UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Trabajo de Tesis Doctoral:

“Nanotecnologias ecocompatibles
para aplicaciones en biomateriales
de titanio”

Tesista: Lic. Ariel Gonzalez

Directoras: Dra. Monica Ferndandez Lorenzo

Dra. Patricia Schilardi

Aino: 2024



El presente Trabajo de Tesis para acceder al grado de Doctor de la Facultad
de Ciencias Exactas area Ciencias Quimicas, fue realizado en los grupos
IMBioMat (Interaccion de Medios Biologicos y Materiales) y NanoSBio
(Nanosuperficies  Biofuncionales) pertenecientes al Instituto de
Investigaciones Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas (INIFTA), Facultad de
Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata y CONICET, bajo
la doble direccion de las Dras. Monica Ferndndez Lorenzo y Patricia
Schilardi.




Agradecimientos

Quiero comenzar agradeciendo a las instituciones que hicieron posible este suefo:

- A la Universidad Nacional de La Plata y a la Facultad de Ciencias Exactas,
por mi formacion de posgrado.

- Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET),
y a la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnologica por haberme
otorgado el financiamiento y becas doctorales para que pudiera realizar este
trabajo de tesis.

- Al INIFTA y todo su personal.

Ahora, les toca a aquellas personas que recorrieron dia a dia el sinuoso y feliz

camino que concluye con este trabajo final:

A mis directoras Monica y Patricia por la ensefianza, paciencia y apoyo cientifico

brindado.

A todos mis compafieros y compaieras de trabajo del IMBioMat y NanoSBio

presentes y pasados que son parte de mi formacion y de este trabajo final de posgrado.

Gracias a mi familia por haberme acompafiado en este tiempo a recorrer este
camino que me trajo desde Mar del Plata a La Plata y no sabremos donde terminara.
Gracias infinitas por confiar siempre en mi y por compartir mi alegria de haber sido el
primer egresado universitario de la familia y ahora el primer doctor. Nada de esto hubiera
sido posible sin su apoyo incondicional; gracias, Mama y Pap4, aunque hoy ya no estén

para verme tan feliz.

Gracias a mi hermano Adridn y mi cufiada Jessica por los hermosos momentos
compartidos, especialmente durante mis visitas a Mar del Plata en estos ultimos afios.

Gracias por su apoyo en mis aventuras cientificas.

Gracias a mis sobrinas, Rocio y Nazaria, por el apoyo y las vivencias que
compartimos durante estos 5 afios viviendo en la misma ciudad, por primera vez en

nuestras vidas.

En especial quiero agradecer a mi pareja, Blas, que me apoy6 desde el primer dia
cuando decidi mudarme a La Plata y hemos sostenido una hermosa relacion personal y

profesional sin que la distancia fuera un problema.




Gracias a todos mis amigos y amigas por despejarme del trabajo tantos fines de
semanas y vacaciones, y por hacer mi vida mas divertida. Gracias por apoyarme y

motivarme siempre con mi profesion y vocacion.

aminante no hay camino, se hace camino al andar”

Ariel




Resumen

El aumento de la tolerancia y el desarrollo de resistencia a los antibioticos por
parte de las bacterias ha producido un incremento general de las infecciones
intrahospitalarias, entre las que se destacan, por su frecuencia, las infecciones asociadas
a materiales implantables. Para combatir bacterias multirresistentes se han propuesto
alternativas innovadoras a tratamientos tradicionales, como la utilizacién de productos
nanotecnologicos, ya sean nanopeliculas (NPe) o nanoparticulas (NPa) metalicas con
actividad antimicrobiana. Sin embargo, las sintesis tradicionalmente empleadas para
fabricar estos nanoproductos utilizan o producen reactivos y solventes toxicos para la
salud y contaminantes del medio ambiente. Surgen asi, como nueva alternativa, las
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nanotecnologias ecocompatibles (NEC) o “verdes” que utilizan agentes naturales,
ampliamente disponibles en la naturaleza y en los desechos de la industria agricola, para

sintetizar NPe y NPa metdlicas sin producir o utilizar agentes toxicos ni contaminantes.

Dentro de las NEC, las mas utilizadas son aquellas que emplean fitocompuestos
fenolicos, ya que los mismos presentan comprobada actividad antimicrobiana,
antioxidante, anticancerigena y antiviral, entre otras. Ademas, dichos compuestos
fenolicos son componentes principales de muchos aceites y extractos naturales, como por
ejemplo los obtenidos de tomillo, romero, eucalipto, etc. La utilidad de estos
fitocompuestos fendlicos se debe a que su estructura quimica les confiere buenas
propiedades reductoras que permiten sintetizar NPa de Ag, Au o Cu sin la necesidad de
utilizar reactivos toxicos y contaminantes. Ademas, la estructura fenolica de estos
compuestos también les otorga la capacidad de adsorberse o polimerizar sobre superficies
metalicas (T1, Cu, Mg, otros) formando NPe que se anclan a la superficie por procesos de
adsorcion/autoensamblado espontdneo, por coordinacion con iones metalicos o por

técnicas electroquimicas.

En el presente Trabajo de Tesis se plantea la hipdtesis de que es posible desarrollar
productos nanotecnoldgicos antimicrobianos y citocompatibles para ser utilizados en
biomateriales de Ti, empleando fitocompuestos puros y extractos naturales, reduciendo o
eliminando el empleo de reactivos toxicos y contaminantes. Con este fin, se evaluo la
capacidad de fitocompuestos fenolicos isoméricos como el timol y carvacrol
(constituyentes principales de aceites esenciales de tomillo y orégano) para desarrollar

NPe sobre discos de Ti para uso quirtrgico (grado II) y se analizd tanto su actividad




antimicrobiana como su citocompatibilidad y actividad osteogénica. También se
emplearon acido gélico y pirogalol para fabricar NPe de tipo de redes hibridas metal-
fenolicas (MPN) en coordinacion con iones Mg?* sobre la superficie de Ti. Asimismo, se
utilizaron el acido galico y un extracto natural de té verde como agentes reductores para
sintetizar NPa de Ag (NPaAg) y se comprob¢ la actividad antimicrobiana. Finalmente, se
desarrollaron superficies multifuncionales de Ti a partir de la combinacion de NPe +
NPaAg para evaluar efectos antimicrobianos sinérgicos y su citocompatibilidad y

actividad osteogénica.

Los resultados obtenidos permiten concluir que es posible fabricar NPe de
fitocompuestos fendlicos sobre superficies de Ti a través de diferentes técnicas
empleando tecnologias NEC. Las NPe de timol y carvacrol confieren actividad
bactericida a la superficie de Ti contra cepas de Staphylococcus aureus y en el caso de
las NPe de timol, también aumentan la citocompatibilidad y mejoran el proceso de
oseointegracion del Ti en estudios in vitro. Las NPe formadas sobre Ti constituidas por
MPN de 4cido galico y pirogalol con iones de Mg** otorgan a dicho material propiedades
antiadherentes y antibiofilm que impiden la produccion de la matriz polimérica y el
desarrollo de biofilms de S. aureus. Asimismo, estas MPN presentan accion
antimicrobiana sinérgica con antibidticos como la amikacina frente a biofilms tempranos
de S. aureus desarrollados sobre Ti. Por otra parte, las MPN de acido gélico y pirogalol
formadas sobre Ti incrementan considerablemente la citocompatibilidad y la actividad

osteogénica de dicho biomaterial.

Por otra parte, se logro obtener NPaAg de tamafio nanométrico y estables con gran
poder antimicrobiano contra S. aureus, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae y buena citocompatibilidad utilizando &cido galico y extracto natural de té
verde como agentes reductores. Ademas, estas NPa inhibieron la formacion de biofilms
de S. aureus cuando fueron inmovilizadas sobre las MPN de pirogalol previamente

desarrolladas sobre la superficie de Ti.

Finalmente, se pudo concluir que todos los nanoproductos obtenidos en el presente
trabajo por nanotecnologias NEC (NPe, MPN, NPaAg y sistemas mixtos de
MPN+NPaAg) pueden ser obtenidos con procedimientos sencillos y no requieren
equipamientos de laboratorio complejos para su sintesis, son ademads reproducibles,

econdmicos y escalables para ser utilizados sobre superficies de Ti para uso médico o en




otras aplicaciones industriales, logrando, en algunos casos, la erradicacion de los
microorganismos evaluados. Asimismo, entre los sistemas desarrollados se comprob6
una adecuada citocompatibilidad con células fibroblasticas y pre-osteoblasticas y, en
algunos casos el incremento de la actividad osteogénica, cualidad muy apreciada en el

caso de biomateriales ortopédicos y dentales.
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Parte I:

Marco teorico,
hipotesis y objetivos




Capitulo 1: Introduccion general

1.1 Biomateriales: generalidades

Los biomateriales se definen como materiales de origen sintético o natural que se
disefian con el proposito de interactuar con sistemas biologicos para cumplir,
principalmente, funciones de sustitucion, reparacion o regeneracion de o6rgano o tejidos
dafiados o lesionados. Existen biomateriales degradables y no degradables. Debido a que
los biomateriales estan en contacto directo con 6rganos y tejidos del huésped deben
cumplir con ciertos requerimientos: a) deben ser cito y biocompatibles con los tejidos y
organos donde seran alojados, y, por lo tanto, no deben ser toxicos ni cancerigenos; b) en
el caso de los no degradables deben ser quimicamente estables, c) deben presentar
adecuadas propiedades mecanicas en funcion del 6rgano o tejido donde se realice la
implantacion o colocacion del mismo y d) es deseable que sean econdmicos, faciles de

fabricar y reproducibles [1,2].

Existen diversos tipos de biomateriales segiin su composicion: metalicos,
poliméricos y ceramicos o bien hibridos. Los biomateriales metéalicos y sus diferentes
aleaciones pueden ser clasificados, a su vez, en degradables (temporales) y no
degradables (temporales o permanentes). Los biomateriales metalicos no degradables son
ampliamente utilizados en implantes ortopédicos (como por ejemplos, clavos
endomedulares, tornillos, placas, otros) y dentales, ya que presentan resistencia a la
corrosion y no se degradan en presencia de fluidos bioldgicos, poseen gran resistencia al
desgaste mecanico y son capaces de soportar la carga adecuada para cumplir su funcion.
Los metales mas usados para la fabricacion de estos implantes de tipo permanente son:

acero inoxidable, aleaciones de Co, Cr, Mo y Ni; y Tiy sus aleaciones con Aly V [3].

Dentro de los biomateriales biodegradables se destacan aquellos compuestos por
hierro, utilizados principalmente como stens cardiovasculares; magnesio, empleados en
una amplia gama de especialidades tales como ortopédica, odontologica, cardiovascular
o ginecologica; y cobre, utilizado en dispositivos intrauterinos. Estos biomateriales se
degradan progresivamente en medios bioldgicos mientras van cumpliendo su funcion
especifica en el sitio de implantacion [4]. En la Figura 1.1 se resumen las principales

aplicaciones de los biomateriales metalicos.
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Figura 1.1. Representacion de las principales aplicaciones de los biomateriales

metalicos para implantes dentales (arriba izquierda) y ortopédicos.

