se ha estudiado los
ultimos afos es el uso del quitosano como antimicrobiano.

Obijetivos: Elaborar y caracterizar fisicoquimicamente, materiales compuestos a base de

quitosano para determinar la actividad antimicrobiana in vitro.

Métodos: Se elaboraron peliculas de quitosano, quitosano entrecruzado con
glutaraldehido, quitosano con particulas de 6xido de zinc y quitosano con nanoparticulas
de cobre. Para conocer las caracteristicas de las peliculas obtenidas con quitosano y
quitosano modificado, los materiales fueron caracterizados mediante espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman, XPS;
posteriormente, la actividad antimicrobiana de cada material fue evaluada mediante

pruebas de difusion en agar.

Resultados: Se encontr6 actividad antimicrobiana S. aureus en la pelicula de quitosano
entrecruzada con glutaraldehido, pero no en las demas muestras. Se encontr6 actividad

antimicrobiana de todas las peliculas contra S. typhimurium.



Conclusiones: De acuerdo con los resultados, se concluye que el quitosano si tiene efecto
antimicrobiano. Se recomienda realizar mas estudios para aplicaciones médicas y

odontolégicas.



DEFINICION DEL PROBLEMA

La cavidad oral es un entorno ecolégicamente rico en especies microbiologicas
ubicadas en diferentes sitios de la boca, las cuales pueden asociarse con la patogénesis de
diversas enfermedades. Las bacterias del biofilm tienen un papel importante en el origen
de éstas, entre las que destacan la caries dental, la gingivitis, periodontitis, entre otras.

El papel del microbiota oral ha ido ganando interés en el &mbito cientifico, a lo
largo de los afios se ha buscado disminuir la carga bacteriana para poder combatir posibles
enfermedades de la cavidad bucal. Las enfermedades bucales no tratadas pueden
dificultar el comer y el dormir, en pacientes menores de edad pueden ser la causa principal
de absentismo escolar.

Aunque los métodos mecanicos para disminuir la carga bacteriana como el
cepillado dental son suficientes, es necesario buscar alternativas para complementar y
atacar con mayor impacto las bacterias de la cavidad bucal.

Los antibi6ticos sistémicos y topicos, empleados en conjunto con la preparacion
mecanica de las lesiones de caries, no desinfectan por completo las biopeliculas dentales
ni las lesiones relacionadas con la caries dental. Por lo tanto, una alternativa es el uso de
antimicrobianos, estos se definen como medicamentos que inhiben o impiden la
multiplicacién de bacterias, hongos y parasitos. A pesar del extenso nimero de
investigaciones aun no se ha encontrado el antimicrobiano ideal para uso en cavidad bucal.
Una opcion que se ha estudiado los ultimos afios es el empleo del Quitosano como
antimicrobiano y el uso de algunas nanoparticulas metalicas.

Por lo tanto, la pregunta del presente estudio es: ¢Las peliculas de quitosano y
quitosano modificado con cobre y zinc mostraran actividad antimicrobiana contra los

microorganismos de la cavidad bucal?



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. MICROBIOMA DE LA CAVIDAD BUCAL

En el cuerpo humano, una de las comunidades microbianas mas complejas y
heterogéneas se encuentra en la cavidad bucal, ya que la adhesion de bacterias
planctonicas a una superficie va seguida de una coagregacién, un crecimiento, una
produccion de matriz extracelular y una maduracion de una estructura sésil llamada
biopelicula oral (1).

La caries no tratada tiene una prevalencia global del 40% y representa la
enfermedad bucal mas frecuente (2). Es una enfermedad dindmica, multifactorial, causada
por la interaccién entre la superficie del diente, el biofilm bacteriano, y la presencia de
azlcares en la dieta. Las bacterias del biofilm metabolizan los azucares produciendo
acidos los cuales desmineralizan el esmalte.

La caries se asocia con un alto recuento de Streptococcus mutans, Lactobacillus
sSpp y una baja capacidad de amortiguacion de la saliva (3). Otras de las bacterias
encontradas en cavidad bucal de acuerdo con diversos estudios, son Staphylococcus spp
en sujetos sanos con enfermedad periodontal (4,5). El Staphylococcus aureus (S. aureus)
es una bacteria Gram positiva abundante que se aloja en las fosas nasales, en los oidos y
en cavidad oral de los pacientes sanos (4,6). ElI S. aureus puede ser responsable de
infecciones asociadas a la atencion de la salud bucal y dental. Los pacientes con altos
niveles de S. aureus en saliva son fuentes potenciales de infeccion en un consultorio
dental, ya que se esparce en el ambiente durante la terapia dental (4). Petti y cols.
evaluaron la tasa de portadores de S. aureus en saliva de 97 nifios de 6 a 12 afios con buena
salud general, en donde recolectaron muestras de saliva no estimulada. Al final del
estudio, se identifico S. aureus en un 43% de las muestras (4). También se ha demostrado

que esta bacteria tiene una fuerte conexion con infecciones de implantes dentales (7).

McCormack y cols. analizaron a 1429 pacientes, de los cuales aislaron S. aureus
en un 91% de estos. La descripcion clinica reportada con mayor frecuencia fue la queilitis

angular, también se encontro que los valores de S. aureus aumentaron en los pacientes con



prétesis dentales y con secrecion salival reducida. Las tasas de deteccion pueden reflejar
un mayor nimero de portadores mas que una asociacion con la enfermedad. Uno de los
puntos de mayor interés fue la recuperacion de pequefias cantidades de S. aureus aislados
de infecciones dentales agudas (8). En un estudio donde se analizé la microbiota oral de
pacientes con malformaciones del sistema masticatorio, fue frecuente el aislamiento de
cepas de S. aureus (9).

Cuando se colocan aparatos fijos de ortodoncia u ortopedia en boca, se crean
nuevos sitios de retencion de comida, por lo tanto, también nuevos sitios para fijacion de
microorganismos, especialmente si no hay una adecuada higiene. Esto puede crear
oportunidades para que los microorganismos no orales se mantengan por mas tiempo o
incluso colonizar la boca (10).

Perkowski y cols. confirmaron la presencia de S. aureus y también la presencia de
enterococos grampositivos: enterococcus faecalis, E. faecium, y gramnegativos como E.
coli, E. cloacae, Pantoea agglomerans, Klebsiella sp. en pacientes de 14 a 23 afios con
aparatologia fija (11). Incluso en un estudio donde evaluaron la cavidad oral de 171
pacientes con salmonelosis, encontraron que éstos habian sido diagnosticados en primer
lugar por cambios inflamatorios de la mucosa de la cavidad oral tales como glositis,
gingivitis, estomatitis aftosa. Estas lesiones son una manifestacion particular del proceso
infeccioso, por lo que es recomendado identificar estas lesiones por un estomatélogo (12).

S. aureus es responsable de una amplia variedad de condiciones que pueden causar
infecciones con alta tasa de mortandad. Se han buscado alternativas debido a sus cepas
resistentes, una de estas alternativas ha sido el quitosano (13).

Las nuevas estrategias para combatir el biofilm pueden dividirse basicamente en
dos clasificaciones: a través de la inhibicion del crecimiento bacteriano mediante el uso
de compuestos bactericidas o bacterostaticos o bloqueando la adhesion bacteriana para
prevenir la formacion de biopeliculas (14).

Los antimicrobianos de uso clinico, ejercen su accion en algunas de las estructuras
o funciones bacterianas, por ejemplo, inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana,
alterando la integridad de la membrana citoplasmica, impidiendo la sintesis proteica o

blogueando la sintesis o las funciones de acidos nucleicos (15). La quitina y el quitosano



han estado implicados durante mucho tiempo con respecto a sus acciones bacteriostaticas

y bacterianas contra una gran variedad de microorganismos orales (16).

2. QUITOSANO

El quitosano se produce de la quitina, que es un polisacarido natural que se
encuentra en el exoesqueleto de cangrejos, camarones, langostas, corales, calamares,
medusas, asi como en insectos, hongos, levaduras y algas, es el segundo polimero natural
mas abundante después de la celulosa (Figura 1) (17-19). Por otro lado, el quitosano solo
se encuentra naturalmente en algunos hongos como Mucoraceae (20). El quitosano es
relativamente reactivo, y se puede producir en varias formas, como polvo, pasta, pelicula,
fibra, etc. Comercialmente tiene un peso molecular promedio que oscila entre 3,800 y
20,000 Daltons y es de 66% a 95% desacetilado (21).

Figura 1. Estructura de la Quitina y Quitosano.

El quitosano es un copolimero aleatorio obtenido de la desacetilacién alcalina de
quitina, formado por unidades de d-glucosamina, unidas por enlaces glucosidicos -1,4. La
relacion entre las dos unidades se considera el grado de desacetilacion. El grado de

desacetilacion se define como la fraccion o porcentaje de unidades no acetiladas a lo largo



de la cadena de quitosano, es importante para establecer la identidad del quitosano y es un

parametro que indica las propiedades funcionales, bioldgicas y fisicomecanicas (22—24).

A medida que aumenta el grado de desacetilacion aumentan las interacciones entre
el quitosano y las células debido a los grupos amino libres. Por lo tanto, este parametro
estd dado por el porcentaje de grupos N-acetilamina que quedan unidos en la molécula de

quitosano y esta vinculado con sus propiedades fisicoquimicas (25,26).

La solubilidad del quitosano proporciona oportunidades para manufacturarse de
muchas formas diferentes, como peliculas, nanofibras, hidrogeles o pastas, aunque
algunos usos en su forma en polvo no disuelta también se han estado estudiando

recientemente (27).

Schipper y cols. han reportado que los quitosanos con grado de desacetilacion
superior al 35% muestran baja toxicidad, mientras que un grado de desacetilacién por
debajo del 35% causa toxicidad (28).

La presencia de grupos aminos en las cadenas de la molécula de quitosano permite
la disolucién de esta macromolécula en soluciones acuosas acidas diluidas con un pH a 6
o0 menor, por lo que puede disolverse en &cidos inorganicos como el clorhidrico,
bromhidrico, fosforico, yohidrico, nitrico y el perclorico. El quitosano forma sales

solubles en el caso del &cido acético, formico y con acidos mono y dicarboxilicos (20).

