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RESUMEN

Objetivo: determinar una ecuacion que omita el paso de la experimentacion y verifique
la interaccién de la bacteria GRAM NEGATIVA (Escherichia Coli) con el é6xido de grafeno
(GO), evaluando sus propiedades bactericidas al tener configuradas sus estructuras
moleculares. Método: Cuasi experimental. Resultados: El 6xido de grafeno es un
material prometedor para aplicaciones biomédicas ya que al funcionalizarse puede
dirigirse a las células donde debe ejercer su accion, ademas de eliminarse de manera
rapida en el organismo. Las propiedades bioldgicas de los derivados de grafeno ain no
son examinaron a fondo, por lo tanto, su citotoxicidad debe estudiarse en profundidad.
Conclusion: El oxido de grafeno genera mejores resultados al tener un disco de
sensibilidad de bacteria con buen proceso de aislamiento.

Descriptores: Escherichia coli; Proteinas de Escherichia coli; Experimento de
Laboratorio. (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Objective: to determine an equation that omits the experimental step and verifies the
interaction of GRAM NEGATIVE bacteria (Escherichia Coli) with graphene oxide (GO),
evaluating its bactericidal properties by having its molecular structures configured.
Method: Quasi-experimental. Results: Graphene oxide is a promising material for
biomedical applications since when functionalized it can be directed to the cells where it
should exert its action, besides being eliminated quickly in the organism. The biological
properties of graphene derivatives have not yet been thoroughly examined, therefore,
their cytotoxicity should be studied in depth. Conclusion: Graphene oxide generates
better results by having a bacterial sensitivity disk with good isolation process.

Descriptors: Escherichia coli; Escherichia coli Proteins; Laboratory Experiment. (Source:
DeCS).
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INTRODUCCION

La evaluacion de las propiedades antibacterianas del 6xido de grafeno se basa en cultivos
celulares estaticos in vitro realizados con placas de pocillos multiples (macroescala) (1)
(2). Este tipo de cultivo celular se caracteriza por un crecimiento celular bidimensional
(2D) (monocapa). Las células cultivadas como una monocapa sobre un sustrato sintético
en condiciones estaticas no imitan el entorno celular natural. Ademas, la morfologia y las
rutas metabolicas de las células cultivadas in vitro difieren de las que se presentan en las
células del cuerpo humano (3) (4) (5).

Ante esta necesidad, el presente trabajo de investigacion tiene por objetivo determinar
una ecuacion gue omita el paso de la experimentacion y verifique la interaccion de la
bacteria GRAM NEGATIVA (Escherichia Coli) con el 6xido de grafeno (GO), evaluando

sus propiedades bactericidas al tener configuradas sus estructuras moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se adquirié polvo de grafito con un tamafio de particula <20 um vy trifenilfosfina (PPh3,)
de Sigma-Aldrich. Todos los reactivos quimicos necesarios para la preparacion de GO.
Adquirido en el departamento de nanotecnologia YACHAY TECH.

Material de Laboratorio para antibiograma del Hospital IESS Latacunga — Ecuador.

Sintesis de ecuaciones utilizando Dinamica de Particulas.

Métodos

La investigacidon es de tipo cuasi experimental (6), basada en el estudio de las
caracteristicas de la membrana de una bacteria GRAM negativa junto a modelos
matematicos y espectroscopicos que describen las propiedades antibacteriales del
grafeno. Tras la reduccién del grupo funcional de la estructura del grafeno se demuestra

el comportamiento antibacteriano de forma experimental. En base a los resultados
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obtenidos, se afirma que el comportamiento es eficaz para un sin nimero de bacterias ya

sean gran positivos o negativas.

Sintesis de 6xido de grafeno (GO)

GO se sintetizO a partir de polvo de grafito utilizando el enfoque de Hummers con una
ligera modificacion. Tipicamente, se mezclaron 4 g de grafito y 2,5 g de NaNO3, seguido
de la adicion de 100 ml de H2SO4 concentrado. La mezcla se sometié a ultrasonidos
durante 30 minutos y se agité durante un periodo de 4 h, manteniendo la temperatura a
aproximadamente 5°C usando un bafio de hielo. Luego se afiadieron gradualmente 12 g
de KMnO4 manteniendo la temperatura de la mezcla por debajo de 15 ° C bajo agitacion
constante.