1.2 Biomateriales de titanio

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas del Ti

El Ti puro pertenece al grupo de los elementos de transicion y presenta un aspecto
plateado-grisaceo. Tiene un numero atdmico de 22 y su masa atomica relativa es 47, 88.
Ademas, presenta baja densidad, alto punto de fusion y bajas conductividades térmica y
eléctrica. La maleabilidad y resistencia del Ti se deben a la combinacion de un valor del
modulo de Young (relacionado con la elasticidad del material) relativamente alto y una

dureza promedio de 6 en la escala de Mohs.

Cuando cristaliza, el Ti forma sistemas hexagonales que le permiten tener una
relativa resistencia a la deformacion plastica, mayor que los materiales que cristalizan en
el sistema cubico. Sin embargo, el Ti presenta un cierto grado de ductilidad. Pasando los
882° C cambia su estructura cristalina por transformacion alotropica y pasa de una
estructura hexagonal a una estructura ciibica. La forma hexagonal recibe el nombre de Ti
alfa (o), mientras que la cubica se denomina beta () [3]. Las estructuras o y B pueden ser
estabilizadas por la incorporacion de nuevos metales, es decir, por agregado de aleantes

siendo el Al'y V los mas utilizados.
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Existen diferentes tipos de Ti comercialmente “puros” (con estructura a), es decir,
sin alear, que son ampliamente utilizados en la industria y en la implantologia: grado I,
grado 11, grado Il y grado IV. En la Tabla 1.1 se resumen la composicion general de estos
tipos de Ti comerciales puros y de la aleacion T6AI4V ampliamente utilizada en

medicina.

Tabla 1.1. Composicion quimica tipica (expresada en porcentaje) de materiales de Ti

puros y de la aleacion T6AI4V. Datos obtenidos a partir de bibliografia [5,6].

Elemento Ti grado 1 Tigrado Il  Tigrado IIl Tigrado IV T6AI4V

Nitrogeno 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05
Carbono 0,10 0,10 0,10 0,10 0,08
Hidrogeno 0,015 0,015 0,015 0,015 0,0125
Hierro 0,20 0,30 0,30 0,50 0,25
Oxigeno 0,18 0,25 0,35 0,40 0,13
Titanio ~99,5 ~99,3 ~99.2 ~99 90

Las propiedades mecanicas del biomaterial son fundamentales a la hora de disefiar
y fabricar dispositivos ortopédicos implantables, ya que los mismos deben tener
parametros similares a los del hueso humano y asi lograr una buena adaptacion del
paciente en la portacion del implante. En la Tabla 1.2 se resumen valores de algunas
propiedades mecanicas de materiales implantables y del tejido 6seo, donde puede
observarse que las correspondientes a materiales base Ti son las mas semejantes a las del

hueso.

Finalmente, es importante destacar que el Ti es un material altamente reactivo que
cuando se expone a la atmosfera o a medios con presencia de oxigeno, reacciona
rapidamente para formar, en cuestion de microsegundos, una capa de 6xido de Ti (TiO2)
de aproximadamente 10 nm de espesor. Esta capa de 6xido nativo es densa y protectora
siendo la responsable de la alta resistencia a la corrosion que presentan los materiales de
Ti. Esta capa protectora de 6xido “pasiva’ la superficie de Ti ya que lo hace practicamente

inerte a reacciones quimicas superficiales que puedan ocurrir en medios biologicos [3].
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Tabla 1.2. Valores de las propiedades mecanicas del tejido 6seo y de algunos materiales
implantables. Datos obtenidos a partir de bibliografia [5,7].

Material Méddulo de  Tension de Deformacion
elasticidad o ruptura o a la ruptura
Young fractura (%)
(GPa) (MPa)
Hueso 15a30 70 a 150 0-8
cortical
Ti grado 11 116 345 20
T6Al14V 120 900 18
Aleacion de 225 735 10
Co. Cr
Acero 210 600 55
inoxidable
316

1.2.2 Biocompatibilidad de los materiales de Ti

Ademas de las propiedades fisicoquimicas y mecanicas que hacen al Ti un buen
material para la construccion de implantes, este material presenta elevada
biocompatibilidad con o6rganos y tejidos. Para que un material implantable sea
biocompatible debe generar una respuesta adecuada en el tejido circundante y en el
organismo del hospedador, evitando una respuesta inflamatoria, reacciones alérgicas y

posibles infecciones que conlleven su rechazo [1].

Los biomateriales de Ti se consideran “inertes” ya que la liberacion de iones de
Ti al medio biologico circundante por efectos de corrosidon es minima, gracias a la capa
protectora de 6xido que recubre su superficie. Consecuentemente, la biocompatibilidad
de los mismos se debe, en gran medida, a la presencia de esta capa de TiO2 ya que, en la
interfaz, las células y el medio bioldgico circundante se encuentran en estrecho contacto
con dicho o6xido. La poca reactividad de TiO> hace que la respuesta inmune del
hospedador a la presencia del objeto extrafio (biomaterial implantado) sea minima y, que

a priori, no comprometa la funcionalidad del implante [8].

La biocompatibilidad de los biomateriales a base de Ti favorece fuertemente el
proceso de oseointegracion, que puede ser definido como la conexion directa, estructural
y funcional de las células que conforman el tejido 6seo y la superficie del implante, sin la

interposicion de tejido fibroso en la interfaz hueso/biomaterial [9]. Las células
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involucradas en este proceso se denominan osteoblastos y son las encargadas de sintetizar
la matriz 6sea que forma parte del hueso. Como parte de la oseointegracion, los
osteoblastos estdn continuamente depositando nuevas capas de tejido 6seo sobre la
superficie del biomaterial permitiendo asi la integracion de éste al hueso. El proceso de
oseointegracion es complejo y depende de muchos factores, que van desde las
propiedades fisicoquimicas superficiales del biomaterial hasta factores propios de la salud
del paciente. Fallas en el proceso quirurgico pueden producir reacciones inflamatorias e
inmunes que reconozcan al biomaterial como objeto extrano, desencadenando procesos
celulares que conlleven a la formacion de tejido fibroso o conectivo sobre la superficie
del implante, encapsulando al mismo e impidiendo la correcta integracion del implante al
hueso asi como, en ciertos casos, provocando el rechazo o expulsion de éste de su sitio

de implantacion [10].

Por lo tanto, en las ultimas décadas, comprender el proceso de oseointegracion
con el proposito favorecerlo o acelerarlo ha llevado al incremento del estudio y analisis
de las propiedades fisicas, quimicas y de la topografia de la superficie de los implantes
de Ti. Como consecuencia, en los ultimos afios se ha incrementado la investigacion y el
desarrollo de diferentes tipos de tratamientos o modificaciones superficiales con el fin de
mejorar la conexion en la interfaz hueso/biomaterial. A modo de ejemplos, se pueden
mencionar la modificacion de la estructura y espesor del TiO2 por técnicas
electroquimicas o la funcionalizacién de la superficie de Ti con nanopeliculas o
recubrimientos con diferentes moléculas que favorezcan y promuevan la asociacion

célula/superficie del biomaterial [11].

1.3 Procesos infecciosos en biomateriales

Se considera que un biomaterial “falla” cuando debe ser removido
prematuramente del sitio de implantacion ya que podria producir riesgos en la salud del
paciente. La principal causa de fallas de un implante es aquella causada por
inconvenientes o problemas en la composicion y/o estructura del implante que conlleven
a un proceso de oseointegracion defectuoso. Entre éstas se pueden mencionar:
deformaciones permanentes, fracturas por sobrecarga o fatiga, corrosion y desgaste
[1,10]. La segunda causa de fallas es producida por infecciones del implante o reacciones
antiinflamatorias, alérgicas o inmunes. En las Gltimas décadas, el nimero y gravedad de

infecciones de implantes permanentes ha aumentado considerablemente debido,
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principalmente, al aumento de la resistencia de los microorganismos a los antibidticos

[12].

La infeccion de un implante puede producirse por diversas causas tales como el
ingreso de microorganismos presentes en piel o mucosas del paciente al sitio de
implantacion, presencia de microorganismos en el ambiente donde se realiza el proceso
quirurgico, esterilizacion defectuosa de los instrumentos quirtrgicos, procedimientos
incorrectos del personal de salud durante la implantacion del biomaterial, etc. Cuando
esto sucede, las bacterias quedan en contacto estrecho con la superficie del material y los
fluidos bioldgicos del paciente. Algunas de ellas pueden alojarse sobre la superficie del
implante, proliferar sobre este formando biofilms (ver Seccidon 1.3.1) y desencadenar la
infeccion y falla del biomaterial. Esto se ve favorecido debido a que la interfaz
biomaterial/medio bioldgico constituye un nicho adecuado para la proliferacion
microbiana debido a la poca irrigacion, la presencia de una superficie (la del implante)
que permite la adhesion de bacterias y un medio rico en nutrientes (plasma del paciente)

que permite su crecimiento [13].

En las Secciones siguientes se detallarda qué es un biofilm, cudles son sus
caracteristicas y como se desarrollan sobre una superficie. También se indicard cémo las
propiedades fisicoquimicas del implante pueden afectar el desarrollo de un biofilm
cuando las bacterias logran ingresar al sitio de implantacion. Por ultimo, se brindara
informacion sobre nuevas estrategias nanotecnologicas para prevenir la formacion de

biofilms sobre materiales implantables.
1.3.1 ;Qué es un biofilm y como se desarrolla?

Las bacterias son organismos unicelulares procariotas, no poseen membrana
nuclear, mitocondrias o un ntcleo verdadero, y se reproducen por division asexual.
Poseen una pared celular que esta compuesta por peptidoglicanos o mureina, que otorga
forma y rigidez a las bacterias. Pueden identificarse en dos grandes grupos de acuerdo
con su respuesta frente a la tincion diferencial de Gram, la cual divide a las bacterias en
Gram positivas y Gram negativas. La estructura de la pared celular en las bacterias Gram
positivas esta compuesta por una gruesa capa de un solo tipo de moléculas, denominadas
peptidoglicanos. En cambio, las paredes de las bacterias Gram negativas estan

compuestas por una capa delgada de peptidoglicano y membranas celulares externas e
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internas, obteniéndose asi una estructura mas compleja que en el caso de las Gram

positivas.

Las bacterias, al igual que otros microorganismos, pueden encontrarse en su

habitat en dos formas de vida o fenotipos diferentes:

- En estado planctonico o libre, cuando se encuentran suspendidas y flotando
libremente (en forma individual o formando pequenos agregados) en un medio
liquido. Solo el 1% de las bacterias vive en este estado.

- En estado sésil, cuando se encuentran adheridas sobre un sustrato (bidtico o
abidtico) formando grandes comunidades microbianas o colonias que dan
lugar a la formacion de biofilms. Aproximadamente el 99% de las bacterias

viven en comunidades o biofilms adheridas sobre diferentes superficies.