También presenta una semejanza estructural con los glicosaminoglicanos (GAG),
uno de los componentes esenciales de la matriz extracelular que interacta con las fibras
de colageno y desempefia un papel importante en la adhesion célula-célula. Se sabe que
el quitosano facilita el suministro de farmacos a través de las barreras celulares y abre
transitoriamente las uniones estrechas entre las células epiteliales (29). El quitosano,
después de la despolimerizacién produce quitooligosacéridos bioactivos con propiedades
antimicrobianas, y sus productos monoméricos (glucosamina) son metabolizados vy
excretados del cuerpo. Por lo tanto, el quitosano es biodegradable ya que se degrada
mediante hidrdlisis por accion de lisozimas y no provoca reaccion de cuerpo extrafio ni
encapsulacion fibrosa, por lo tanto es biocompatible con casi todos los tejidos del cuerpo
(30). Sin embargo, la cinética de la degradacion parece estar inversamente relacionada



con el grado de cristalinidad que se controla por el grado de desacetilacion. Ademas, la
distribucion de los grupos acetilo también afecta la biodegradabilidad ya que la ausencia
de grupos acetilo o su distribucién homogénea da como resultado tasas muy bajas de

degradacion enzimatica (31,32).

El quitosano es biocompatible con tejidos vivos, ya que no causa reacciones
alérgicas ni rechazo (21). Se ha demostrado la citocompatibilidad del quitosano con
células miocardicas, endoteliales, hepatocitos, condrocitos y queratinocitos (31). Por lo
tanto, se ha utilizado en una variedad de biomateriales, debido a su ya mencionada alta
biocompatibilidad, asi como por su estructura porosa, idoneidad para crecimiento celular,
osteoconduccion y naturaleza antibacteriana intrinseca. Asimismo, se emplea en
productos para biomedicina, cosmetologia, fabricacion de papel, tratamiento de aguas
residuales, aplicaciones agricolas o farmacéuticas, entre otras. Ha recibido mucha
importancia debido a sus caracteristicas como: biodegradabilidad, biocompatibilidad y
propiedades antimicrobianas, ya que inhibe el crecimiento de una amplia variedad de
bacterias (17,22).

La capacidad de aprovechar y adaptar las propiedades en funcion de una aplicacion
particular le da al quitosano una ventaja significativa. En cuanto a las propiedades del
material, las caracteristicas del quitosano dependen de parametros estructurales como el
peso molecular y su grado de desacetilacion. Ademas, la fuente de extraccién y los
procedimientos adaptados para llevar a cabo la desacetilacion pueden afectar las
propiedades finales. El grado de desacetilacion influye fuertemente en las propiedades
fisicas, quimicas y biologicas (16). Un alto grado de desacetilacion hara que el quitosano
sea mas biocompatible, mientras que un grado menor hara al quitosano mas biodegradable
(33).

2.1 Efecto antimicrobiano del quitosano
Una de las principales razones para que el quitosano posea actividad

antimicrobiana es la presencia de un grupo amino con carga positiva a pH inferior a 6.3

(carbono 2) el cual interactia con las cargas negativas de la pared celular de los



microorganismos, generando un rompimiento o lisis de estas estructuras, que lleva a la

pérdida de compuestos proteicos y otros constituyentes intracelulares (34).

La actividad antibacteriana del quitosano y las caracteristicas superficiales de la
pared estan estrechamente relacionadas. Mas quitosano adsorbido daria como resultado
mayor cambio en la estructura de la pared y en la permeabilidad de la membrana celular.
Ambos efectos provocan la muerte de las bacterias. Una solucién mas acida y un mayor

grado de desacetilacion daria lugar a mayores cantidades adsorbidas (35).

Du y cols. demostraron que las propiedades antifingicas y antimicrobianas del
quitosano al 90% de desacetilacion y un peso molecular de 150kDa, fueron mejoradas al
cargar al quitosano con varios metales como nitrato de plata, sulfato de cobre, sulfato de
manganeso y sulfato férrico (36).

Chung y cols. evaluaron el efecto antimicrobiano de coloides de quitosano con
grado de desacetilacion de 75% y 95% sobre Pseudomona aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis. Se
concluyd que las bacterias Gram negativas fueron mas susceptibles que las bacterias Gram

positivas. (37).

También ha exhibido una potente actividad antiplaca contra varios patdgenos
orales como Phorphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y actinobacillus
actinomycetemcomitans (38). Sin embargo, en un estudio realizado por Valencia y cols.
se evaluo el efecto antimicrobiano de quitosano comercial con grado de desacetilacion del
85% en estado liquido y estado solido contra Staphylococcus aureus. El quitosano no

mostrd un efecto antimicrobiano contra este organismo en ninguno de los dos casos (39).

Sarasam y cols. evaluaron la actividad antimicrobiana del quitosano y encontraron
que fue efectiva particularmente para Streptococcus mutans. También encontraron que la
actividad antibacteriana de las estructuras de quitosano en presencia de la lisozima se ve
influenciada por la especie. Sin embargo, la lisozima no tuvo ningun efecto significativo
sobre la adhesion y la viabilidad de S. mutans o actinobacillus actinomycetemcomitans en

la superficie de los andamios de quitosano (40).



Huang vy cols. prepararon quitosano sulfonado y analizaron la inhibicion de la
adhesion bacteriana y la formacion de biopeliculas contra E. coli y S. aureus en
comparacién con muestras de clorhidrato de quitosano no modificado. Se encontr6 que la
actividad metabdlica de E. coli y S. aureus disminuyeron considerablemente después del

tratamiento de quitosano sulfonado (41).

Fujimoto y cols. evaluaron la actividad antimicrobiana contra E. coli y S. aureus.
de tres tipos de soluciones (una solucion de quitosano sin diluir, dos soluciones de
quitosano diluidas en agua purificada y como control solucion tampon de fosfato con un
pH de 7). Se encontrd una disminucién en el nimero de células después de un dia de
incubacion en comparacion con el valor inicial en la solucion de quitosano sin diluiry en
las diluidas; se atribuye que la disminucion del valor del pH del quitosano es la

responsable de la actividad antibacteriana (42).

Imani y cols. evaluaron la eficacia antimicrobiana del quitosano en comparacion
con el formocresol, contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Streptococcus
mutans. Realizaron un estudio in vitro de dos fases. Las bacterias se cultivaron e
inyectaron en canales radiculares esterilizados y se contaron las colonias, posteriormente
se aplicaron los medicamentos y se volvieron a contar las colonias a un dia; se repitio el
procedimiento, pero en un periodo de 7 dias. La eficacia antibacteriana del quitosano fue
similar a la del formocresol en cualquiera de las dos fases. Encontraron que el quitosano
tiene adecuada propiedad antibacteriana como medicamento en pulpectomias de dientes
temporales (43).

3. GLUTARALDEHIDO

El glutaraldehido (GA) es un dialdehido saturado que se ha utilizado comunmente
como desinfectante y esterilizante quimico en hospitales (44). Dos grupos carbonilo y dos
atomos de carbono, tipo a, estan presentes en la particula GA, lo que significa que esta
molécula debe considerar un grupo tetrafuncional. En consecuencia, esta molécula es
altamente reactiva frente a grupos amina e hidroxilo y tiene tendencia a los cambios

internos y a la polimerizaciéon en funcion de los valores de pH, temperatura y



concentracion (45). Su actividad antimicrobiana se debe a la alquilacion de grupos

hidroxilo, carbonilo y amino que afecta la sintesis de ADN, ARN y proteinas (44).

Estudios in vitro han informado que las soluciones alcalinas de glutaraldehido son
eficaces contra Staphylococcus aureus, E. coli y Pseudomonas aeruginosa en menos de 2
minutos, Mycobacterium tuberculosis, hongos y virus en menos de 10 minutos y esporas

de Bacillus y Especies de Clostridium en 3 horas (44).

El GA es el agente entrecruzante mas cominmente utilizado debido a que
estabiliza el coldgeno de manera eficiente. Sin embargo, los biomateriales entrecruzados
con GA son poco biocompatibles con algunas lineas celulares que incluyen fibroblastos,

osteoblastos y células endoteliales humanas (46).

3.1 Quitosano entrecruzado con glutaraldehido

El glutaraldehido se ha utilizado cominmente para mejorar las propiedades del
quitosano. La estructura quimica del quitosano y la interaccion covalente entre el
quitosano y el agente de entrecruzado se muestra en la figura 2 (21). El glutaraldehido
produce bases de Schiff entre los grupos aldehido y los grupos amina libres en polimeros
de quitosano desacetilados. Por lo que, el GA mejora sus propiedades mecanicas, fija su
estructura y modifica la permeacion (33).

CH,OH
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Figura 2. Estructura de Quitosano entrecruzado con GA.



Valizadeh S. y cols. encontraron que las propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, mecéanicas y fisicas de las peliculas compuestas de quitosano-
carboximetilcelulosa podrian mejorarse incorporando aceite esencial de canela y

glutaraldehido a la matriz de la pelicula (47).

Yuy cols. reportaron que la adicion de glutaraldehido a las peliculas de quitosano
contribuye a la actividad antimicrobiana. Como dialdehido, el glutaraldehido muestra una
potente actividad germicida debido a su interaccion con grupos amino en proteinas y

enzimas (48).

En un estudio se valor6 el crecimiento de la cepa Burkholderia cepacia con
quitosano sélido el cual no fue afectado, sin embargo, fue fuertemente inhibido por el
quitosano entrecruzado con glutaraldehido. Por lo que se reveld, que el entrecruzado

puede ser usado como un posible agente antibacteriano prometedor (49).

4. OXIDO DE ZINC

El zinc es un microelemento esencial para los humanos, existe en enzimas y
proteinas (50). Es un mineral importante involucrado en actividades bioldgicas como
metabolismo celular, sintesis de ADN y actividad enzimética (51). El 6xido de zinc (ZnO)
es un agente antimicrobiano eficiente que actla mediante varios mecanismos que
involucran diferentes especies quimicas. Los iones de zinc (Zn?") exhiben actividad
antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas y fungicas. La disolucién parcial de
particulas de 6xido de zinc (ZnO) libera iones Zn?* en suspension acuosa que contribuye

a la actividad antimicrobiana de ZnO (50).