La mezcla se agité durante 24 ha 35 ° C y la solucion resultante se diluy6 afiadiendo 200
ml de agua. Para reducir el KMnO4 residual y el MnO2, la suspension resultante se traté
adicionalmente con 20 ml de solucion de H202 al 30%. La mezcla obtenida se lavo
sucesivamente con HCIl y con agua destilada muchas veces hasta que el pH de la
solucién se volvié neutral. La mayor parte del agua se eliminé mediante secado en horno
a 65 ° C durante 36 h.

Sintesis del nanohibrido GO - Ag

El nanohibrido GO-Ag se prepar6 mediante una estrategia simple de dos pasos.
Brevemente, se dispersaron 20 mg de GO en 60 ml de PPh3 seguido de sonicacion
durante 1 h. Después de eso, la mezcla se calenté a reflujo bajo agitacion vigorosa
durante 24 horas a 200 ° C. Se preparo otra solucion disolviendo 1,4 mg de AgNO3 en
20 ml de PPh3, y luego se afadio a la suspension GO-PPh3. Después de la
ultrasonicacion durante 30 minutos, la mezcla se mantuvo durante 24 horas a 80 ° C bajo
agitacién continua en un sistema de reflujo hasta que el color de la suspensién se volvio

negro-verde indicando la formacion de particulas de Ag. El producto final se centrifug6 a
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4000 rpm durante 1 hora y se lavo con etanol diez veces. Finalmente, el nanohibrido GO-

Ag se seco al vacio a 80 ° C durante 24 h.

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los nanohibridos GO y GO — Ag se evalu6 contra doce
especies diferentes de gramnegativos (Escherichia coli, Serratia marcescens, Shigella
sp, Salmonella sp, Serratia liquefaciens, Proteus sp, Enterobacter cloacae, Pseudomonas
aeruginosa) y bacterias Gram-positivas. Usando el método de difusibn en agar, las
especies bacterianas se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) a 37 ° C durante 24 h. Las
suspensiones de células bacterianas se diluyeron con agua fisiolégica (0,1%) hasta que
se alcanz6 una concentracién de 106 UFC / ml. Con un hisopo estéril, la suspension
bacteriana se sumergio en los indculos y se rayo sobre la superficie de las placas de agar
MH. Luego, se colocaron alicuotas de 25 L de soluciones GO y GO-Ag (50 pg / ml) en
la superficie de cada placa inoculada usando pinzas estériles y las placas se incubaron a
37 ° C durante 24 h. La formacién de halos transparentes en la superficie del medio (zona

de inhibicion) indica el efecto antimicrobiano de las muestras a analizar.

Actividad antibacteriana dependiente del tiempo y de la concentracién.

El método de la placa de extension se utilizdé para investigar el efecto del tiempo de
contacto y la concentracion sobre la actividad antimicrobiana del nanohibrido GO-Ag
contra Gram-negativas (Escherichia Coli). Para estudiar el efecto del tiempo de contacto
y la concentracion de nanohibrido GO — Ag en la actividad microbiana, se realizé el mismo
protocolo experimental con nanohibrido GO — Ag, excepto que el tiempo de incubacion
fue de 4 h en lugar de 2 h para estudiar el efecto del tiempo de contacto. El efecto de la
concentracion sobre la actividad antimicrobiana. La pérdida de la viabilidad de las
bacterias (%) se determind por los recuentos de colonias de acuerdo con la siguiente

formula:
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_ Nc—Nt
Ne

LV 100 [1]

donde:
LV: es la pérdida de viabilidad bacteriana
Nc: es el numero de colonias en las placas de Petri de control

Nt: es el nimero de colonias en las placas de Petri tratadas.

El nimero de colonias en las placas de Petri de control y tratadas se contd en la misma
proporcion de dilucion. Para observar la morfologia de E. coli, las suspensiones celulares
se pasaron a través de una membrana de baja porosidad (0.22 um). Las particulas se
retuvieron en la superficie del filtro y se fijaron con glutaraldehido y tetréxido de osmio,
seguido de secado al aire. Finalmente, la morfologia de las células de E. coli se examiné
con el microscopio electrénico de barrido NEOSCOPE.