Los biofilms son la forma més comin de vida de las bacterias y son los
responsables de la gran mayoria de las infecciones que afectan al ser humano en general
y a los biomateriales en particular. Un biofilm puede definirse como una comunidad de
células bacterianas intercomunicadas entre si, que viven adheridas sobre un sustrato o
superficie y que se encuentran rodeadas por una matriz polimérica extracelular (EPS, por
sus siglas en inglés Extracellular Polymeric Substances) [14]. Esta matriz constituye su
principal barrera de defensa contra agentes antimicrobianos, ya que disminuye la
penetracion y la concentracion local de los agentes agresivos, resultando en una alta
resistencia a los tratamientos cominmente utilizados (antibidticos). Por lo tanto, la vida
en comunidades o biofilms permite a las bacterias conseguir proteccion frente a ambientes
nocivos y a ataques externos, como por ejemplo a antibidticos u otros agentes
antimicrobianos. En consecuencia, la formacion de biofilms es una estrategia de

supervivencia que lleva a la colonizacion de nuevos nichos (superficies y sustratos)

[15,16].

Por otra parte, dentro de los biofilms, las bacterias presentan alteraciones
metabolicas que incrementan la produccion de proteinas, polisacaridos y factores de
virulencia y también aumentan su grado de replicacion o division celular, al igual que la
expresion de genes y moléculas de comunicacion celular. Para comunicarse entre ellas,
utilizan moléculas de sefializacion que constituyen un sistema denominado gquorum
sensing. Este sistema de comunicacion depende de la densidad poblacional y regula

muchas actividades y respuestas de las bacterias como, por ejemplo, la formacion y
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desarrollo de biofilms, el cambio de fenotipo (sésil a planctonico o viceversa), la sintesis

de factores de virulencia, la sintesis de componentes de la matriz o EPS que protegen al

biofilm de agentes antimicrobianos, etc. [13,17].

El desarrollo de un biofilm sobre una superficie involucra un proceso que puede

resumirse en 5 etapas principales (Figura 1.2):

1.

Formacion de la pelicula condicionante: la fase inicial en la formacion del

biofilm es la adhesion de moléculas orgénicas, principalmente glicoproteinas
y lipidos del microambiente, sobre la superficie del sustrato (etapa 1, Figura
1.2). Estas moléculas forman una fina capa denominada pelicula
condicionante que favorece la posterior adhesion de las bacterias planctonicas.
Dependiendo de la naturaleza y de la cantidad de las moléculas que formen
esta pelicula condicionante, la superficie donde se desarrollara el biofilm
puede ver modificada su energia y carga superficial [18,19].

Adhesion reversible y colonizacidn inicial de la superficie: el siguiente paso

es la adhesion primaria de las bacterias planctonicas sobre la superficie
condicionada. Esta fase es reversible y estd determinada por una serie de
variables fisicoquimicas que definen la interaccion entre la pared bacteriana y
la superficie del sustrato. Las bacterias pueden unirse a la superficie de dos
maneras: 1) de forma activa o por movilidad, gracias a la presencia de flagelos
que favorecen su desplazamiento hacia la superficie y el anclaje en ella (un
ejemplo de este tipo de unién se da en la formacion de biofilm de
Pseudomonas aeruginosa) y 2) de forma pasiva, mediante la produccion de
proteinas adhesivas (adhesinas) que aumentan la afinidad de anclaje entre la
pared bacteriana y la superficie. En este tipo de adhesion intervienen otros
factores externos como la difusion en el medio liquido y la gravedad, y
también estrategias de adhesion desarrolladas por las bacterias como la
formacion de agregados e hileras microbianas para anclarse a la superficie. Un
ejemplo de adhesion pasiva ocurre en bacterias tipo “coco” que no poseen
movilidad propia como Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae [20].

Adhesion irreversible, crecimiento y produccion de EPS: una vez que las

bacterias se encuentran adheridas en la superficie, comienzan a duplicarse y a
formar colonias y, a la vez, van produciendo EPS que las envuelve y las

adhiere de forma irreversible sobre el sustrato. La EPS le da al agregado una
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estructura bidimensional (2D) tipo “balsa” y lo protege de agentes
antimicrobianos, ya que los atrapa en su red disminuyendo su penetracion y
llegada a las bacterias que conforman el biofilm. De esta forma, los biofilms
adquieren resistencia a tratamientos convencionales con antibidticos, siendo
necesario el estudio y desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas para
eliminarlos. La conformacion quimica de la EPS depende exclusivamente de
las bacterias que forman el biofilm. Por ejemplo, en biofilms formados por P.
aeruginosa, el principal componente es alginato y en biofilms de S. aureus, es
poli-N-acetil-glucosamina [15,21].

4. Maduracién del biofilm: la maduracion del biofilm se alcanza cuando se

desarrolla una estructura compleja con canales, poros y redistribucion de las
bacterias sobre el sustrato. En este momento el biofilm adquiere estructura
tridimensional (3D) con una arquitectura parecida a un hongo.

5. Dispersion del biofilm: una vez que el biofilm ha alcanzado la madurez,

bacterias ubicadas en la parte externa pueden desprenderse del biofilm, en
forma de mini colonias o como bacterias planctonicas, para colonizar otras
zonas del sustrato o nuevas superficies.

1. Formacion de la
pelicula condicionante 2. Adhesion

reversible 3. Kilhedignt -
- : esion irreversible:
\f‘ormacién de EPS
EI;S Quorum Sensing

; s i - 'A‘, i

Sustrato

Maduracién del biofilm Dispersién

| | 4

\x /Yy

4 .h ) \, N,
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Figura 1.2. Esquema representativo de la formacion de un biofilm sobre una superficie [22].
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1.3.2 Propiedades fisicoquimicas de los biomateriales metalicos
que influyen en la formacion de biofilms.

Cuando las bacterias logran ingresar al 6rgano o tejido donde se ha colocado un
implante, hay ciertas propiedades fisicoquimicas superficiales del biomaterial que puedan
influenciar o aumentar las probabilidades de formacioén de biofilms en el sitio de
implantacion. Esto se debe a que la superficie del metal ofrece un buen sustrato en el cual
las bacterias pueden adherirse y desarrollar un biofilm. La formacion de una pelicula
condicionante sobre el biomaterial puede alterar o enmascarar las propiedades

fisicoquimicas de su superficie haciéndola mas favorable para la adhesion bacteriana [23].

Las propiedades fisicoquimicas de la interfaz metal/solucion con actividad
bioldgica influyen sobre la cinética y termodinamica de la adhesion bacteriana en formas
complejas. Los modelos recientes consideran las interacciones electrostaticas en la doble
capa eléctrica y las de Van der Waals y tienen en cuenta ademads la contribucion de la
energia elastica debido a las deformaciones inducidas por la adhesion en las interfaces
intercelulares y sustrato-célula [24]. Sin embargo, se consideran en general las siguientes

tres propiedades como las principales:

1. Energia superficial: los biomateriales metalicos como los de acero inoxidable

o Ti presentan alta energia superficial, lo cual favorece la hidrofilicidad de la
superficie. Las superficies hidrofobicas presentan menor afinidad a la
adhesion bacteriana. Una estrategia utilizada para prevenir la colonizacion
bacteriana de la superficie de un biomaterial es modificarla para volverla mas
hidrofobica [25,26]. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las superficies
hidrofébicas también pueden disminuir la afinidad entre el biomaterial y las
células osteoblasticas [27].

2. Rugosidad superficial: algunos autores han sugerido que superficies rugosas

en la microescala pueden disminuir la adhesion bacteriana en las etapas
iniciales de formacion del biofilm (etapa 1 y 2, Figura 1.2), ya que pueden
afectar la longitud de las bacterias adheridas y su alineacion y distribucion
sobre el sustrato. De esta forma, la rugosidad superficial puede obstaculizar la
formacion de biofilms en las etapas iniciales de colonizacion de la superficie
por bacterias planctonicas y afectar la formacion de microcolonias sobre ella

[28-30].
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3. Carga superficial: la superficie de Ti presenta una capa de 6xido nativo que lo

protege contra la corrosion. El punto isoeléctrico del TiO> es 4.5, por lo tanto,
a pH fisiolégico (pH = 7,4) la superficie del Ti se encuentra cargada
negativamente, exponiendo grupos -OH en la interfase [31]. Esta carga
superficial negativa puede interactuar o atraer electroestaticamente
biomoléculas para que se adhieran a la superficie de Ti formando la pelicula

condicionante. [15,32] .

En definitiva, frente a la presencia de bacterias en el sitio de implantacion, la
superficie del Ti ofrece un excelente sitio de anclaje para las bacterias planctonicas. Por
lo tanto, la investigacion y el desarrollo de modificaciones superficiales a través de
técnicas nanotecnoldgicas que otorguen propiedades antimicrobianas a los biomateriales
es una alternativa innovadora para la prevencion de la formacion de biofilms y el
desarrollo de infecciones que comprometan la funcionalidad del implante y la salud del
paciente. En la siguiente Seccidn se mencionaran las principales nanotecnologias

aplicadas a combatir biofilms en biomateriales.

1.3.3 [Estrategias nanotecnologicas para prevenir y combatir

biofilms en biomateriales.

Frente al aumento de las infecciones severas por el desarrollo de cepas resistentes
a antibidticos, en los ultimos afos se han investigado alternativas innovadoras para
combatir biofilms. Entre ellas se destacan el empleo de nuevos agentes antimicrobianos
de origen nanotecnoldgico a los cuales las bacterias no suelen presentar resistencia, como
las nanoparticulas (NPa) metélicas (de Ag, Cu, otros) o nanopeliculas (NPe) de

fitocompuestos fenolicos (FF) [33].

En el caso particular de los biomateriales, para prevenir su infeccion es
fundamental conferir propiedades antimicrobianas a la superficie que impidan o reduzcan
la colonizacion bacteriana de la misma en las primeras etapas de formacion del biofilm
(etapa 1 y 2, Figura 1.2). La superficie de los biomateriales puede ser modificada
quimicamente depositando sobre ellas agentes antimicrobianos tales como NPa metalicas
mencionadas previamente y/o NPe producidas por diferentes moléculas, logrando
desarrollar superficies antiadhesivas o antimicrobianas. Las superficies antiadhesivas
dificultan o impiden la adhesion bacteriana, mientras que las superficies

antimicrobianas producen la muerte o infringen dafio en las bacterias, ya sea por
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contacto directo o por la liberacion de agentes antimicrobianos desde la superficie al
medio (Figura 1.3) [34] .

Por liberacién
de agentes antimicrobianos

D Por contacto )
°° i

>

(o)

|_Superficie antiadherente J r—— _Superficie antimicrobiana J

Bacteria viva (g7 Bacteria muerta o daiiada

Figura 1.3. Esquema representativo de modificaciones superficiales de caracteristicas

antiadherentes o antimicrobianas en biomateriales.