El 6xido de zinc muestra atractivas propiedades antimicrobianas que han sido
utilizadas en muchos productos farmacéuticos y cosméticos. En medicamentos para uso
topico, el ZnO actla como una capa protectora contra la irritacion de la piel y las

abrasiones, como un astringente suave y como agente antimicrobiano (52).

Las nanoparticulas de zinc pueden ser sintetizadas por diversos métodos quimicos

y fisicos tales como coprecipitacion, sol-gel, sintesis asistidas con microondas, sintesis
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ultrasonica, descomposicion térmica, hidrotermal y método electroquimico (53). Las
nanoparticulas del 6xido de zinc son bien conocidas por la degradacion y mineralizacion

de contaminantes ambientales (54).

Las nanoparticulas de 6xido de zinc son biocompatibles, no tdxicas, pero nocivas
para los microorganismos, inhibiendo el crecimiento de microorganismos al desintegrar

la membrana celular (55).

Se ha demostrado que el efecto antimicrobiano de las resinas que contienen
nanoparticulas de ZnO es mayor a las que contienen nanoparticulas de plata (56). Ademas,
el potencial antifdngico de las particulas sintetizadas de 6xido de zinc contra Candida
albicans ha sido evaluado a fondo. Los efectos antifingicos del ZnO pueden deberse a su
ataque hacia la membrana celular provocando que las protuberancias de la superficie
adquieran una forma inusual y afecten la integridad de la membrana celular. En un estudio
se encontré que la actividad antifungica de las particulas de 6xido de zinc contra C.
albicans es dependiente de la dosis, de modo que al aumentar la concentracion de ZnO
disminuye el crecimiento de hongos. También se encontr6 que la viabilidad celular se
redujo al aumentar la concentracion de las particulas de éxido de zinc, que indica que la
citotoxicidad depende de la dosis (57).

Jones y cols. trataron de identificar el posible efecto antimicrobiano de las
nanoparticulas de ZnO contra microorganismos Gram positivos como S. aureus, S.
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis y Gram
negativos como E. coli. En comparacion con otras nanoparticulas, las ZnO mostraron una
mayor inhibicidn significativa de crecimiento con S. aureus (58).

Beyene y cols. realizaron un nanocompuesto de Hidroxiapatita y ZnO para evitar
las infecciones asociadas con los implantes ortopédicos. Este nanocompuesto mostrd un
efecto antimicrobiano contra Gram positivos (Streptococcus aureus) responsable del 50%
de las infecciones, y contra Gram negativos (Escherichia coli), sin embargo S. aureus
resultd ser mas sensible a la concentracion minima de las particulas de ZnO. Como
conclusion del estudio, se determiné que la intensidad antimicrobiana del nanocompuesto

depende de la concentracion de ZnO (59).
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Dias y cols. evaluaron la actividad antimicrobiana de resina modificada con 6xido
de zinc al 0.2%, 0.5% y 1% mediante prueba de contacto directo, ellos encontraron una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 125 pg/mL para S. mutans, 500 pg/mL para
C. albicans y 62.5 pg/mL para S. aureus (60).

Para solucionar uno de los problemas mas graves asociados con los implantes,
Karbowniczek y cols. propusieron recubrimientos organicos/inorganicos que contuvieran
nanoparticulas de ZnO. Ellos realizaron pruebas antibacterianas contra bacterias Gram
negativas como Staphylococcus aureus y entéricas Gram positivas como Salmonella. Se

confirmé la actividad de ZnO para prevenir el crecimiento bacteriano (61).

4.1 Quitosano y 6xido de zinc

El recubrimiento de quitosano con nanoparticulas de O&xido metalico
particularmente usando las nanoparticulas de 6xido de zinc ha recibido atencién en los

ultimos afos debido a sus aplicaciones menos toxicas, ecologicas y diversas (62).

En un estudio se reportd la preparacion de un nanocompuesto de oxido de zinc y
quitosano mediante la ruta de bioflavonoides. EI nanocompuesto preparado de Quitosano
y Oxido de zinc mostrd6 una mayor actividad antimicrobiana contra los patégenos
bacterianos Gram-negativos comparada con los Gram-positivos (53). También Haldorai
y cols. reportaron que el compuesto de quitosano con 6xido de zinc tuvo una significativa
actividad antibacteriana (63).

Wahid and cols. investigaron la actividad antimicrobiana de hidrogeles de
carboximetil quitosano-zinc contra Streptococcus aureus Yy E. coli mediante el método de
difusion en placa de agar y encontraron una excelente actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, a medida que se incrementaba la
concentracion de iones de zinc en los hidrogeles, las zonas de inhibicion también

aumentaban (64).

Ficai y cols. realizaron peliculas antimicrobianas de quitosano y quitosano
modificado con nanoparticulas de ZnO, se prepararon disolviendo 1.049 g de quitosano y
0.0234 g de Zn en 150mL de acido acético (100mL de &acido aceético diluido en 50mL de
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agua destilada), agitadas durante 12 horas bajo temperatura ambiente. Estas peliculas
fueron comparadas con peliculas de quitosano con acido usnico, disolviendo 1.049 g de
quitosano y 0.01 g de acido usnico. Las peliculas fueron neutralizadas y secadas al vacio
a 60°C durante la noche. Evaluaron tres bacterias S. aureus, P. aeruginosa y C. albicans
Para S. aureus las muestras que contienen &cido Ushico exhiben una actividad
antimicrobiana mayor comparado con las muestras de quitosano puro. Se observo
actividad para las muestras que contenian ZnO debido a la interaccion entre la superficie
celular cargada positiva y los iones hidroxilo. Ellos llegaron a la conclusion que se pueden
utilizar sistemas con ZnO y/o &cido Ushico como membranas bioldgicas con actividad

antimicrobiana (65).

Youssef y cols. evaluaron la eficacia antimicrobiana de peliculas de quitosano
adicionadas con nanoparticulas de Ag y ZnO. Encontraron buenas propiedades
antimicrobianas para ambas peliculas contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhamrium, Bacillus cereus, y Listeria monovyte. Por lo que sugieren que

estas peliculas pueden tener mdaltiples aplicaciones (66).

5. NANOPARTICULAS DE COBRE

Los nanomateriales son prometedores en terapias antibacterianas debido a su
fisicoquimica y propiedades Unicas, como su tamafio. Dichos materiales pueden
proporcionar una nueva estrategia para el tratamiento y prevencion de la caries dental, ya
que las nanoparticulas combinadas con polimeros exhiben propiedades antimicrobianas

superiores en la cavidad oral (67).

Existen dos metodologias para combatir la caries dental con nanoparticulas. La
primera, incorporara nanoparticulas antibacterianas en compuestos de resina y agentes
para reducir la biopelicula de microorganismos con contacto directo, y la segunda
metodologia, es el uso de nanoparticulas para reducir la desmineralizacion (68).

Las nanoparticulas son descritas como particulas que tienen un tamafio de diametro

menor o igual a 0.1 um (100 nm) y con propiedades especificas que dependeran
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principalmente de su tamafio (69). Las nanoparticulas de cobre tienen una propiedad Gnica
en el aspecto tecnoldgico a escala nanométrica. Tienen una banda estrecha de 1.7 eV lo
que hace que su aplicacion sea mayor en los campos de superconductores, en la
transformacion de energia solar, antifingico, antimicrobiano y agente antibiético (70).
Ademas, las nanoparticulas de cobre se utilizan ampliamente en diversos campos como la
catalisis fotoquimica, electrénica, éptica, biosensores, sensores de gas, sensores

electroquimicos y solares/conversion fotovoltaica (71).

Las nanoparticulas de cobre han sido muy investigadas como candidatas para
nuevas aplicaciones antimicrobianas (es decir, antivirales, antibacterianas y antifingicas)
como biocidas, alternativas de tratamiento con antibidticos y recubrimientos de

nanocompuestos (72).

El cobre es un potente agente antibacterial. Depende del tamafio y forma de las
nanoparticulas, se ha utilizado como antibacteriano y antioxidante. Las nanoparticulas de
cobre han mostrado ser efectivas contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (73).
El efecto antibacteriano del cobre fue percibido por el Dr. Kuhn. El estudio el crecimiento
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus grupo D, y Pseudomonas en
diferentes metales, descubriéndose que tanto la hojalata, como el cobre, eran los metales
que mostraban menos proliferacion bacteriana (74). El 6xido de cobre Il (CuO) ha sido
utilizado contra algunas cepas bacterianas como E. coli y S. aureus, siendo mas efectivo

contra las primeras bacterias (75).

Noyce y cols. compararon la actividad antimicrobiana de tres metales con tres tipos
de cepas bacterianas, y se lograron demostrar el efecto antimicrobiano del cobre sobre los

otros metales (76).

Booschehri realizé un estudio donde presentaba una técnica simple in situ para
depositar nanoparticulas de éxido de cobre en el papel de celulosa. Las particulas de éxido
de cobre en forma de nanocapas fueron sintetizados y mostraron una buena actividad

antimicrobiana contra bacterias Gram negativas y Gram positivas (77).

La aglomeracion de las nanoparticulas de Cu (cobre) afecta significativamente la

actividad antibacteriana del recubrimiento o compuesto al reducir la liberacion de iones,
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de hecho, las particulas consistentes en un area superficial especificamente alta muestran

la mayor liberacion de iones (78).

Las nanoparticulas de Cu pueden ser potenciales agentes antimicrobianos debido
a su gran area de superficie y menor toxicidad para las células. También exhiben un alto
potencial electroquimico. Los iones de Cu libres pueden interactuar con las proteinas

bacterianas, lo que suprime su capacidad (79).

Jeyaraman y cols. realizaron un estudio en el cual las nanoparticulas de cobre
mostraron actividad antimicrobiana contra cinco cepas bacterianas (M. luteus; S. aureus;
E. coli K. pneumoniae; y P. aeruginosa) y tres cepas de hongos (A. falvus; A. niger y C.
albicans) (80).

Gutierrez y cols. agregaron ZnO/Cu en concentraciones de 5/0.2% y 5/0.1% en
sistemas adhesivos universales como una alternativa que aportara actividad
antimicrobiana sin comprometer las propiedades bioldgicas, adhesivas y mecanicas. Los
sistemas que contenian ZnO y Cu mostraron propiedades antibacterianas contra S. mutans,
sin embargo, la concentracion de 5/02% mostré mayor eficacia que el control.
Concluyeron que puede ser una alternativa a las interfaces adhesivas con propiedades
antimicrobianas y menos defectos en la interfaz resina-dentina (81).