Dinamica Molecular y Farmacodinamia

En el aspecto cuantitativo se tabularon los datos con mayor afinidad a comportamiento
antibacterial, considerando su dosis y el método utilizado. Los resultados seran utilizados
para su posterior andlisis espectral con el fin de desarrollar ecuaciones que el
comportamiento antibacterial sobre la bacteria Escherichia Coli. Para ello se utiliza

Dinamica Molecular, Farmacodinamia, software SIESTA.

Figura 1. Simulacion de la molécula de grafeno en el Software.
Elaboracion: Los autores.
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Demostracion experimental en Laboratorio
Mediante el aislamiento de la bacteria Escherichia Coli durante tres dias utilizando el
meétodo de estiramiento, posterior se realizé antibiograma en incubadora a 36 °C durante

dos dias. Demostrando sensibilidad de la bacteria al 6xido de grafeno.

RESULTADOS

Actividad antibacteriana de los nanohibridos GO y GO-Ag con la bacteria E Coli (7) (8)
(9) fueron muy prometedores; Se observé un circulo transparente que indica que hubo
una inhibicidbn en otras especies evaluadas como bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. Esto refleja el gran efecto antibiético del nanohibrido GO-Ag, especialmente
contra las bacterias Gram negativas, aunque se us6 en una concentracion baja. Estos
resultados son contrarios a los obtenidos para otras bacterias (10) (11) (12).

Estos resultados también mostraron que no se observd ningun efecto inhibidor de GO
contra la misma especie previamente probada. Esta resistencia podria atribuirse a la baja
cantidad que no alcanzd la concentracion inhibitoria minima (MIC). A pesar del hecho de
gue muchos estudios han confirmado la alta toxicidad bacteriana de GO contra varias
cepas bacterianas.

Esto se ajusta a los resultados de muchos estudios informados. Las teorias citadas
aclaran el efecto de citotoxicidad de los nanotubos de carbono contra las células
bacterianas. Segun esta teoria, el mecanismo de accion se produce en tres pasos:
adhesion de células bacterianas en nanoesferas de grafeno, perforacion fisica de la
membrana celular, en otras palabras, estrés de membrana y, en tercer lugar, la aparicion
de estrés oxidativo (13) (14) (15) (16).

El efecto del segundo paso depende del tipo de especie (Gram-positivo o Gramnegativo),
mientras que el tercer paso esta fuertemente relacionado con la estructura electronica del
material, cuanto mas material es un buen controlador actual, mayor es su efectividad

antimicrobiana es fuerte, esto es apropiado para la situacién estudiada, donde el proceso
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de oxidacién del grafito conduce a una disminucién en el nivel de transferencia de
electricidad del GO producido (17), lo que reduce su efectividad biologica, especialmente
si se usa con baja concentracion, lo que explica su inercia biolégica y su incapacidad para
detener la proliferacion de bacterias durante el primer experimento (18) (19) (20).

En consecuencia, este contacto provoca un aumento en el efecto del estrés oxidativo, asi
como la perforacion mecénica de la pared celular por los bordes agudos de GO,
especialmente para las especies Gramnegativas cuya pared celular esta formada por una
sola capa delgada de peptidoglicano.

Sin embargo, la E. coli toma una forma inusual e irregular que confirma la perforacion y
la ruptura de la pared celular, que es su funcibn mas importante que garantiza la
integridad de las bacterias y mantiene su forma (21) (22) (23). Esto refleja también los
resultados encontrados en los primeros experimentos donde la mayoria de las especies
que exhiben una sensibilidad contra el nanohibrido GO-Ag son los de las bacterias Gram-
negativas. Estos resultados confirman la proporcionalidad entre el aumento del tiempo
de contacto y la concentracion con el efecto antibacteriano. La dindmica de las particulas
puede ser demostrada aplicando la integracion de la segunda ley de Newton en espacios
limitados, valores discretos los cuales al ser sumados y analizados como el
comportamiento de las vibraciones del 6xido de grafeno.