Las superficies antiadherentes se pueden obtener por la adhesion, adsorcion o

polimerizacion de diferentes moléculas antimicrobianas que forman recubrimientos o
NPe sobre la superficie del material implantable. Los agentes antimicrobianos utilizados,
ya sean de origen sintético (como por ejemplo polietilenglicol, poliacrilamida,
polimetacrilato) [35-37] o natural (aceites esenciales vegetales, FF, polisacaridos como
quitosano, otros) [35,38-40], pueden afectar la adhesion bacteriana por diferentes
mecanismos. En primer lugar, los recubrimientos o NPe pueden modificar la carga y la
energia superficial del biomaterial dificultando la formacion de la pelicula condicionante
y/o disminuyendo la afinidad de las bacterias por la superficie [41]. Las bacterias suelen
tener una carga neta negativa en su superficie a pH fisiologico, por lo cual modificaciones
superficiales que negativicen la superficie de los biomateriales disminuyen la adhesion
bacteriana por repulsion electroestatica. Por otra parte, los agentes antimicrobianos
adheridos sobre la superficie del biomaterial pueden intervenir en la comunicacion
bacteria-bacteria, es decir, pueden afectar el quorum sensing impidiendo que las bacterias

se adhieran sobre la superficie [37,42] .

Las superficies antimicrobianas son madas eficaces que las superficies

antiadherentes, ya que infringen dafos u ocasionan la muerte de las bacterias [11,34].
Estas superficies se pueden fabricar por diferentes tipos de estrategias nanotecnoldgicas

o por la combinacion de varias de ellas:

1) Recubrimientos o NPe antimicrobianos formados por la inmovilizacion

superficial de diferentes agentes como antibidticos, péptidos antimicrobianos, iones
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metalicos como Ag’, Zn*" o Cu®*, FF, aceites esenciales de origen vegetal que producen

la muerte bacteriana una vez que éstas se adhieren sobre la superficie [43—47];

2) deposicion de NPa metalicas de Ag®, Cu® y de 6xidos metalicos como MgO 'y
ZnO entre otros que liberan iones con accion bactericida o bien nanomateriales cargados
con agentes antimicrobianos que provocan la muerte de las bacterias antes o durante su

adhesion [48-53] ;

0 3) el desarrollo de superficies multifuncionales obtenidas por la combinacién
de NPe antimicrobianas con NPa de Ag’ u otros nanomateriales que liberan agentes
antimicrobianos al medio, de forma tal que hay un efecto combinado entre la accion
antimicrobiana y/o antiadherente que se produce en las bacterias cercanas o adheridas
sobre el recubrimiento o NPe y la accion bactericida que se produce por la liberacion de
agentes antimicrobianos al medio que afecta tanto a bacterias sésiles del biofilm como a

las bacterias planctonicas [54-57].

Ademas de modificaciones quimicas, se pueden realizar modificaciones fisicas
del sustrato para desarrollar superficies antimicrobianas. Entre ellas pueden mencionarse
las modificaciones topograficas de la superficie generando micro o nanoestructuras
aleatorias u ordenadas que impiden la adhesion de bacterias, o bien pueden dafarlas o
impedir su proliferacién. Por ejemplo, se pueden desarrollar superficies cuya topografia
presente nanopilares puntiagudos capaces de provocar la ruptura de la pared bacteriana
[58,59]. También, es posible desarrollar nanotopografias ordenadas en formas de canales
que impidan la adhesion bacteriana o atrapen a las mismas dentro de ellas, dificultando
su desplazamiento y duplicacion [60,61] o favoreciendo el aislamiento y la accion de los

antibiodticos [33].

1.4 Nanotecnologias ecocompatibles y su aplicacion en biomateriales

Como se menciond anteriormente, en los ultimos afios se han incrementado el
nimero de infecciones de materiales y dispositivos implantables debido principalmente
al uso indiscriminado de antibioticos que ha contribuido al desarrollo de bacterias
resistentes a los mismos. Entre las principales opciones innovadoras propuestas para
hallar una respuesta a dicho problema se encuentran aquéllas que utilizan NPa y/o NPe
antimicrobianas. Sin embargo, los procedimientos tradicionales para la fabricacion de

productos nanotecnoldgicos emplean reactivos y/o producen desechos tdéxicos y
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contaminantes tanto para la salud como para el medio ambiente. De forma que es
importante que la nanociencia y las nanotecnologias emergentes no sigan los pasos que
han sido tipicos de innovaciones pasadas en la industria quimica que, a pesar de proveer
beneficios significativos, no han tenido suficientemente en cuenta los impactos negativos

producidos en la salud y en el ambiente.

Surgen asi, las nanotecnologias “verdes” o ecocompatibles (NEC) con el
proposito de reducir el impacto ambiental de los productos nanotecnoldgicos. Las mismas
tienen como mision reducir los riesgos emergentes de los procesos y productos
nanotecnologicos utilizando "fuentes renovables, de baja o nula toxicidad y que permitan
reducir o eliminar el uso y generacion de materiales peligrosos” [62] Entre dichos
materiales renovables de baja o nula toxicidad que podrian ser utilizados con fines
nanotecnolodgicos se destacan los FF, que fueron seleccionados para el desarrollo de NPe

y NPa de plata en la presente Tesis doctoral.
1.4.1 Propiedades de los fitocompuestos fendlicos

La utilizacion de componentes provenientes del reino vegetal con fines
medicinales y terapéuticos data de los comienzos de la humanidad. De hecho, muchas
culturas han utilizado desde hace siglos plantas medicinales que han llevado al desarrollo
de terapias homeopaticas alternativas y complementarias a la medicina tradicional actual

como, por ejemplo, el Ayurveda en India [63].

Los FF en particular son componentes metabdlicos secundarios de las plantas y
forman parte de los aceites esenciales y extractos naturales que se pueden obtener de las
hojas, ramas, semillas, flores y frutos de diversas plantas. Los FF desempefian diversas
funciones esenciales relacionadas con la proteccion contra la radiacion UV gracias a su
actividad antioxidante y también contra diversos agentes patdogenos vegetales, como
hongos y bacterias, debido a sus propiedades antimicrobianas. En los ultimos afios, los
FF han sido ampliamente utilizados como agentes antimicrobianos y antioxidantes en la
produccion de cosméticos, en la conservacion de alimentos y en la fabricacion de
enjuagues bucales. Ademas, se ha comprobado que los FF también presentan propiedades
antiinflamatorias y anticancerigenas, cardio y neuro protectoras, entre otras

caracteristicas utiles en la medicina [64].
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La estructura fenolica de los FF proporciona buenas propiedades fisicoquimicas
capaces de ser aprovechadas para la sintesis y fabricacion de diferentes productos
nanotecnologicos. Entre estas propiedades fisicoquimicas se destacan: 1) la capacidad de
establecer coordinacion electrostatica, enlaces tipo puente de hidrégeno y covalentes e
interacciones 7w utiles para la construccion de NPe sobre diferentes sustratos; 2) la
sensibilidad al pH, potenciales redox y capacidad reductora que les permite ser utilizados
en sintesis de diferentes NPa; y 3) la captura o eliminacion de radicales libres y/o especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés reactive oxygen species) debido a su
poder antioxidante, que pueden aprovecharse para aplicaciones cosméticas, conservacion

de alimentos y médicas (propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas) [65].

Finalmente, la capacidad de los FF de formar NPe y NPa sumada a sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes hace que estos compuestos cobren
relevancia para prevenir y combatir la formacion de los biofilms en biomateriales. Esto
se debe a que las NPe y NPa obtenidas pueden conservar las propiedades antimicrobianas
de los FF puros, siendo alternativas nanotecnolodgicas ecocompatibles capaces de

desarrollar superficies antiadherentes o antimicrobianas en biomateriales metalicos.
1.4.2 Aplicaciones nanotecnologicas de los fitocompuestos fenolicos

Los FF pueden ser utilizados para sintetizar diferentes tipos de nanomateriales
antimicrobianos (NPa de Ag, Cu, otros) y para formar NPe y recubrimientos
antimicrobianos sobre la superficie de Ti y otros tipos biomateriales (Mg, Cu, Zn,
hidrogeles, etc) por diferentes técnicas y procedimientos. A continuacion, se describirdn

las principales técnicas utilizadas para obtener NPe y NPa a partir de FF.
1.4.2.1 Desarrollo de nanopeliculas autoensambladas

Como se mencion6 anteriormente, los FF pueden interaccionar entre ellos y con
la superficie de los biomateriales a través de coordinacion electrostatica, enlaces tipo
puente de hidrégeno y covalentes e interacciones m utiles para la construccion de NPe

(Figura 1.4).
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Figura 1.4. Principales tipos de interacciones fendlicas para la formacion de nanopeliculas [65].

El procedimiento mas simple y rapido para formar NPe o coatings sobre la
superficie de un biomaterial es el autoensamblaje de las moléculas de los FF. Este método
consiste simplemente en sumergir, por un periodo determinado de tiempo, una muestra
del biomaterial en una solucion que contenga el o los FF de interés [66]. Los
recubrimientos o coatings formados por este procedimiento se denominan NPe
autoensambladas. En este tipo de NPe, la interaccion fisicoquimica de los FF con la
superficie del biomaterial depende del tipo de interacciones fenolicas que puedan ocurrir
sobre ella. Se ha reportado que los FF son quimisorbidos en la superficie del biomaterial
y, a la vez, desarrollan interacciones intermoleculares que desencadenan la formacion de
dimeros, trimeros y oligdbmeros de los FF que conforman la NPe [67]. Las NPe
autoensambladas se forman, en general, por procesos espontaneos de autooxidacion de
los FF sobre la superficie del sustrato, desarrollando generalmente NPe antimicrobianas
simples de espesores nanométricos [44]. En la bibliografia pueden encontrarse NPe
autoensambladas desarrolladas con diferentes FF sobre diferentes tipos de biomateriales.
Los FF mas utilizados son: timol (TOH), carvacrol (Carv), acido cafeico, acido galico
(AQG), acido tanico (AT), dopamina, galato de epigalocatequina (EGCG por sus siglas en
inglés Epigallocatechin Gallate) [65].

1.4.2.2 Desarrollo de redes metal-fenolicas (MPN)

Otro procedimiento para desarrollar NPe sobre materiales implantables, es la
utilizacion de FF en medios liquidos que contengan cationes inorganicos metalicos, como

Fe?*, Fe’*, Mg?*, Ag", entre otros. En presencia de estos iones metalicos, los FF y los
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iones presentes interaccionan para formar redes metal-fendlicas (MPN, por sus siglas en
inglés Metal Phenolic Networks). Las MPN son redes supramoleculares formadas por la

coordinacién entre iones metalicos y ligandos fenolicos (Figura 1.5) [65,66].

R
OH
o, o
[« SRR Y AEEREEEEE o)
4§ —d \
i R
OH HO

Figura 1.5. Esquema representativo de la coordinacion metal-fendlica [65].