Brahma y cols. evaluaron la actividad antimicrobiana del complejo macrociclico
hexadentado de cobre (I1) contra S. aureus, el complejo de Cu fue capaz de reducir mas
del 95% de la carga bacteriana. En general, sus resultados sugieren que el complejo de Cu
se puede utilizar para tratar infecciones por S. aureus resistentes a la meticilina (82).

Liy cols. utilizaron bacterias Gram negativas como E. colli y Gram positivas como
S. aureus para evaluar las actividades antibacterianas de diferentes concentraciones de
solucion de Cu?* en tres tipos de células: célula madre mesenquimatosa de médula dsea
de rata (rBMSC), linea celular osteoblastica de ratén (MC3T3-E1) y células endoteliales
de vena umbilical humana (HUVEC). Las concentraciones de Cu2" incluyeron S1 (0.017
uM), S2 (0,05 uM), S3 (0,15 uM), S4 (0,45 uM), S5 (1,37 uM), S6 (4,12 uM), S7 (12,34
uM), S8 (37 uM), S9 (111 uM), S10 (333 uM) y S11 (1 mM), respectivamente. Los

resultados mostraron que las HUVEC exhibieron una tolerancia significativamente mayor
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a los iones que las MC3T3-E1 y las rBMSC. La concentracion umbral de cobre para

inhibicidn eficaz contra el crecimiento de bacterias es de 37 UM (83).

5.1 Quitosano y nanoparticulas de cobre

Para potenciar la actividad antibacteriana de los materiales, se han combinado
varios tipos de agentes antibacterianos como las nanoparticulas de cobre con quitosano.
Estas nanoparticulas de cobre han sido usadas para aplicaciones biomédicas (84). La
eleccién del quitosano como estabilizador de las nanoparticulas de cobre se debe a su
capacidad para quelar metales, lo que lo convierte en un candidato perfecto para la sintesis

de nanoparticulas de metal (85).

El quitosano es un quelante. Esta propiedad ha sido utilizada para preparar
quitosano-nanoparticulas en nanocompuestos para aplicaciones potenciales en varios
campos (32). El acoplamiento del quitosano con nanoparticulas metélicas puede
maximizar su potencial antibacteriano y antifungico, por lo que existe la necesidad de

desarrollar més investigaciones en esta area (34).

Tabesh y cols. realizaron un estudio donde desarrollaron un compuesto de
quitosano y cobre sobre acero inoxidable 316L para mejorar las propiedades
antimicrobianas y la resistencia a la corrosion del sustrato. Las propiedades
antibacterianas de los recubrimientos de nanocompuestos se analizaron usando varios
Gram-positivos y Gram-negativos, dando como resultado una mejora significativa de la

actividad antibacteriana y la resistencia a la corrosion del acero inoxidable (84).

Los compuestos basados en nanoparticulas de 6xido de cobre sintetizados con
celulosa, quitosano y creatinina mostraron una excelente actividad bactericida contra
bacterias y hongos patdgenos, incluyendo bacterias altamente resistentes a los
antibioticos. Este estudio se complementé con su biocompatibilidad con fibroblastos

humanos (86).

Se realiz6 un estudio donde compararon quitosano, éxido de cobre, quitosano con

oxido de cobre, 6xido de cobre con semillas de neem y quitosano con Oxido de cobre con
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semillas de neem. Se encontrdé que este Ultimo tuvo una excelente actividad

antimicrobiana contra patégenos Gram positivos y Gram negativos (87).

Rania y cols. elaboraron nanocompuestos bifuncionales y multifuncionales de
quitosano con nanoparticulas de plata, cobre y nanotubos de carbono. La actividad
antimicrobiana del quitosano fue significativamente mejorada por el cobre, la plata y el
carbono. Los nanocompuestos multifuncionales tuvieron una mayor actividad
antimicrobiana en tiempos de contacto relativamente cortos tanto para Staphylococcus
aureus y E. Coli asi como para Aspergillus flavus. Esto podria atribuirse ademas del efecto
del quitosano a la gran afinidad de las nanoparticulas metalicas hacia los grupos amino y
carboxilicos. Las nanoparticulas de cobre se liberan dentro de las células bacterianas y
pueden interactuar con las cadenas de acido nucleico del ADN e interrumpir los procesos

bioquimicos (88).

Gritsch y cols. realizaron complejos de quitosano y cobre. Para evaluar la respuesta
bioldgica se realizaron ensayos de viabilidad y antibacterianos, realizados en fibroblastos,
y en bacterias Gram positivas y Gram negativas. Ellos observaron una excelente viabilidad
celular y efecto antimicrobiano. Estos resultados prometedores fomentan una mayor

investigacion y caracterizacion de quitosano e iones metalicos terapéuticos (89).
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JUSTIFICACION

En el cuerpo humano, una de las comunidades microbianas mas complejas y
heterogéneas se encuentra en la cavidad bucal, dando lugar a la formacién de una
biopelicula oral o biofilm, el cual puede ser causante de diversas enfermedades como la
caries dental, gingivitis, periodontitis, pero también puede desencadenar complicaciones
en ciertos procedimientos dentales tales como colocacion de implantes, entre otros. Por lo
mismo, existe la necesidad de desarrollar compuestos antimicrobianos contra la

proliferacion de bacterias que se encuentran en la cavidad oral.

Es necesario establecer modelos que permitan determinar mecanismos de accion
in vitro para el uso de nuevos compuestos que contribuyan a disminuir la carga bacteriana

en cavidad bucal para evitar enfermedades o afecciones de esta.

En la presente investigacion se plantea la idea de elaborar un sistema polimérico
de quitosano modificado con diferentes compuestos, y comparar las propiedades
antimicrobianas de cada uno de éstos, con el objetivo de poder ofrecer una nueva
alternativa para utilizar en la cavidad bucal, el cual es eficaz contra microorganismos de

la cavidad bucal.

Este estudio es innovador e interesante porque actualmente los estudios empleando
la combinacion de dichos materiales son escasos. Es viable porque se cont6 con los
recursos necesarios para poder realizar esta investigacion, ademas se han encontrado

buenas propiedades antimicrobianas con el quitosano en otros estudios.

La relevancia de este estudio radica en conocer si existen diferencias en el
potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus en las peliculas de quitosano,
quitosano entrecruzado con glutaraldehido, quitosano con particulas de 6xido de zinc y
guitosano con nanoparticulas de cobre; para poder implementar los compuestos efectivos
en el tratamiento integral de las diferentes enfermedades bucales, ya que hasta la fecha no
hay un antimicrobiano ideal para uso en cavidad bucal con alta efectividad antimicrobiana

y que se pueda utilizar a largo plazo.
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HIPOTESIS

Las peliculas de quitosano, quitosano entrecruzado con glutaraldehido y
modificado con particulas de 6xido de zinc y nanoparticulas de cobre presentan

propiedades antimicrobianas contra los Staphylococcus aureus.
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OBJETIVO GENERAL

Elaborar peliculas de quitosano y quitosano modificado para determinar la

actividad antimicrobiana in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar las propiedades fisicoquimicas de peliculas con quitosano, quitosano-
glutaraldehido, quitosano-particulas de Oxido de zinc, quitosano-particulas de
cobre y quitosano-particulas de 6xido de zinc y nano particulas de cobre.

2. Determinar la actividad antimicrobiana de peliculas con quitosano, quitosano-
glutaraldehido, quitosano-particulas de Oxido de zinc, quitosano-particulas de

cobre contra Staphylococcus aureus y Salmonella Typhimurium como control.
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MATERIALES Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental in vitro.

2. METODOLOGIA
2.1 Materiales

Quitosano (peso molecular 223.332 g/mol y con 70%-80% de grado de desacetilacion,
obtenido de Aldrich), Acido acético al 4.4%, Hidroxido de Sodio. Glutaraldehido grado
11 al 25% (masa molar 100.11 g/mol, obtenido de Aldrich). Oxido de Zinc (masa molar
81.39 g/mol, densidad de 5.606 g/cm?®, obtenido de Sigma-Aldrich). Nanoparticulas de

cobre.

2.2 Elaboracion de peliculas de quitosano

Las peliculas de quitosano se obtuvieron mediante la disolucién de 200 mg de
quitosano en 30 ml de acido acético a 0.4 M con de pH 4.5. La solucion se agité durante
una hora hasta su completa disolucion, posteriormente se vacio en placas Petri de plastico
y se secaron a 25°C aproximadamente durante 5 dias, hasta la completa evaporacion del
acido acético. Las peliculas resultantes se neutralizaron con una solucion de hidroxido de
sodio (NaOH) al 5% y se lavaron con agua destilada. Por ltimo, las peliculas se dejaron
secar a temperatura ambiente (TA) (aprox. 25°C) durante 2 dias aproximadamente.

2.2.1 Elaboracion de peliculas de quitosano entrecruzadas con GA (glutaraldehido)
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Para la elaboracion de las peliculas entrecruzadas, posterior a la disolucion del
quitosano se agregaron 0.3744 mM (150 pL) de una solucién de glutaraldehido al 25% en
H>O como agente entrecruzante. La mezcla se dejo en agitaciobn magnética durante 5
horas, posteriores a las cual se vertieron en las cajas Petri siguiendo la metodologia
descrita en la seccion 2.2.

2.2.2 Elaboracion de peliculas de quitosano con particulas de Oxido de Zinc (ZnO)

Previa disolucion del quitosano con acido acético, posterior a la agitacion por una
hora, se adicionaron particulas de 6xido de zinc al 5% (peso/peso), la solucion se dejo en
agitacién magnética durante 1 hora y se procedi6 a sonicar durante 15 minutos. Para
finalizar se mantuvo en agitacion magnética durante 2 minutos (Fig. 3). Las soluciones se
vaciaron en pacas Petri de plastico, se secaron a TA para la evaporacion del &cido acético
residual y fueron neutralizadas con NaOH al 5%. Se lavaron con agua destilada y dejaron

secar a TA durante 7 dias.

Fig. 3. A) agitacion magnética de solucion de quitosano B) sonicacion de la

solucion.