Analiticamente se considera que la eficacia es de mayor importancia a la potencia dato
que ayuda a utilizar termodinamica estadistica con el fin de obtener ecuaciones que
pueden predecir el movimiento de los atomos de la membrana de una bacteria. Este
estudio omite el andlisis experimental para un numero determinado de bacterias como,
por ejemplo, el helicobacter pylori (24) (25) (26).

Los datos obtenidos por experimentacion al interactuar Oxido de grafeno reducido con
Escherichia Coli, ayuda a describir el comportamiento del grafeno en Helicobacter Pylori

utilizando el método de Dinamica Molecular y simulaciones de membrana. Donde a cada
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complejo BACTERIA-OXIDO DE GRAFENO REDUCIDO se lo considera como un
paquete de informacién. Sus ecuaciones se describen de la siguiente forma:
F=ma=-WW [2]
Donde, la fuerza de los &tomos que constituyen la membrana de la bacteria depende de
la composicidon y campo de fuerza de la estructura completa. Al integrar la ecuacién se

obtiene

V(r)= Z kb(b_bo)2+ Zke(9_90)2

enlaces angulos
2
+ 2 k,@+Cos(ng—g))+ >k, (w—wo) [3]
diedrico incorrecto
12 6
O O o
D A e B N EY 49,
no.enlazados rij rij no.enlazados € p rij
pares(i, j) pares(i, j)

Esta ecuacion describe el comportamiento de la membrana de una bacteria en un tiempo
de 2 ns, considerando los angulos de distribucién de toda la estructura de la membrana
de la bacteria. Se considera que su integracion en 2 ns es suficiente para considerar un
muestreo de las vibraciones mas pequefias de los atomos pesados y ligeros de la

estructura.

Resultados mediante experimentacion en el Laboratorio

El 6xido de grafeno como resultado al antibiograma genera un halo de inhibicién
especifico y tangible debido al tamafio de la molécula y su polaridad (27) (28) (29) (30).
Al compararlo con otros antibioticos se observé que su peso molecular atribuye que el

oxido de grafeno tendra mayor capacidad de inhibicion.
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Figura 2. Procedimiento de antibiograma con oxido degrafeno.
Elaboracion: Los autores.

CONCLUSIONES

Se investigo la actividad antibacteriana del nanohibrido GO-Ag contra los dos tipos de
cepas de bacterias, Gram-positivas y Gram-negativas, y se obtuvieron resultados
prometedores. Sin embargo, los efectos contradictorios observados con respecto a la
sensibilidad del mismo tipo de bacterias Gram contra el nhanohibrido GO-Ag nos lleva a
intensificar la investigacion en esta vasta y compleja area para lograr una comprension
clara y precisa del mecanismo antibacteriano de este nanohibrido. Ademas, queda otra
pregunta si esta propiedad esta reservada cuando se incorpora este nanohibrido en
diferentes matrices, que exactamente se investigara en futuros estudios.

El nanohibrido GO — Ag se sintetiz6 con éxito mediante una conveniente estrategia
permitiendo realizar los calculos cuanto-mecanicos de la interaccién del H2 en grafeno
puro utilizando y el software SIESTA y los modelos moleculares del 6xido de grafeno.

El estudio de termodinamica clasica y experimentacion de la interaccion bacterias gram-
con 6xido de grafeno fueron necesarios para poder desarrollar una ecuacion matematica

que simplifique la parte experimental del proceso de confirmacién bactericida.
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El 6xido de grafeno es un material prometedor para aplicaciones biomédicas ya que al
funcionalizarse puede dirigirse a las células donde debe ejercer su accidén, ademas de
eliminarse de manera rapida en el organismo. Las propiedades bioldgicas de los
derivados de grafeno aun no son examinaron a fondo, por lo tanto, su citotoxicidad debe
estudiarse en profundidad.

El 6xido de grafeno genera mejores resultados al tener un disco de sensibilidad de
bacteria con buen proceso de aislamiento. Para mejores resultados se utilizara a futuro,

diferentes métodos.
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