El desarrollo de MPN fue reportado por primera vez por Ejima et al. [68] que
desarrollaron MPN por coordinacién de AT y Fe**. Los autores analizaron la estabilidad
de las MPN frente al pH de la solucion en el cual se forman y demostraron que las MPN
son mas estables y adquieren mejores propiedades a pH alcalinos (pH > 7). Esto se debe
a que a pH < 2 el FF forma monocomplejos con el Fe** y a valores 3 < pH < 6 forma
bicomplejos (Figura 1.6). En cambio, a pH > 7, el FF forma tricomplejos con el Fe**
desarrollando redes estables, altamente polimerizadas, de gran tamafio y permeables
debido a la presencia de poros. Esto se debe a que a pH > 7 los FF se encuentran total

parcialmente desprotonados lo que aumenta su reactividad y afinidad por los cationes

metalicos [68].

Monocomplejo pH < 2 Bicomplejo 3 <pH <6 Tricomplejo pH > 7

Figura 1.6. Transicion pH-dependiente del estado de formacion de MPN formadas con Fe*"

[68]
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A diferencia de las NPe autoensambladas, las MPN (Figura 1.7) son estructuras

complejas de espesores entre nano y micrometros que adquieren nuevas propiedades muy

utiles en la medicina. Algunas de esas propiedades son [65,69,70]:

1.

Adhesividad: las MPN presentan una gran adhesividad sobre diferentes tipos
de sustratos, por lo cual producen cambios quimicos y topograficos
considerables en la superficie del biomaterial en el cual se adhieren. Esta
propiedad es realmente util para el desarrollo de NPe multifuncionales
continuas y estables sobre la superficie de materiales implantables. A la vez,
la adhesividad obtenida permite que las MPN actlien como sistemas de
encapsulamiento y/o liberacion de drogas (drug delivery) ya que pueden
retener en su red principios activos con diferentes aplicaciones
(antimicrobianas, antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes, etc)
[71].

Conversion fototérmica: las MPN exhiben una fuerte absorcion en el

infrarrojo cercano (NIR, por sus siglas en inglés near-infrared) pudiendo
transducir la luz en energia térmica, actuando como un nanomaterial
fototérmico y fotodindmico para terapias de hipertermia contra cancer [72].

Incremento de las ROS: Frente a la irradiacion, los FF presentes en las MPN

aceleran la reaccion de Fenton convirtiendo el Fe*" en Fe?*, lo cual lleva a un
aumento en la producciéon de ROS. Esta habilidad de las MPN puede ser
utilizada en tratamientos contra cancer para producir la reduccion de tumores
y también para eliminar o erradicar biofilms ya formados sobre una superficie
[73].

Mejoras en la citocompatibilidad y oseointegracién: muchos autores han

reportado que MPN desarrolladas sobre materiales de Ti con diferentes FF ,
como por ejemplo el AG y AT en coordinaciéon con iones Fe®" presentan
mejoras en la oseointegracion determinada tanto en condiciones in vitro (en
cultivos celulares) como in vivo (animales de laboratorio) [74—78]. También
se han reportado aumentos en la citocompatibilidad de materiales de Ti o Mg
con MPN [76,78—80]. En general, las mejoras en la citocompatibilidad y en
la oseointegracion debidas a la presencia de las MPN incrementan la afinidad
de las células por la superficie del biomaterial, favoreciendo la proliferacion

celular sobre esta. Esto puede ser explicado por los cambios quimicos y

32



topograficos que producen los FF y las MPN al adherirse sobre la superficie

del biomaterial que pueden favorecer la adhesion y proliferacion celular [75].

Coordinacion
HO OH '

HO OH

OH

Y
Autooxidacion ¢ o= - _
N Jf*’\u ;’_
) ) N / o e S }_7
NPe autoensamblada | NPe de redes metal-fenolicas

| Superficie del biomaterial

Figura 1.7. Esquema comparativo de nanopeliculas autoensambladas y redes metal-fendlicas.

Finalmente, la formaciéon de MPN es un procedimiento econémico, sencillo,
reproducible, de conformacion quimica planificada y funcionalmente versatil que permite
obtener NPe sobre diferentes superficies. Sin embargo, como desventaja puede
mencionarse que los FF que pueden ser utilizados deben tener una solubilidad en agua
relativamente alta, debido a que la sintesis de MPN se realiza en medio acuoso. Por
ejemplo, FF con baja solubilidad en agua como TOH y Carv son poco adecuados para
formar MPN. Por otra parte, para formar MPN estables se deben utilizar FF con varios
grupos -OH disponibles para aumentar la interaccion de estos grupos desprotonados en
medio alcalino con los iones metalicos. Esto limita la variedad de FF que pueden ser
seleccionados para formar MPN. Por estos motivos, los FF mas estudiados para

desarrollar MPN son: pirogalol (PG), AG, EGCG y AT (Figura 1.8).

Pirogalol Acido galico Galato de epigalocatequina Acido tanico

Figura 1.8. Estructura molecular de los principales fitocompuestos fendlicos utilizados en la

formacidn de redes metal-fendlicas.

33



1.4.2.3 Sintesis ecocompatibles de nanoparticulas de plata

La forma mas tradicional de sintetizar NPa de plata (NPaAg) es a través de la
reduccion o sintesis quimica, donde los iones Ag” se reducen para nuclearse y formar
nanoestructuras de Ag®. El agente reductor mas utilizado en las sintesis quimicas es el
borohidruro de sodio, el cual es toxico para el medio ambiente y un agente considerado
peligroso para el personal que lo manipula [81]. Por otra parte, para que las NPa se
mantengan estables en suspension y no precipiten, es necesario utilizar algin agente
estabilizante que las recubra (capping). Los reactivos mas utilizados para formar cappings
en NPaAg son el citrato de sodio, polivinilpirrolidona (PVP) y polivinilalcohol (PVA)
entre otros. Ademas, muchas rutas de sintesis quimica de NPaAg utilizan reactivos
quimicos, como peroxido de hidrégeno o bromuro de potasio, para regular el tamafio y
forma de las NPaAg obtenidas. De esta forma, pueden obtenerse NPaAg con diferentes
formas (esférica, triangular, hexagonal) y tamafios, cuyas dispersiones presentan
diferentes colores (amarillo, verde, azul, violeta), dependiendo de Ila relacion

forma/tamano [82,83].

Como se menciono antes, las NEC proponen reemplazar y/o reducir la cantidad
de reactivos y desechos nanotecnoldgicos toxicos empleados en la sintesis de NPe y NPa.
En el caso particular de las NPaAg, es amplia la bibliografia que soporta que las mismas
pueden sintetizarse utilizando FF puros, aceites esenciales o extractos naturales
provenientes de una gran variedad de plantas [84—86]. Esto se debe a que los FF y varios
componentes organicos presentes en aceites o extractos naturales presentan capacidad
antioxidante que les confiere gran poder reductor para sintetizar NPaAg y también otros
tipos de NPa como de Cu o Au. Asimismo, estos agentes reductores ecocompatibles
actuan también como agentes estabilizantes o formadores del capping de las NPa
obtenidas por sintesis que emplean NEC. Entonces, en una sintesis NEC con el empleo
de un FF puro o de un aceite/extracto natural se pueden obtener NPaAg nanométricas,
estables y funcionales, ya que los compuestos organicos naturales actiian como agentes
reductores y como agentes estabilizantes a la vez, reduciendo de esta manera la cantidad

de reactivos empleados en una sintesis quimica tradicional [87].

Ahmed et al. [85] y Khan et al. [86] han realizados importantes revisiones
bibliograficas sobre el empleo de los principales FF, aceites esenciales y extractos

naturales utilizados para sintesis NEC de NPaAg y sobre las propiedades antimicrobianas
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y citocompatibles de las NPa obtenidas por estas vias alternativas. En dichas revisiones
se citan y mencionan mas de 200 sintesis de NPaAg obtenidas por NEC utilizando
principalmente FF puros o FF naturales presentes en diferentes aceites o extractos
provenientes de hojas, flores, semillas y frutos de origen vegetal. En general, la gran

mayoria de las NPaAg sintetizadas por NEC presentaron:

1. Tamafios de 5 a 100 nm promedio.

2. Forma principalmente esférica o circular.

3. Coloracion de las dispersiones principalmente amarilla o anaranjada con picos
maximos de absorbancia entre 400-500 nm en el espectro visible.

4. Gran actividad antimicrobiana contra diferentes especies de bacterias (P.
aeruginosa y P. fluorescens, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecal, S. aureus y S. epidermis, entre otras).

5. Buena citocompatibilidad y baja citotoxicidad ensayadas con diferentes tipos

de lineas celulares murinas y humanas.

Las sintesis por NEC reportadas se realizaron principalmente a temperatura
ambiente, con y sin alcalinizacion del medio de reaccion y por periodos de tiempo de
reaccion variables desde 10 minutos hasta 48 horas. Se utilizaron principalmente dos
reactivos: nitrato de plata como fuente de iones Ag" y los FF o extractos naturales como
fuente de agentes reductores y estabilizantes. En algunos casos, se alcalinizé el medio con
hidréxido de sodio o de amonio para que los FF puros o los presentes en los aceites y
extractos tomaran carga negativa neta (ver Figura 1.6). La desprotonacion de grupos -OH
0 -COOH de los FF a pH > 7 favorece y acelera la formacion de las NPaAg debido a que
los FF desprotonados pueden reaccionar facilmente con los cationes de Ag" para

reducirlos y formar NPa [88].

Como desventaja o diferencia frente a las sintesis quimicas tradicionales, puede
mencionarse que las sintesis por NEC de NPaAg no permiten controlar la forma de las
NPa obtenidas. La gran mayoria de las sintesis ecocompatibles dan como resultado
nanoparticulas esféricas [85]. Sin embargo, algunos autores han reportado la sintesis de:
1) NPaAg con forma de prismas triangulares con presencia de pocas esféricas utilizando
extracto de hojas de Aloe vera [89]; 2) mezclas de NPaAg triangulares y circulares
utilizando extractos de Nelumbo nucifera (flor de loto) [90,91]; 3) mezclas variables de

NPaAg triangulares, circulares y hexagonales con extracto de hojas de Memecylon edule
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(arbol originario de India) [92] y de Eclipta prostrate [93] (hierba originaria de India,
China y Tailandia); y 4) NPaAg de forma cuasi lineal o de baston alargado utilizando

extracto de hojas de Datura metel (arbusto originario de China e India) [94].

Es importante mencionar que los extractos o aceites naturales obtenidos de hojas,
semillas, flores o frutos de plantas pueden variar en su composicion quimica entre
diferentes cosechas o épocas del afio. Es decir, que la proporcion o cantidad de FF y otros
componentes organicos presentes en ellos puede no ser la misma, lo cual podria afectar
la capacidad reductora para sintetizar las NPa y también podria afectar la reproducibilidad
de los tamafios de las NPa obtenidas entre diferentes sintesis. Sin embargo, a pesar de
esto, varios trabajos destacan que las sintesis de NPaAg por NEC son reproducibles en

tamafio, forma, distribucion y rendimiento [84—87].