2.2.3 Elaboracion de peliculas de quitosano con nanoparticulas de Cu
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Se realizé el mismo procedimiento de la seccidn 2.2 reemplazando el 6xido de
zinc al 5% con nanoparticulas de cobre al 1% (p/p). La determinacion del tamafio de
particulas de Cu se realiz6 por dispersion mecanica de luz (DLS) utilizando un equipo
NANOTRAC WAVE II. El tamafio medio de particula de Cu fue de ~150 nm + 94.2 nm

(informacién adicional, ver el ANEXO 1).

2.2.4 Elaboracion de peliculas de quitosano con particulas de Oxido de Zinc y
nanoparticulas de Cu

Se llevo a cabo el procedimiento mencionado en el apartado 2.2, posteriormente
se adicionaron las nanoparticulas de Cu al 1% (informacion adicional en el Anexo 1)

siguiendo el procedimiento mencionado antes.
En la Tabla 1, se resume las formulaciones estudiadas.

Tabla 1. Composicion de las peliculas de quitosano y quitosano modificado.

Quitosano | Quitosano | Quitosano | Quitosano | Quitosano +
+ GA +2Zn0O + Cu ZnO + Cu
Quitosano 200 mg 200 mg 190 mg 198mg 188 mg
Glutaraldehido 150 pL
Oxido de zinc 10 mg 10 mg
Cobre 158 pL 158 pL

2.3 Caracterizacion fisicoquimica de las peliculas de quitosano

Para conocer las propiedades de las peliculas obtenidas se caracterizaron mediante
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman,
espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS), microscopia electronica de
barrido (MEB), analisis termogravimétrico (TGA), difraccion de rayos X (RDX) y

angulos de contacto. Las condiciones de cada analisis se detallan a continuacion.
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2.3.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Se obtuvieron los espectros de FTIR con peliculas de quitosano y quitosano
modificado empleando un espectrofotometro Nicolet Thermo-Scientific 8700 mediante la
técnica de reflectancia total atenuada (ATR). Los espectros se obtuvieron en el intervalo
de 4000 a 600 cm™, con un detector DTGS-KBr, divisor de haz XT-KBr, cristal de

selenuro de Zinc, resolucion de 4 cm™ y correccion de H.O y CO.

2.3.2 Espectroscopia de Raman:

Se obtuvieron los espectros por Raman empleando el equipo InVia™ Raman
microscope Renishaw (Wotton-under-Edge, Gloucestershir). Se utilizé el laser de 633 a
una potencia de 50% y se analizo en el intervalo espectral de 100 a 3200 cm™ con 2
acumulaciones, rejilla de 1800, objetivo 50X, con un tiempo de exposicion de 10 s.

2.3.3 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (espectroscopia XPS o0 ESCA) es una
técnica analitica de superficie para andlisis de la composicidn, tanto cualitativa como
cuantitativa, que permite determinar el estado quimico de los elementos en la superficie
de una materia. Se obtuvo el survey (espectro inspeccion de 0 a 1200 eV), para identificar
los elementos quimicos presentes en un punto o area de la muestra, la mayoria de los
elementos tienen sus energias de enlace en este intervalo. En este estudio se utilizé un

Espectometro Thermo modelo K-Alpha con catodo de AlEs.

2.3.4 Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis para determinar la temperatura de degradacion térmica del quitosano y

quitosano modificado se llevo a cabo en un TGA-7 Perkin Elmer, en un intervalo de
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temperaturas de 45° a 700°C, a una rapidez de calentamiento de 10°C/min, en atmdsfera

de nitrogeno.

2.3.5 Analisis elemental por energia dispersa de rayos X (EDX)

Para determinar la concentracion de los componentes de las peliculas de quitosano
y quitosano modificadas, se utilizd un espectrémetro de rayos X de energia dispersiva
(EDX, INCA X-Slight Oxford Instruments) acoplado a un microscopio electrénico de
barrido (SEM, JEOL JSM-6360LV), a 20 kV y 10 mm de distancia de trabajo. Las
muestras fueron recubiertas con oro en un metalizador DESK Il Denton Vacuum.

Livetime 50.0s, voltaje de aceleracién 8.00 kV, energia (eV) 1.3.

2.3.6 Difraccion de rayos X

Se realizd un estudio de difraccion de rayos X para conocer la estructura interna
del polimero, en un difractometro Bruker D-8 Advance en un intervalo de angulos 26 entre

10° y 60° a una rapidez de 5s tiempo de paso a 0.02 grados a 40kV — 30mA.

2.3.7 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

ElI MEB permite la observacion y caracterizacion superficial de soélidos
inorganicos y organicos. Tiene una gran profundidad de campo, la cual permite que se
enfoque a la vez una gran parte de la muestra. Para conocer acerca de aspectos
morfoldgicos de zonas microscépicas las peliculas fueron observadas a x1500 en un
Microscopio Electronico de Barrido Marca JEOL, modelo JSM-6360 LV.

2.3.8 Medicién de angulo de contacto

El angulo de contacto esta relaciona con la capacidad de humectabilidad,
hidrofobicidad de la superficie y la capacidad de adhesion de sustancias como proteinas y

otros compuestos sobre las superficies.
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El estudio se realizé con un equipo Ramé Hart Model 500 Advanced Goniometer
con la técnica de gota sésil. La medicion del angulo de contacto se llevd a cabo con agua
destilada, buffer fosfato salino (PBS) y medio de cultivo, se realizaron tres mediciones de

cada una en todas las peliculas.

2.4 Ensayo de difusion en agar para determinar la actividad antibacteriana contra el
Staphylococcus aureus

Los microorganismos utilizados fueron Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Salmonella typhimurion ATCC 14028, cepas de coleccion conservadas en el cepario del
Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del estado de Jalisco AC
(CIATEJ), subsede Sureste. Ambas bacterias se cultivaron en caldo nutritivo para
reactivacion a 37°C por 24 horas. Posteriormente, fueron inoculadas en agar Mueller
Hinton preparado en cajas Petri utilizando100 pL de la suspension de cada bacteria por
separado a una concentracion ajustada con solucion salina de 10° UFC/mL, los

microorganismos fueron difuminados en el medio utilizando un asa de vidrio.

Por otra parte, se cortaron discos de las peliculas de quitosano y quitosano
modificado a una medida de 6 mm de diametro y se colocaron en las placas Petri
conteniendo el medio de cultivo Mueller Hinton previamente inoculadas con los
microrganismos. Luego estas placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas. La
actividad antimicrobiana se determind como negativa o positiva de acuerdo con la
presencia del crecimiento del microorganismo por encima o debajo de la pelicula al
observar al microscopio digital inalambrico (modelo XWJ303), con magnificaciéon de
500x y resolucion de 1920*1080p. Para diferenciar la presencia o ausencia de crecimiento
bacteriano se utilizaron 10 puL de solucion de cloruro de p-yodonitrotetrazolio (0.2
mg/mL) como indicador del crecimiento, después de 5 minutos de incubacion se verificd

la presencia de cambio de color rojo-rosado como indicador de crecimiento microbiano.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion fisicoquimica de las peliculas

1.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Se obtuvieron los espectros de las peliculas de quitosano, quitosano con
glutaraldehido, quitosano con particulas de cobre al 1%, quitosano con éxido del zinc al

5% y quitosano con particulas de cobre al 1% y 6xido de zinc al 5% (figura 4).

Q+ZnOCu

400 +
658

350 _- 28822876

+Cu 1645 1314 896
Q 1577 1378 896

2921

Transmitancia (u.a)

2919 2878

2925 5879

1374
0 1542 1407

T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NGmero de onda (cm™)

Figura 4. Espectro FTIR de las peliculas de quitosano y quitosano modificadas.

Las bandas caracteristicas del quitosano se observan a 3266 cm™ debido a la
vibracion de estiramiento de los enlaces O-H y N-H, 2925 cm™ y 2879 cm * asociados a
los grupos metilo (90). Ki y cols. observaron una banda a 2925 cm™ donde indicaron la

existencia de un anillo de piranosa de la cadena principal del quitosano y del grupo
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carbonilo de N-acetil-D-glucosamina de la quitina (91). Se observa una banda a 1638 cm”
! encontrada también por Subhani y cols. a 1636 cm™ atribuida a la vibracion de
estiramiento del grupo amida (amida 1) derivada de los residuos no desacetilizados del
quitosano (92). La banda observada a 1542 cm™ se atribuye al grupo amida Il. Las bandas
que se encuentran a 1407 cm™ y 1374 cm™ representan los modos de deformacion de los
enlaces CH, y CHs, a 1323 cm™ asignada a los grupos amida IIl, esta banda se usa
comUnmente para calcular el grado de acetilacion. Las bandas entre 1154 cm™y 1027cm”
! se asignan a C-O-C de los enlaces glucosidicos. Las bandas observadas en el intervalo
de 1155 y 800 cm™ son conocidos por ser vibraciones de estiramiento C-O del quitosano

(93).

En el espectro de infrarrojo de la pelicula de quitosano puro se observa una banda
1638 cm™ la cual sufrié un desplazamiento en la pelicula de quitosano entrecruzado con
GA a 1641 cm™ que pertenece al enlace C=0 formado durante la reaccion. Beppu y Cols.
informaron que la reaccién de entrecruzamiento entre el GA y los grupos amino del
quitosano mostraban un aumento a 1655cm, esta banda se sobrepondria con las de 1653
cm* obtenida en el quitosano sin entrecruzar (94). Cuando el quitosano se entrecruza con
el glutaraldehido la banda intensa a 1650 cm™ se atribuye a la amida | y al enlace imina
(95). Ademas, desaparecié la banda 1154 cm™ en la pelicula de quitosano con
glutaraldehido que se observa en la de quitosano sin entrecruzantes, lo que coincide con
lo reportado por otros autores (49). Adicionalmente se observa una disminucion de
intensidad y desplazamiento de la banda ubicada a 1542 cm™ observada en la pelicula de
quitosano respecto a la pelicula de quitosano entrecruzada con glutaraldehido encontrada
a 1569 cm™. Oyrton y cols. revelaron que el incremento de glutaraldehido en la secuencia
de quitosanos modificado caus6é un aumento en la intensidad de la frecuencia de enlace
etileno a 1562 cm™ (96). Chen y cols. compararon los espectros de quitosano, quitosano
con hidrato de acido silicotungstico (HAS) y quitosano con HAS entrecruzado con GA, y
observaron que la intensidad de la banda de los grupos hidroxilo para el quitosano con
hidrato de é&cido silicotungstico fue ligeramente mas intensa que en la muestra

entrecruzada con GA, esto indicaria que el GA hizo menos hidrofilica la muestra (97).
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Figura 5. Espectro FTIR del ZnO.