Finalmente, las ventajas de las sintesis por NEC de NPa frente a las sintesis
quimicas tradicionales son: respeto por el medio ambiente; preservacion de la salud
humana, en particular de quienes realizan las sintesis, al no emplear reactivos toxicos o
cancerigenos; menor costo y mas rentables, generacion en condiciones ambientales sin

utilizar altas temperaturas ni presion.

1.4.2.4 Sistemas mixtos y efectos sinérgicos

La potencialidad de las NPe podria ampliarse y eventualmente obtenerse efectos
sinérgicos mediante la combinacion de esta estrategia antimicrobiana con el uso
simultaneo de antibioticos o bien la adhesion de NPaAg a las superficies de las NPe. De
esta forma se podrian combinar efectos antiadherentes y antibacterianos de las NPe con
el importante efecto antibacteriano de los antibioticos tradicionales o de las NPaAg. Este
tipo de sistemas mixtos (NPe+NPa) han sido poco investigados y podrian conducir a
incrementar los efectos antimicrobianos de las NPe, por lo que es de sumo interés su
estudio.

1.5 Hipétesis y objetivos

A partir de lo descripto anteriormente, el objetivo general del presente trabajo de
Tesis Doctoral es desarrollar NPa y NPe biocompatibles con propiedades
antimicrobianas, asi como sistemas mixtos (NPe+NPa) que potencien dicha accion y que
sean efectivos, tanto para los microorganismos (sésiles y planctonicos) sensibles a los

agentes antimicrobianos como a los resistentes a los mismos, mediante procedimientos
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ecocompatibles (NEC) que reduzcan los impactos negativos sobre la salud y el medio

ambiente surgidos de la utilizacion de tecnologias y/o reactivos contaminantes.

Para alcanzar dicho objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

1. Seleccionar y caracterizar fisicoquimicamente los FF puros y naturales a
utilizar para el desarrollo de NPe y NPa por procedimientos NEC.

2. Desarrollar y optimizar diversos procedimientos o técnicas NEC para la
fabricacién de NPe (autoensambladas y MPN) sobre la superficie de Ti.

3. Estudiar el posible mecanismo de adsorcion/autoensamblado/polimerizacion
de los FF para desarrollar NPe sobre Ti.

4. Desarrollar y optimizar procedimientos NEC para sintetizar NPaAg con
actividad antimicrobiana.

5. Desarrollar sistemas mixtos de NPe+NPaAg sobre la superficie de Tiy evaluar
efectos antimicrobianos sinérgicos.

6. Determinar la accion antimicrobiana de las NPe y NPaAg y de los sistemas
mixtos obtenidos por NEC frente a microorganismos (planctonicos y sésiles),
asi como su accion antiadherente (antibiofilm).

7. Estudiar la interaccion de las células eucariotas, en particular fibroblastos
(linea L929) y pre-osteoblastos (linea MC3T3-E1), con las NPe, NPaAg y
sistemas mixtos NPet+NPaAg para determinar su citotoxicidad vy
citocompatibilidad.

8. Analizar comparativamente los resultados con el fin de seleccionar las NEC

mas eficaces y optimizar los tratamientos antimicrobianos.

Para lograr estos objetivos particulares, se desarrollaron y se estudiaron los

siguientes sistemas producidos completamente por NEC:

Discos de Ti grado II modificados superficialmente por la formacion de NPe
autoensambladas de TOH y Carv (Capitulo 4).

Discos de Ti grado II modificados superficialmente por la formacion de MPN
de AG y PG en coordinacion con iones Mg?" (Capitulo 5).

NPaAg sintetizadas por procedimientos NEC utilizando AG como FF puro
(NPaAg-AQG) y extracto de té verde (NPaAgTV) como fuente natural de FF
(Capitulo 6).
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- Discos de Ti grado II modificados superficialmente por el desarrollo de
sistemas mixtos de MPN + amikacina (antibidtico) y MPN + NPaAg
(NPe+NPa) (Capitulo 7).

La hipoétesis general que se planted para el desarrollo de la presente Tesis
Doctoral es que es posible desarrollar NPe, NPa y sistemas mixtos con efecto
antimicrobiano y citocompatibles, por metodologias NEC. Dichas nanotecnologias
permiten reducir los efectos adversos para la salud y el medio ambiente que se producen

a partir de las nanotecnologias tradicionales.
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Capitulo 2: Ensayos de caracterizacion fisicoquimica

2.1 Técnicas electroquimicas

2.1.1 Comportamiento electroquimico del Ti.

La corrosion representa el deterioro de un material producto de un ataque quimico
del ambiente circundante. Es usual referirse con este término a la corrosion metalica, de
origen electroquimico, ya que los electrones libres de los metales los hace susceptibles a
este tipo de ataque. Las ecuaciones que describen estas reacciones quimicas constan de
dos hemirreacciones: una anodica, donde el metal pierde uno o més electrones (oxidacion
del metal), y otra catddica, donde se consumen dichos electrones (reduccion del
hidrogeno del agua o del oxigeno disuelto). Se ha reportado [95] que en el caso del Ti
sumergido en medios bioldgicos que contienen iones Cl', el mecanismo de corrosion-
pasivacién incluye la formacién del complejo quimisorbido [TiCls]!" que se transforma
en TiCls (Ecuacion 2.1), el cual rapidamente hidroliza para formar el TiO2 que pasiva la

superficie (Ecuacion 2.2) de acuerdo a:
1. Reaccion anddica
Ti+4Cl" = TiCls + 4¢ [Ecuacion 2.1]
TiCls + 2H,0=>TiO; + 4CI" + 4H" [Ecuacion 2.2]

2. Reaccion catddica:

Dependiendo del pH de la solucion en la interfaz y de la concentracion de oxigeno

se pueden formular las siguientes hemirreacciones catodicas que pueden implicar [77] :

A) la reduccion del H':
2H,0 +2¢” = Hz+ 20H™ (medio alcalino)  [Ecuacion 2.3]
2H" + 2¢" = H» (medio acido) [Ecuacion 2.4]

B) o bien la reduccion del Oa:
Oz + 2H20 + 4¢” > 40H™ (medio alcalino)  [Ecuacion 2.5]
Oz +4H" + 4¢” 2 2H>0 (medio 4cido) [Ecuacion 2.6]
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Figura 2.1. Esquema simplificado de la corrosion-pasivacion del Ti. Se muestra la reaccion

catddica de formacion de hidrogeno.

Como se menciono en el Capitulo anterior, la excelente resistencia a la corrosion
que posee el Ti como biomaterial se debe a la pasivacion superficial espontanea que se
produce ante la presencia de oxigeno en el medio. Dicha pasivacion involucra la
formacién de una capa de o6xidos amorfos de Ti que le proporciona una elevada

estabilidad electroquimica en el cuerpo humano y otros medios corrosivos.
2.1.2 Barrido lineal de potencial y voltamperometria ciclica

El barrido lineal de potencial es una técnica cominmente empleada para investigar
la corrosién de metales en diferentes medios electroliticos y las propiedades redox de
compuestos quimicos y de estructuras interfaciales. Se registran los valores de corriente

a medida que varia el potencial en forma lineal entre dos limites E; y Er.

Generalmente se realiza en una celda electroquimica con un electrodo de trabajo
(ET) (muestra metélica de estudio), un contraelectrodo (CE) generalmente de Pt y un
electrodo de referencia (ER) usualmente de calomel saturado (SCE) (Hg/HgoCl2|KClisar))
[80]. En dicha configuracion, esquematizada en la Figura 2.3, la corriente circula entre el
ET y el electrodo auxiliar o CE, que se fabrica con un material que no produzca sustancias
interferentes, como por ejemplo Pt. El potencial entre ambos electrodos esta controlado
por un potenciostato de modo de ajustar su diferencia de potencial y garantizar asi un

valor predeterminado de potencial en el ET. Los potenciostatos utilizados para realizar
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experimentos de voltamperometria lineal y ciclica permiten aplicar una rampa de
potencial entre el ET y el ER. Es decir, controla el potencial del ET referido al de
referencia, utilizando una impedancia elevada de manera tal que no circule corriente por
el electrodo de referencia. Cuando se realiza una polarizacion lineal la funcion que se

aplica tiene la siguiente formula:
E = Ei + vt [Ecuacién 2. 6]

donde E es el potencial en un tiempo ¢ determinado, Ei es el potencial inicial y v es la

velocidad de barrido del potencial.

/ Burbujeador

Camisa

Figura 2.2. Esquema de la celda electroquimica empleada en la presente tesis. ET:
electrodo de trabajo de Ti; ER: electrodo de referencia de calomel saturado; CE:

contraelectrodo de Pt. Adaptado de Daza Millone (2011) [81].

La voltamperometria ciclica es una técnica mediante la cual se aplica n veces un
ciclo de potencial barriendo en sentido anddico entre el limite catddico E; y el anddico Er
y luego desde dicho potencial en sentido catédico hasta E;, con una variacion lineal en el
tiempo. A medida que se modifica el potencial, se registra la corriente que circula entre
el ET y el CE. Con los datos registrados por el potenciostato, se crea un grafico de
densidad de corriente (i) en funcion del potencial E denominado voltamperograma

(Figura 2.3).
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En la presente Tesis se realizaron voltamperometrias ciclicas con el propdsito de

evaluar el comportamiento electroquimico de las NPe formadas sobre materiales de Ti.

Intensidad (i)

E;
1
I

mpoaa

{Potencial (E)

Figura 2.3. Representacion de un voltamperograma. Se indican los pardmetros de potencial E e

intensidad corriente i en los picos anddicos (Epa, ipa) ¥ catodicos (Epc, ipc).

2.1.3 Curvas de Tafel

En el caso de las curvas de Tafel se aplica al electrodo de trabajo (muestra en
estudio) un incremento lineal de potencial. Se realizan barridos de potencial desde el
potencial a circuito abierto, en sentido catddico y anddico. El diagrama de Tafel (Figura
2.4) se obtiene a partir de la representacion de la corriente en escala logaritmica versus el

potencial (escala lineal). Estos graficos facilitan la determinacion de los parametros Ecor
€ icorr [99].

Potencial (E)
1

i

corr

T T \?'

Log (i)

Figura 2.4. Representacion de un diagrama de Tafel.

43



Las curvas anddica y catddica en el diagrama de Tafel presentan una region
aproximadamente recta (region de activacion) que puede extrapolarse constituyendo una
linea de Tafel. Las lineas de Tafel (anddica y catddica) se cruzan en el punto de
coordenadas (Ecor, log icorr) (Figura 2.4) que permite la estimacion de la densidad de
corriente de intercambio icorr Y €l potencial mixto de corrosion Ecorr [99]. En el potencial
Ecorr, la corriente anoddica (i+) y catodica (i-) son iguales; por tanto, la densidad de
corriente neta es cero. Todos los electrones generados por la oxidacion del metal en la
reaccion de disolucion son consumidos por la reaccion de reduccion del oxidante en la

misma superficie del metal por lo que i=0.

En la presente Tesis, se realizaron curvas de Tafel con el propdsito de determinar
los valores de Ecorr € icorr de materiales de Ti modificados con NPe y compararlos con los

valores obtenidos para el Ti sin modificar (Ti control).
2.1.4 Registro de potencial a circuito abierto

Durante las mediciones de potencial a circuito abierto (OCP, por sus siglas en
inglés Open Circuit Potential) se evalia la diferencia de potencial entre el ET en contacto
con un electrolito y el ER, diferencia que varia con el tiempo. El potencial inicial OCPi
presenta un valor similar al potencial mixto Ecor obtenido mediante curvas de Tafel y

luego varia con el tiempo de medicion.

Las mediciones de OCP constituyen una herramienta de gran utilidad para estudiar
la disolucidon de un metal en un medio sin aplicarle perturbaciones. Para analizar los
registros de OCP, conviene distinguir el tipo de ataque corrosivo que se desarrolla,
representados esquematicamente en la Figura 2.5. En el caso de una superficie de un metal
pasivo como el Ti (curva a), se observa un ascenso en el potencial hasta alcanzar un valor
estable producto de la pasivacion del material por la formacion del TiO: sobre la
superficie del ET de Ti. En caso de que el ET sufra corrosion localizada en multiples
regiones confinadas genera inestabilidades y oscilaciones en el registro de potencial,
como se observa en la curva b con descensos y ascensos del potencial atribuidos a la
disolucioén y pasivacion en los sitios activos. Por tltimo, en la curva ¢ se ejemplifica una
corrosion generalizada uniforme, donde si bien el OCP inicialmente crece, pero luego se

estabiliza y permanece constante.
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Figura 2.5. Ejemplos de registros de potencial a circuito abierto para diversos procesos: a)

pasividad, b) corrosion localizada y c) corrosion generalizada.

2.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Durante las espectroscopias FTIR se irradia una muestra con frecuencias variables
en la zona infrarroja del espectro electromagnético. Esta zona infrarroja se divide en tres
regiones denominadas infrarrojo cercano, infrarrojo medio e infrarrojo lejano
(respectivamente NIR, MIR y FIR por sus siglas en inglés). La irradiacion a dichas
frecuencias provoca mayor intensidad en la vibracion intramolecular de los enlaces que
posean igual frecuencia que la irradiada. En este sentido, con el registro de la intensidad
de absorcion en funcion de la longitud de la onda irradiada se pueden identificar y
localizar grupos funcionales, observando los picos correspondientes a sus transiciones
vibracionales particulares. Asimismo, gracias al empleo de transformadas de Fourier, los
espectros se obtienen de forma mas rapida, precisa y con relaciones sefial/ruido mas

elevadas.

La espectroscopia infrarroja (IR), entonces, se utiliza para detectar vibraciones de
enlaces moleculares y vibraciones rotacionales a través de la absorcion de luz infrarroja.
Dado que diferentes grupos funcionales absorben a diferentes frecuencias, la
espectroscopia IR puede ser empleada para el estudio de la estructura molecular y

constituye una “huella dactilar”.

En este trabajo se utilizaron dos modos de deteccion, el mas frecuente es la técnica

de transmitancia en el cual se fabrica una pastilla de KBr con el compuesto a analizar
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sobre la cual incide el haz de luz infrarroja y, con un detector del otro lado de la muestra,

se determina qué fraccion de la radiacion incidente (longitud de onda) ha sido adsorbida.

Existe una variacion de la espectroscopia IR, que se utilizd en este trabajo,
denominada reflexion total atenuada (del inglés 4A7R-FTIR) que se emplea principalmente
para el estudio de la absorbancia de radiacion infrarroja de compuestos quimicos
depositados sobre una superficie. Mientras que en el FTIR se analiza la transmitancia de
la muestra haciendo que un haz de luz la atraviese, el ATR usa la reflectancia de la
muestra. Entonces, la técnica de ATR-FTIR consiste en hacer incidir la radiacién en un
cristal transmisor de alto indice de refraccion (generalmente de ZnSe o diamante), de
modo tal que surja una reflexion interna total que permita caracterizar la muestra. La
reflectancia del cristal genera una onda evanescente sobre la superficie del cristal que, al
estar en intimo contacto con la muestra, penetra sobre ésta y permite analizar su

composicion superficial. (Figura 2.6) [100].

Onda
evahescente

Muestra

~

Haz infrarrojo Cristal ATR Al detector

Figura 2.6. Diagrama explicativo de la espectroscopia ATR-FTIR.

En el presente trabajo se utilizé un espectrometro Agilent Cary 630 equipado con
un accesorio ATR (Agilent Technologies) con un prisma de ZnSe. Se analizaron los
espectros de los FF puros y luego los espectros de las diferentes NPe y NPaAg obtenidas
con estos FF. En todos los casos los espectros fueron obtenidos en el rango de 4000 — 600
cm! y como el resultado de 256 escaneos realizados con una resolucion espectral de 2

cm™,

2.3 Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia de absorcion de luz ultravioleta-visible (UV-visible) es muy
utilizada para la determinacion cuantitativa de diversos analitos. Esta técnica se basa en
que las diferentes moléculas/iones adsorben radiacion UV-vis (generalmente entre

longitudes de onda A = 200 a 800 nm) produciendo la excitacion de electrones. Los
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espectros de absorcion de cada elemento son unicos, es decir, presentan maximos de
energia a longitudes de onda especificas y con distintas intensidades [101]. Esta
espectroscopia es particularmente util para analizar iones metalicos de transicion y

compuestos organicos en solucion.

Existe una relacion entre la cantidad de radiacion absorbida y la concentracion de

la especie en solucidon dada por la Ley de Lambert-Beer:

A =¢e.d.c [Ecuacion 2.7/
donde A es la absorbancia (adimensional); € es el coeficiente de extincion propio de cada
sustancia (L/(mol.cm)); d es la distancia que atraviesa el haz de luz (usualmente dada por
el ancho de la cubeta utilizada (cm)) y c es la concentracion de la especie que absorbe la
radiacion (mol/L). Esto implica una relacion directamente proporcional entre la
absorbancia y la concentracion de la especie de la solucion.
Para una longitud de onda determinada (1), se puede definir la absorbancia como
sigue:

A =log (Tho/ IA) [Ecuacion 2.8]

donde Iho es la intensidad del haz incidente en la muestra e IA es la intensidad del haz

emergente de la muestra.

Las propiedades del espectro de absorcion de una sustancia se ven habitualmente
afectadas por el tipo de disolvente utilizado, el pH de la solucién, la temperatura, altas
concentraciones de electrolitos y la presencia de compuestos que puedan interferir. Es
crucial comprender como estos elementos influyen en el espectro y seleccionar las
condiciones de andlisis de forma cuidadosa para minimizar el impacto de las
fluctuaciones no deseadas, evitando que estos factores afecten la medicion de la

absorbancia.

Para realizar dichas mediciones, se compara la muestra con un blanco conformado
generalmente por el solvente o bien una solucion de los mismos componentes excepto la
especie a analizar, facilitando la identificacion de la radiacion generada por la especie

analizada.

De este modo, la practica habitual mediante esta técnica consiste en realizar
primeramente un primer espectro amplio para hallar la longitud de onda a la que la especie

en cuestion absorbe mayor radiacién. Seguidamente, se elabora una curva de calibracion
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que relaciona la absorbancia (A) a la longitud de onda elegida con la concentracion de la
especie. Se requieren varias soluciones de concentracion (c¢) conocida a fin de verificar la
dependencia lineal A y c, calcular la pendiente de la recta y luego, mediante la Ecuacion

2.7, la concentracion del analito.

Por otra parte, los nanomateriales metalicos presentan espectros de absorcion en
el UV-visible, debido al fenomeno de resonancia de plasmoén superficial (SPR, por sus
siglas en inglés Surface Plasmon Resonance) producido por la oscilacion colectiva de los
electrones de la superficie de las NPa en respuesta a la luz. El espectro UV-vis y el valor
maximo de absorbancia o plasmén de las NPa metalicas dependen de la naturaleza, la
forma y el tamafio del metal, y de las caracteristicas del solvente o medio donde se

encuentran dispersas [102,103].

En la presente Tesis se empled un espectrofotdémetro Shimadzu UV-1800, el cual
posee un sistema fotométrico de doble haz. La espectroscopia UV-visible se utilizé para
realizar curvas de calibracion para cuantificar FF puros y proteinas, asi como para

caracterizar las NPaAg obtenidas por NEC.

2.4 Espectroscopia de Emision Atomica con Plasma de Acoplamiento

Inductivo (ICP-OES)

La técnica de Espectroscopia de Emision Atdmica con Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-OES) se fundamenta en la emision de radiacion cuando un dtomo o ion,
excitado tras absorber energia de una fuente de alta temperatura, regresa a su estado
fundamental. La cantidad de energia emitida esta ligada a la cantidad de 4&tomos del metal
en cuestion, lo que la convierte en una herramienta util para determinar concentraciones

de estos elementos en solucion [86].

El proceso comienza con la atomizacion de la muestra empleando plasma de argon
a 10.000 K para excitar los atomos, formando una mezcla gaseosa conductora de argon,
electrones y cationes de la muestra bajo analisis. Asimismo, se requiere un nebulizador
para generar un aerosol de particulas y un atomizador que, mediante el calor (plasma o
llama), genere 4&tomos o iones individuales. De esta forma, se cuenta con un sistema de
excitacion térmica (la fuente de atomizacién) y un detector. Para cuantificar la
concentracion de metales, se desarrollan curvas de calibracion para cada metal, abarcando

concentraciones de 0 a 10 mg/L.
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En el presente trabajo, se utilizé ICP-OES para cuantificar la concentracion de las
NPaAg sintetizadas por NEC, calculada como [Ag'] total en solucion. Para realizar la
cuantificacion por ICP-OES, las suspensiones de las NPaAg obtenidas fueron digeridas
con 4cido nitrico al 2% para oxidarlas de Ag’ a Ag’y fueron analizadas en la Unidad
Plapimu-Laseisic (UPL), dependiente de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP y de la

Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CIC-PBA).

2.5 Angulo de contacto

Para determinar la hidrofilicidad de las diferentes superficies desarrolladas en la
presente Tesis, se empled la medida del d&ngulo de contacto. El angulo de contacto es una
medida de la capacidad que presenta un liquido para mojar un sélido. Cuando un liquido
se esparce sobre una superficie solida se forma una linea de contacto denominada linea
de mojado. Si el liquido se esparce totalmente, el angulo que se forma entre la superficie
del liquido y la superficie solida es cero, en cambio, si se forma una gota se establece un

angulo de contacto definido que es representativo de la hidrofilicidad de la superficie.

El angulo de contacto entonces es determinado por un equilibrio de fuerzas en la
interfase s6lido-liquido-gas. Cuando la energia interfacial solido-liquido (ysp) es elevada,
la gota del liquido tiende a reducir su area de contacto contrayéndose y aumentando el
angulo formado entre las superficies del liquida y del solido. Un &ngulo elevado se
interpreta como una escasa adhesion entre las superficies, y en la practica puede

emplearse para analizar el grado de hidrofilicidad/hidrofobicidad [104].