En el espectro FTIR del ZnO (figura 5) se observan bandas a 1149 cm™, 438 cm
1383 cm™y 333 cm™. En la pelicula de quitosano con éxido de zinc al 5% se detecté un
ligero cambio en las bandas de 3294 cm™, 2877 cm™, y un desplazamiento del pico 1648
cm? atribuido al modo de estiramiento O-H del grupo hidroxilo. Se observa la
desaparicion del pico 1407 cm™ encontrada en la pelicula de quitosano. También se
encuentra una banda a 660 cm™ la cual confirma la presencia de las particulas de 6xido de
zinc (98,99). Dobruka y Dugaszweska afirman que las bandas atribuidas a la vibracion del
enlace Zn-O-Zinc se encuentran en las bandas 400 cm™ a 600 cm™ (100); Abdolhossien
y cols. también encontraron una banda a 438 cm™ la cual confirmd la presencia de las
particulas de éxido de zinc (57). En un estudio realizado por Yousseff y cols. al comparar
la pelicula de quitosano puro con la pelicula de quitosano con éxido de zinc encontraron
unas nuevas bandas de absorcion a 500 — 800 y 580 cm™, estas fueron atribuidas a la

vibracién de los grupos O-Zn-0O respectivamente (66).
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Figura 6. Espectro FTIR de las nanoparticulas de Cu.

En el espectro por FTIR de las nanoparticulas de cobre, se encontraron bandas a
2918 cm™, 1557 cm™?, 1291 cm™, 994 cm™t, 856 cm™. Diversos estudios reportan que las
bandas registradas en el intervalo de 700-400 cm™ se asignan a las vibraciones Cu-O, lo
cual confirmaria la presencia de Cu20 (101,102). En este estudio se encontr6 una banda a
659 cm™ la cual coincide con la pelicula de quitosano y Cu (Figura 6). Ceja-Romero y
cols. encontraron esta banda a 572 cm™ (103). Maldonado y cols. observaron que la
presencia de nanoparticulas de cobre en la matriz de quitosano produce una disminucion
en la intensidad de la sefial asociada a las vibraciones de los grupos hidroxilo y amino
(OH/NH) de la cadena polimérica, la cual sefiala que es proporcional a la concentracion
de particulas afiadidas. Esto sugiere que las nanoparticulas de cobre y los iones Cu?*
liberados durante el mezclado en solucion interacttian con los grupos HO/NH de la cadena
de quitosano, favoreciendo la formacion de quelatos (104). Gritsch y cols. compararon
muestras de quitosano y quitosano con Cu y encontraron una disminucion en las bandas
amida y amina a 1650cm™ y 1600cm™ (89)
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Con respecto a las peliculas de quitosano con 6xido de zinc y particulas de cobre,
se encontraron diferencias en los espectros que se observan en las bandas de 1542 cm™ y
1407 cm™ los cuales disminuyen de intensidad cuando se afiaden las particulas de cobre y
el 6xido de zinc comparados con la pelicula de quitosano. Se observa que la banda 1648
cm? encontrada en la pelicula de quitosano con 6xido de zinc al 5% sufri un
desplazamiento a 1645 cm™ en la pelicula de quitosano con 6xido de zinc y cobre, esta
banda igual fue encontrada por Miri y cols., en el espectro de las nanoparticulas de zinc

quienes la atribuyen al modo de estiramiento de O-H del grupo hidroxilo (57).
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Figura 7. Espectro de FTIR de peliculas de quitosano.

Se realizo el célculo de N-acetilacion del quitosano siguiendo la formula de
Brugnerotto, tomando las bandas caracteristicas observadas en la figura 7 de la amida I11
localizada a 1323 cm™ y como referencia la banda de la amida secundaria a 1407 cm

(105). Finalmente, se obtuvo un grado de desacetilacion de 88.66%.
Grado de N-acetilacion = 31.92 (A1323/A1407)-12.2

Grado de desacetilacion= 100-11.34% = 88.66%
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1.2 Espectroscopia de Raman

Se presentan los espectros Raman de las peliculas de quitosano y quitosano
entrecruzado con glutaraldehido, quitosano con particulas de oOxido de zinc al 5%,
quitosano con particulas de cobre al 1% y quitosano con éxido de zinc al 5% y
nanoparticulas de cobre al 1% (Fig. 8).
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Figura 8. Espectro Raman de peliculas de quitosano y quitosano modificado

Las principales sefiales que se observaron en las peliculas de quitosano fueron
2930 cm™ atribuido a la vibracion de estiramiento v(CH,); 1604 cm™ asignado a la
vibracion de flexion en el plano 8(NHz); 1382 cm™ asignado a vibraciones combinadas de
flexion en el plano de varios grupos 8(CHz), 8(CH), 8(OH); 1093 cm™ atribuido a
vibraciones combinadas de grupos v(C-O-C) + v(¢) + v(C-HO) + v(C-CH) + 8(CH) —
p(CHz) + p(CHb).
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Figura 9. Espectro Raman de las particulas de 6xido de zinc

Se observan picos de las particulas de 6xido de zinc (figura 9) a 122 cm™, 333 cm, 385
cm?, 438 cm?, 542 cmt, 585 cm™®, 1106 cm™ty 1149 cm™. También se encontrd un pico
a 208 cm™ el cual es un pico caracteristico del zinc, se observé de igual manera en la
pelicula de quitosano y oxido de zinc, lo que confirma la presencia de ZnO en esta
pelicula; se observaron también desplazamientos de los picos en 320 cm™, 424 cm™ y 622
cm*. Miri y cols. encontraron una region de alta intensidad entre 300 cm™ y 600 cm?y
una region de baja intensidad entre 100 cm™ y 120 cm™ en el espectro Raman de particulas

de oxido de zinc, posiblemente debido a su estructura hexagonal (57).

1.3 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS) y analisis
elemental por energia dispersiva de rayos x (EDX)

Se llevé a cabo la caracterizacion por XPS y EDX de las peliculas de quitosano y

quitosano modificado. Los resultados se presentan a continuacién en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion elemental (% atomico) de peliculas de quitosano y quitosano
modificado, por XPS y EDX.

Q Q+GA Q+ZnO Q+Cu Q+ZnOCu
% XPS EDX XPS EDX XPS EDX  XPS EDX XPS EDX
C 88.59 52.64 77.52 62 87.28 64.69 85.6 58.62 87.93 55.13
(0] 11.41 41.73 18.63 38.01 11.09 33.54 12.63 38.82 11.4 41.73
N 563 3.85 1.63 1.72 1.77 2.5 3.12
ZnO 0.05 0.66
Cu 0.07 0.02

Se observa que el porcentaje de C se mantiene estable en todas las peliculas
analizadas con una ligera disminucion en la pelicula de quitosano con glutaraldehido y un

aumento del porcentaje de O en la misma pelicula comparada con las demas.

En el andlisis se observa que el N no fue detectado en la pelicula de quitosano ni
en la pelicula de quitosano modificado con particulas de cobre al 1% y 6xido de zinc al
5%.

No se observa Zn en la pelicula de quitosano modificado con 6xido de zinc al 5%,
sin embargo, si se observd en un 0.66% en la pelicula de quitosano con 6xido de zinc al

5% y particulas de cobre al 1%.

Tampoco se detectd ningin porcentaje de Cu en la pelicula modificada con
particulas de cobre al 1% ni en la de quitosano con particulas de cobre al 1% y éxido de
zinc al 5%, esto puede ser debido a que la concentracion de Cu afiadido a las peliculas es

muy baja o a que no se encuentra en la superficie.

En la tabla 2 se observa en el EDX el carbono como elemento predominante con
su valor mas alto de 64% en las peliculas de quitosano con particulas de zinc y en su valor
mas bajo de 52% en las peliculas de quitosano. Se encontrd oxigeno con una variacion de
33% a 41% en todas las peliculas analizadas. En menor porcentaje aparece el nitrogeno

con un porcentaje de 1.7% a 5.6%. Por ultimo, se observa el zinc con un 0.05% s6lo
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Pérdida de peso

detectado en la pelicula de quitosano con 6xido de zinc y el cobre en un 0.02% detectado

unicamente en la pelicula de quitosano con oxido de zinc y particulas de cobre.

En el EDX se observa que el C aumento de 52.64 a 62 en la pelicula de quitosano
al compararla con la pelicula de quitosano entrecruzada con glutaraldehido, de igual
manera se observa que el N desapareci6 en ésta Ultima. Oyrton y cols. afirman que la
presencia de glutaraldehido causa un incremento en el porcentaje de carbono, e hidrégeno
y una disminucién de la cantidad de nitrégeno con el grado creciente de glutaraldehido
(96). Sin embargo, Liy cols. observaron una disminucion del C en la pelicula de quitosano
con glutaraldehido (49).

1.4 Analisis Termogravimétrico (TGA)

En la figura 10 se pueden apreciar las graficas de pérdida de masa residual contra
temperatura y la derivada de la masa residual contra la temperatura del TGA realizado a
las peliculas de quitosano y quitosano modificado. Se utilizara la temperatura maxima y

el 50% de peso perdido para comparar la estabilidad térmica.
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Figura 10. Termogramas de TGA de peliculas de quitosano y quitosano modificado.
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Tabla 3. Degradacion térmica de las peliculas de quitosano y quitosano modificado.

Peliculas Ta Pérdida de masa al 50%
(°C) (°C)
Pelicula Q 276 358
Pelicula Q + GA 262 375
Pelicula Q + ZnO 251 338
PeliculaQ + Cu 247 348
Pelicula Q + ZnOCu 249 350

Consistente con estudios previos, ocurre una degradacién entre 250°C — 350°C
para las muestras con quitosano (92). En la gréfica derivada se observa que la temperatura
de degradacion de la pelicula de quitosano se da aproximadamente a los 276°C y se
observa un desplazamiento a temperaturas menores en las peliculas de quitosano
modificadas. Ki y cols. encontraron en el TGA de polvo de quitosano dos picos, uno
alrededor de 100°C y el segundo sobresaliente a 300°C, la primera correspondiente a la
vaporizacion de agua contenida en el polimero y la segunda a la pirdlisis de las principales
cadenas de quitosano y vaporizacion de los gases volatiles producidos (91). En estudios
anteriores se ha atribuido la pérdida de peso de la primera etapa principalmente a la
pérdida de agua, mientras que en la segunda y tercera etapa puede deberse a la ruptura de

la cadena principal y la descomposicién de las unidades de glucosa (49).

Cuando el quitosano se entrecruza con glutaraldehido se registra una Tq a 262°C;
y a 375°C la pérdida del 50% de masa Tabla 3, por lo que fue la pelicula con mayor
estabilidad térmica en las muestras analizadas, esto podria deberse al entrecruzamiento
entre el quitosano y el GA. Sin embargo, Li y cols. afirman que la estabilidad térmica del
quitosano con GA es menor que la del quitosano independientemente de la temperatura
(49).

Con respecto a el oxido de zinc al 5% y a las particulas de cobre al 1% la

temperatura de descomposicion disminuye en comparacion con las otras muestras, lo que
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indicaria una menor estabilidad térmica, cuando se adicionan estos metales. Esta

degradacion observada en todas las muestras analizadas se atribuye a la pérdida de CO..

1.5 Difraccién de rayos X (DRX)

Los cambios en la cristalinidad del quitosano son importantes no solo en términos
de degradacién del polimero y propiedades mecanicas, sino también en términos de
absorcién y angulos de contacto, que son cruciales durante la hidratacion o transporte del

farmaco (33).

Se observa el perfil de difraccion de rayos X del quitosano en la figura 11. El
quitosano tiene una celda unitaria ortorrombica con un pico principal a 20 = 9.6°, otro a
20 = 20.1° grados, y uno ultimo a 26 = 5.7°, lo que coincide con diversos articulos (49).
El pico del angulo a 26 = 20.1° es atribuido a la fase cristalina | y el &ngulo de mayor
intensidad a la fase cristalina Il, que presentan cadenas menos hidratadas y rigidas
dispersas en una fase amorfa (106).
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Figura 11. Patrén de difraccion de rayos X del quitosano y quitosano modificado.
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Se observa mayor intensidad en los picos 20 = 9.6° y 20 = 20.1° en la pelicula de
quitosano puro comparada con las demas peliculas, lo que podria indicar una mayor
cristalinidad en la pelicula sin modificar. Confirmando lo anterior por diversos estudios
que afirman que el entrecruzado reduce la cristalinidad de los polimeros al interferir en la

formacion de cristales (107).

Se observa una gran disminucion de la intensidad de los picos entre el quitosano
sin modificar y el quitosano entrecruzado con glutaraldehido. El pico a 26 = 20.1° casi
desaparece, lo que coincide con lo encontrado por Chuc y cols. (108). En un estudio se
observé la desaparicion de los picos caracteristicos del quitosano y la aparicién de un pico
débil en 20 = 15° en el quitosano entrecruzado con glutaraldehido. Esto puede atribuirse
a la deformacion del enlace de hidrégeno en el quitosano original debido a la sustitucion
de los grupos hidroxilo y amino (49). De igual manera, Chen y cols. encontraron una
disminucion en la cristalinidad de la membrana de quitosano y del hidrato de acido
silicotungstico al entrecruzarlos con GA (97). Por lo que concluye que la cristalinidad del

quitosano disminuye cuando se entrecruza con glutaraldehido.

En la pelicula de quitosano con 0xido de zinc se detectaron picos a 20 = 3.85°y
19.6° Se encontrd un ligero pico a 20 = 32.44° el cual fue también detectado en el estudio
de Beyene. Ellos obtuvieron patrones de DRX de ZnO sintetizado quimicamente y
encontraron picos de difraccion en 20 = 32.18°, 34.02°, 36.67°, 47.95° (59). Ai y cols.
encontraron en los patrones de DRX la presencia de ZnO en los picos a 26 = 31.3°, 36.2°,
47.5° y 56.6° que corresponden a los planos cristalograficos 110, 101, 102 y 110 (109).
El pico encontrado a 26 = 19.6° también fue observado por Youssef y cols., el cual esta
relacionado con la presencia de quitosano y todas las caracteristicas de las nanoparticulas
de ZnO (66).

En el patrén de difraccion de rayos X de las peliculas de quitosano modificadas
con Cu20, evidencia la presencia de este Gltimo debido al pico encontrado a 26 = 26.7°
correspondiente al plano cristalografico 110. En un estudio donde evaluaron la

estabilizacion de nanoparticulas de cobre y plata en solucién coloidal de quitosano
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modificado quimicamente, realizaron DRX de quitosano con cobre y los patrones
exhibieron picos agudos que se observaron en los angulos de 16.9°, 22.5° y 26.8° que
corresponden a los planos cristalograficos 110, 210 y 002 (110). En un estudio realizado
por Aguilar y cols. sobre iondmero de vidrio y nanoparticulas de cobre donde evaluaron
sus propiedades fisico quimicas, mecanicas y adhesivas, se encontraron planos en el
patron de DRX en 43.3° (111), 50.4° (200) y 74° (220) para el Cu y otro plano en 36°
correspondiente al plano 110 del Cu20 (111).

1.6 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Las imagenes por MEB (a una amplitud de 1500X), de las peliculas obtenidas se
presentan en la figura 12. Se observan superficies lisas en las peliculas de quitosano,
quitosano entrecruzado con glutaraldehido, quitosano con 6xido de zinc al 5% y quitosano
con particulas de cobre al 1%. La pelicula de quitosano con particulas de éxido de zinc al

5% y cobre al 1% se observa lisa de igual manera, pero con particulas de zinc y cobre en

la superficie, lo que puede deberse a la aglomeracion de las particulas agregadas.
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Figura 12. Imagenes MEB. (A) Quitosano de medio peso molecular, (B) Q entrecruzado
con GA, (C) Q con oxido de zinc al 5%, (D) Q con particulas de cobre al 1%, (D) Q con
6xido de zinc al 5% y particulas de cobre al 1%.

Li y cols. observaron una superficie rugosa y porosa del entrecruzado de quitosano y
glutaraldehido, lo que puede deberse a que el entrecruzamiento es insuficiente de
quitosano Yy glutaraldehido o de los grupos glutaraldehido injertados parcialmente en el

quitosano lo que indicaria que la reaccion se produce superficialmente (49).

Se sugiere que la presencia de menor contenido de nanoparticulas de cobre conduce
a evitar la deposicion masiva y aglomeracion de las particulas sobre la pelicula lo que

puede resultar en un recubrimiento uniforme (84).

De acuerdo con Subhani y cols. encontraron una superficie filamentosa y porosa
del quitosano purificado y sus derivados (92). Por su parte, Gritsch y cols. evaluaron
peliculas de quitosano y quitosano con Cu*2. Las muestras se caracterizaron por tener una

superficie homogénea y lisa (89), lo cual coincide con lo encontrado en nuestro estudio.

1.7 Medicién del angulo de contacto

Los angulos de contacto se usaron como una indicacion de hidrofilia en las
peliculas. En la figura 13 se observan los &ngulos de contacto medidos en agua destilada,

PBS y medio de cultivo (MC).

A Q-H,0 B Q-MC C Q-PBS
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Figura 13. Angulos de contacto de peliculas de quitosano y quitosano modificado.



Tabla 4. Angulos de contacto de las peliculas de quitosano y quitosano modificado.

Q Q+GA Q+ZnO  Q+Cu  Q+ZnOCu
H20 Promedio  88.29° 88.75° 89.01° 88.40°  89.51° +0.41
+0.33° +0.22° +0.39° +0.58°
MC  Promedio 88.60° 87.35° 103.33° 87.16°  88.41° +0.69
+0.54° +0.56° +22.72° +0.49°
PBS Promedio 88.41° 87.31° 89.00° 87.98°  89.01°+0.35
+0.33° +1.14° +0.53° +0.83°

Se puede observar en la Tabla 4 angulos de 88° y 89° al agregar agua destilada a
todas las peliculas analizadas. Se observaron muy pocas variaciones en los angulos de la
pelicula de quitosano al agregar H.O, MC y PBS. Los angulos encontrados por Naito y
cols. en las peliculas de quitosano con H.O fueron menores a 72° lo que los clasifica como
débilmente hidrofilicos (112). Baroudi y cols. observaron un aumento en la absorcion
significativamente durante la primera hora y después de eso las peliculas de quitosano se
convirtieron en gel y se disolvieron gradualmente; esto puede atribuirse a la mayor
habilidad de quitosano para formar enlaces de hidrogeno con moléculas de agua
destruyendo asi las interacciones intermoleculares en las cadenas de quitosano, por lo que
al momento de depositar las gotas de agua en las membranas de quitosano fueron

absorbidas inmediatamente (33).

La pelicula en la cual se registré un mayor angulo de contacto al agregar medio de
cultivo fue la de quitosano con 6xido de zinc al 5% con 103° esto puede deberse a que al
agregar las particulas de 6xido de zinc disminuye la hidrofilicidad de la pelicula. Las
peliculas més hidrofilicas fueron las entrecruzadas con GA con 87° en medio de cultivo,
esto coincide con lo encontrado en el estudio de Chuc y cols. (108) , al igual que las de

quitosano con cobre al 1%.
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Se observa un ligero aumento del angulo de contacto al utilizar H2O en la pelicula
de Q con GA al compararla con la pelicula de quitosano sin modificar. Sin embargo, la
diferencia es muy reducida para afirmar que la pelicula con GA es méas hidr6foba. Beppu
y cols. compararon membranas de quitosano y quitosano entrecruzado con glutaraldehido,
y concluyeron que el entrecruzamiento con glutaraldehido hace que el quitosano se vuelva
mas hidréfobo. El entrecruzamiento con glutaraldehido hace que la membrana sea mas
hidréfoba ya que los grupos amino estan bloqueados con cadenas alifaticas (94). Asi
mismo, Chen y cols. observaron en sus membranas de quitosano e hidrato de acido
silicotangstico que el angulo de contacto aumento al agregar glutaraldehido, lo que indica
una disminucion en la hidrofilia al entrecruzar con GA. Esto fue atribuido a una
disminucion de los grupos hidrofilicos -OH o -NHz en las membranas como resultado de
la reaccion entre los grupos -OH o -NH y los grupos aldehido del GA (97). En la pelicula
de quitosano con zinc y H20 se observa un angulo de 89.01°, en la de quitosano con cobre
de 88.40° y en la de quitosano con zinc y cobre de 89.51°. Por lo que la adicién de metales

como el cobre podria volver a la pelicula de quitosano mas hidrofilica.

Al agregar PBS en la pelicula de solo quitosano se observa un angulo de 88.41°,
este angulo disminuyd a 87.31° al agregar GA. Se observa un mayor angulo de contacto
con 89° en las peliculas con 6xido de zinc y en las de 6xido de zinc con particulas de
cobre. Las mas hidrofilicas fueron las entrecruzadas con glutaraldehido y la de quitosano
con particulas de cobre, ambas con 87°. La actividad antibacteriana de Q-GA puede
deberse a su alta hidrofilia (49).

Al parecer no ocurre una variacion significativa en la humectabilidad de la pelicula
de quitosano al agregar las particulas de cobre, los valores se observaron entre 87°y 89°.
Confirmando lo encontrado por Gritsch y cols. los cuales no encontraron diferencias
significativas en los angulos de contacto del quitosano y sus versiones modificadas con
cobre que estuvieron en el rango de 75° y 90°. Sin embargo, aparecen cambios en los
angulos de las muestras de quitosano a lo largo del tiempo a la mitad de su valor inicial,
lo cual no ocurre en las muestras con cobre, se atribuye este comportamiento a que la

quelacién del mismo ion cobre por dos cadenas de quitosano adyacentes induce un
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entrecruzamiento de la matriz de polisacarido que es capaz de reducir las grietas en la

superficie de la muestra (89).

Se sabe que el angulo de contacto es mayor para superficies mas rugosas que para
superficies mas lisas (113). Es importante mencionar que los angulos de contacto
observados en este estudio se tomaron desde la superficie secada al aire, esto quiere decir

una superficie rugosa, por lo que pudo influir en los resultados.

1.8 Ensayo de difusion en agar para determinar la actividad antibacteriana contra el
Staphylococcus aureus y S. typhimurium

En la Tabla 5 se observan los resultados de las pruebas antimicrobianas de las
peliculas de quitosano y quitosano modificado contra Staphylococcus aureus y S.
typhimurium.

Tabla 5. Resultados de las pruebas antimicrobianas de las peliculas de quitosano y

quitosano modificado

Pelicula Microorganismo Actividad Evidencia

antimicrobiana

Staphylococcus ;
Q Negativa
aureus ‘

1 DIV =0.1mm
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Q +GA

Salmonella

typhimurium

Salmonella
typhimurium

Positiva

Positiva
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Q+2Zn0O

Salmonella

typhimurium

Salmonella

typhimurium

Positiva

Positiva
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Salmonella Positiva

typhimurium

Q +2Zn0OCu

‘‘‘‘‘‘

i
A

1 DIV =0.1mm

No se encontr6 actividad antimicrobiana en las peliculas de quitosano puro contra
Staphylococcus aureus. Por el contrario, en un estudio realizado por Imani y cols. se
confirmé una adecuada eficacia antibacteriana del quitosano contra S. aureus como
medicamento para pulpectomia de dientes temporales (43). En contraste en las peliculas
de quitosano puro, contra S. Typhimurium si se encontro actividad antimicrobiana. Lo cual
coincide con los resultados encontrados por Hu y cols. quienes reportan que el uso de
quitosano puro reduce significativamente los recuentos de bacterias como Salmonella
(114). Erickson y cols. encontraron resultados similares, de un spray de quitosano y acido

acético contra este microorganismo (115).

En las peliculas de quitosano entrecruzado con glutaraldehido se encontrd
actividad antimicrobiana contra S. aureus y S. typhimurium, esto puede atribuirse a la
interaccion entre las moléculas de Q-GA cargadas positivamente y las membranas
bacterianas cargadas negativamente (116). Sehmi y cols. mencionan que el glutaraldehido
no es activo contra las células bacterianas cuando se encuentra en soluciones acuosas

acidas, sin embargo, cuando se activa a pH 7.5-8.5 la solucion se vuelve biocida (44).

No se encontrd actividad antimicrobiana de la pelicula de quitosano con 6xido de
zinc contra S. aureus, pero si se observo contra S. typhimurium. Chekne y cols. evaluaron
el efecto antibacteriano de la fraccion de globulina gamma unida y de los cationes libres
de cobre y zinc aplicados a cultivos de S. aureus. Los cationes libres de cobre, asi como
los de cobre unidos por la y-globulina sérica dieron como resultado un efecto bactericida

completo después de 4 horas de observacion. Por otro lado, los cationes de zinc realizan
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actividad bacteriostatica solo unidos a gamma-globulina por lo tanto, los cationes libres
de zinc no tuvieron efecto bacteriostatico contra S. aureus (117). Valencia y cols.
evaluaron el efecto antimicrobiano de quitosano comercial en estado liquido y estado
solido contra Staphylococcus aureus. El quitosano no mostré un efecto antimicrobiano
contra este organismo en ninguno de los dos casos (39). Brathi y cols. reportaron que su
nanocpmpuesto de quitosano y ZnO mostré una mayor actividad antimicrobiana contra
los patdgenos bacterianos Gram negativos comparada con los Gram positivos (53). Por el
contrario, Youssef y cols. si encontraron actividad antimicrobiana de las peliculas de

quitosano con éxido de zinc contra ambas bacterias, s. aureus y s. typhimurium (66).

En la pelicula de quitosano con cobre al 1%, no se observd actividad
antimicrobiana contra S. aureus pero si contra S. typhimurium. Nuestros resultados
difieron de lo reportado por Brahma y cols., quienes evaluaron un complejo de cobre
contra S. aureus, bacteria Gram positiva, y encontraron actividad antimicrobiana (82). Li
y cols. hacen mencion a las concentraciones de Cu, ellos afirman que si estan debajo del
valor critico no mostrarian propiedades antibacterianas porque las bacterias son buenas
para controlar los niveles de cobre, lo que podria explicar los resultados de este estudio,
por el contrario, si se excede el valor critico de Cu la actividad antibacteriana mejoraria
(83). También Isobe K hace referencia que las bacterias Gram positivas tienen una capa
de peptidoglicano (50-60mm) debajo de la membrana celular y se sabe que esta capa
ayuda a las bacterias a superar el estrés fisico, por lo que se cree que esta capa de pared

celular reduce la penetracion de iones metalicos toxicos (35,118).

Los resultados de diversos estudios mostraron que las bacterias Gram negativas
eran mas sensibles al quitosano cargado con iones metalicos. Probablemente se debid a
las diferentes caracteristicas de las superficies de las células. Ya que la carga negativa en
la superficie celular de las bacterias Gram negativas fue mas alta que en bacterias Gram
positivas (36). Chung y cols. también llegaron a la conclusion que las bacterias Gram
negativas fueron mas susceptibles que las bacterias Gram positivas. Lo que podria ser
debido a la mayor hidrofilicidad de las bacterias Gram negativas, torndndolas mas

susceptibles al quitosano en medio liquido (37).
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Por Gltimo, tampoco se encontro efecto antimicrobiano de la pelicula de quitosano
modificado con oOxido de zinc al 5% Yy cobre al 1% contra S. aureus. Por el contrario,
Yasuyuki y cols. encontraron usando el método de contacto que los metales Cu y Zn
mostraban propiedades antibacterianas contra bacterias Gram positivas como el S. aureus.
Los estudios proporcionaron evidencia de toxicidad por metales y mortalidad bacteriana
(119).

Para S. typhimurium si se encontrd actividad antimicrobiana en esta ultima pelicula
de quitosano modificado con 6xido de zinc y cobre. Estos resultados coinciden con
diversos estudios, en donde se ha encontrado al Cu cobre potencial agente antimicrobiano
contra S. typhimurium (120,121). Asi mismo, Karbowniczek y cols. encontraron actividad

antimicrobiana de nanoparticulas de ZnO contra este microorganismo (61).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en la caracterizacion de las peliculas de
quitosano y quitosano modificado, se puede concluir que existe entrecruzamiento de
quitosano con el glutaraldehido, y se evidencia la modificacion del quitosano al al afiadir
el 6xido de zinc y las particulas de cobre, esto se comprueba con mediante las técnicas de
FTIRy TGA.

En el analisis de XPS encontramos que el porcentaje de carbono se mantuvo
estable en todas las peliculas. No se observa Zn en las peliculas de quitosano con 6xido
de zinc al 5%, sin embargo, si se observa Zn cuando se afiade cobre en la pelicula de
quitosano con oxido de zinc al 5% y cobre al 1%. No se observd Cu en ninguna de las
peliculas, esto puede deberse a la baja concentracion empleada, sin embargo, si se

encontré Cu cuando las muestras fueron analizadas por EDX.
Las imagenes por MEB muestran una superficie lisa en todas las peliculas.

Mediante DRX observamos los picos caracteristicos del quitosano, los resultados
de este estudio muestran una disminucion en la intensidad de los picos del quitosano al

agregar entrecruzantes y nanopartl'culas.

En la medicién de angulo de contacto la pelicula de quitosano con 6xido de zinc
analizada con el medio de cultivo mostré una mayor hidrofobicidad, es decir, un mayor

angulo de contacto.

Por Gltimo, se encontro actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus en
la pelicula de quitosano entrecruzado con glutaraldehido. Sin embargo, no se encontrd
actividad antimicrobiana en las peliculas de quitosano puro ni en las peliculas de quitosano
modificado con éxido de zinc al 5% y nanoparticulas de cobre al 1%. Se le atribuye la
falta de actividad antimicrobiana del cobre y 6xido de zinc al bajo valor afiadido a las
peliculas. Sin embargo, si se encontrd actividad antimicrobiana contra Salmonella en
todas las peliculas de quitosano y quitosano modificado con oxido de zinc al 5% y cobre
al 1%. Por lo que se concluye que el quitosano si tiene efecto antimicrobiano, se

recomienda realizar estudios futuros para aplicaciones médicas y odontologicas.
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