Las energias superficiales de la interfaz liquido-gas ( ¥ LG), de la interfaz sélido-
gas (Y sG )y el &ngulo de contacto liquido-solido (0) se relacionan a través de la ecuacion
de Young:

Y LG.cos© = Y sG— Y sL[Ecuacion 2.9]

Siy sG > Y sLentonces el cos© es positivo y el angulo de contacto es menor a 90°, por

lo tanto, la superficie es hidrofilica. En el caso de una superficie hidrofobica, el cos© es

negativo y el dngulo de contacto es mayor a 90° (Figura 2.7).
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(&)

Figura 2.7. llustracion de a) superficie hidrofobica con baja mojabilidad (6 > 90°) y b)

superficie hidrofilica con alta mojabilidad (0° > 6 > 90°).

En el presente trabajo, esta medicion se realizd con un gonidmetro Ramé-Hart
modelo 290. Se deposité una gota de 1 pL de agua ultrapura sobre el sustrato de Ti, se
tomaron fotografias de alta resolucion de la interfase y determind mediante un software
(Drop Image) el angulo de contacto promedio. Estas mediciones fueron realizadas con el
propdsito de determinar si las NPe y NPaAg desarrolladas y depositadas sobre la
superficie de Ti modificaban la mojabilidad de la superficie de dicho material en
comparacion al Ti control sin modificar. El equipo empleado para el presente trabajo se

muestra en la Figura 2.8.

Figura 2.8. Goniometro empleado. a) Bomba y mangueras por las que circula el liquido. b) Base
porta muestras donde se coloca la muestra. ¢) Brazo que sujeta el 7ip por donde se vierte la gota

durante la medida. d) Camara.
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2.6 Microscopia optica

Dentro del conjunto de las microscopias, la microscopia Optica permite un
reconocimiento rapido de la morfologia superficial de un material. En la Figura 2.9 se

muestra el microscopio 6ptico Olympus BXS51 utilizado.

En este trabajo se empleo principalmente microscopia Optica de fluorescencia, la
cual consta de los mismos componentes de un microscopio optico al que se le anaden una
fuente luminosa y filtros especiales con la finalidad de que emita, de manera selectiva,
radiaciones de determinadas longitudes de onda: radiacion ultravioleta u ondas luminosas
de color violeta, azul 6 verde. En este caso, se emplearon filtros tipo #WB
correspondientes a: espejo dicroico DM460, filtro de excitacion BP350 y barrera de filtro
BA400 BP, que son filtros que dejan pasar una banda comprendida entre dos longitudes
de onda, por ejemplo “BP460-580 significa que es opaco a longitudes de onda no
comprendidas entre 460 nm y 580 nm. En el microscopio de epifluorescencia la radiacion
excitatoria es aplicada sobre la muestra a través de un sistema incorporado al objetivo y
no atraviesa el espécimen. Ademas, posee espejo divisor de haces, cuya funcion es reflejar
hacia el espécimen la longitud de onda filtrada y seleccionada, mientras que las
radiaciones que no fueron bloqueadas por el filtro excitador atraviesan el espejo divisor

y contintan su trayectoria sin ser reflejados.

Figura 2.9 Microscopio optico de epifluorescencia y de campo abierto Olympus BX51

utilizado en el presente trabajo.
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2.7 Microscopia electréonica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés,
Transmission Electronic Microscopy) se destaca como técnica para la determinacion de
la estructura cristalina en metales, asi como también la deteccion de impurezas,
precipitados, bordes de grano, interfaces y hasta estructuras moleculares. Su rango de
trabajo abarca desde la décima parte de un micrometro hasta el nanémetro. Al bombardear
la muestra con un haz de electrones, algunos logran atravesarla sin ser alterados y otros
interactiian con la misma, sea por difraccion o dispersion, creando la imagen aumentada
de la muestra en analisis. Esto es posible gracias a que los electrones son particulas
cargadas negativamente que pueden ser acelerados y dirigidos con precision mediante las
lentes electromagnéticas del TEM. Los rayos dispersos pueden ser recogidos por una lente
y reenfocados para formar la imagen del espacio real, donde cada punto de la imagen
corresponde a un punto especifico del objeto [105].

El grado de penetracion de los electrones depende del espesor de la muestra y la
energia de dichos electrones. A mayor energia aplicada se podran analizar muestras con
mayor espesor y menos transparentes.

El equipo consta de un cafidon de electrones, un sistema de lentes magnéticas y una
pantalla fluorescente, como se aprecia en la siguiente Figura 2.10:

Aplicacion de
alto voltaje

Canodn de electrones

“—— Lentes condensadores

— Diafragmas

‘ Portaobjetos
<—— Objetivos y diafragma

~ Haz de electrones

—_ Pantalla fluorescente
y cdmara

Figura 2.10. Esquema representativo de los componentes de un TEM.

En el presente trabajo se utilizé una variante de TEM, denominada microscopia
electronica de transmision de barrido o S-TEM (por sus siglas en inglés Scanning
Transmission Electronic Microscopy). A diferencia del TEM tradicional, en el S-TEM se

desliza un haz de electrones fino y focalizado a lo largo de la muestra. La interaccion
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entre este haz y los atomos de la muestra genera un flujo de sefales que se correlacionan
con la posicion del haz para construir una imagen virtual, donde la intensidad de sefial en
cualquier localizacion de la muestra es representada por la intensidad en la escala de gris
de la correspondiente localizacion en la imagen. La principal ventaja respecto al TEM
convencional es la mejora en la resolucion espacial.

En la presente Tesis se utilizaron los servicios de S-TEM provistos por YPF
Tecnologia (Y-TEC) (Berisso, Buenos Aires) para observar y determinar forma y

tamanios de las NPa sintetizadas por NEC.

2.8 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Desde su invencion en 1986 por Binnig, Quate y Gerber, la microscopia de fuerza
atomica (AFM por sus siglas en inglés Afomic Force Microscopy) se utiliza esencialmente
como herramienta de caracterizacion superficial a escala micro y nanométrica. En
particular, lo que caracteriza especialmente al AFM es que proporciona informacion

tridimensional en las coordenadas X, Y y Z de una superficie con gran precision [105].

El AFM barre o “escanea” la superficie de una muestra mediante una sonda aguda,
punta, adosada a un cantiléver y registra los cambios de la fuerza de interaccion existente
entre la punta y la muestra. Las interacciones de fuerzas punta-muestra se miden mediante
pequeiias flexiones del cantiléver que se registran empleando un haz laser reflejado en su
parte posterior. Durante el escaneo de la superficie, las fuerzas de interaccion entre la
punta y la muestra pueden ser de tipo atractivas (van der Waals), cuando la distancia
punta-muestra es relativamente grande, o de tipo repulsivas (repulsion de Pauli), cuando
las distancias son pequeias. De esta manera, el mapeo de fuerzas se traduce en el registro
de la sefial de flexion del cantiléver en unos fotodiodos que permiten obtener una imagen
topografica de la superficie de la muestra (Figura 2.11). Un sistema piezoeléctrico es el
encargado de desplazar la muestra respecto de la punta y registrar asi una imagen

tridimensional de la superficie.

De este modo, se puede generar una imagen tridimensional de la topografia de
diversas muestras a través de las fuerzas generadas entre el cantiléver y la superficie de
la muestra. Por lo tanto, las fuerzas que se miden con el AFM pueden ser mecanicas, de

van der Waals, fuerzas capilares, magnéticas, electrostaticas, entre otras [106] .
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Figura 2.11. Esquema de los componentes y del principio de funcionamiento de un

microscopio de fuerza atomica.

Existen varios métodos de operacion del AFM, los cuales pueden dividirse en dos
grupos: modos de contacto continuo y dindmicos. En principio se empleaban unicamente
los modos de contacto continuo o también llamados modos estaticos, donde la punta se
encuentra en contacto perpetuo con la muestra. Esto permite realizar espectroscopias de
fuerzas sin sistemas de retroalimentacion ni variables de control. Sin embargo, ante el
rapido desgaste de la punta y la dificultad de estudiar muestras blandas, pocos afios
después se propuso tomar imagenes a partir de la oscilaciéon de la sonda. Entre los

métodos dindmicos mas empleados actualmente se encuentra el de contacto intermitente.

En este método, comunmente conocido como “Tapping mode®” en inglés, el
cantiléver oscila con amplitudes en el rango nanométrico (aproximadamente entre 5 y 200
nm) [107]. Este sistema incorpora un circuito de modulacion de amplitud, el cual se

esquematiza en la Figura 2.12:
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Figura 2.12. Arreglo experimental del AFM en contacto intermitente o0 modulacion de

amplitud.

La amplitud es calculada internamente con los valores de pendiente del cantiléver
que lee el fotodetector. Al comparar las mediciones con el valor preestablecido de
amplitud, en caso de existir diferencia, el sistema envia una sefal al escaner. El escaner
se encarga de hacer la correccion en el eje “z” para poder alcanzar el valor preestablecido
y de esta forma mantener la variable control (amplitud) constante (la preestablecida en el
setpoint). Por ende, como los cambios topograficos generan cambios en la amplitud de

oscilacion, las exploraciones en los ejes “x”, “y” junto con las correcciones en el eje “z”

generan la imagen topografica de la muestra.

En lo que respecta al analisis cuantitativo mediante AFM, la topografia de los
materiales se puede evaluar mediante pardmetros de rugosidad, propios de la distribucion

estadistica de alturas del perfil o la superficie analizada.
2.8.1 Parametros de rugosidad

Entre la gran variedad de parametros disponibles para estudiar la rugosidad de una

muestra, en el presente trabajo fueron utilizados los siguientes [108,109]:

e La rugosidad promedio (R.): representa la desviacion promedio de los valores

absolutos de las alturas de las irregularidades superficiales (yi) de un perfil desde

la linea media. Matematicamente se define como:
1 <
Rq =~ “alyil  [Ecuacién 2.10]
donde n es el nimero de segmentos en los que se divide el eje X. Este pardmetro

describe las variaciones de altura de la muestra.
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La rugosidad cuadrética media (Rg): representa la desviacion estandar de las
alturas promedio y, al ser un parametro mas sensible que Ra, permite distinguir

picos y valles. Su célculo se expresa como sigue:

R, = /% " y;2 [Ecuacién 2.11]

La méxima altura del perfil (Rmax): representa la distancia vertical maxima entre

los puntos mas altos y bajos a lo largo del perfil.

En la Figura 2.13 se representan esquematicamente Rmax, Ra y Rg.

i i i i

Figura 2.13. Representacion de los parametros de rugosidad Ra, Rq ¥ Ruax.

e  Laasimetria en la rugosidad (skewness) (Ssk) mide el grado de simetria en

la superficie respecto de la rugosidad promedio. Al tener alta sensibilidad a
picos y valles, permite distinguir las formas presentes entre dos perfiles que
tengan similar R. 0 Rq. En la Figura 2.14 se esquematiza su andlisis. Valores de
Ssk cercanos a cero representan una distribucion simétrica de picos y valles. En
cambio, valores positivos de Ssk indican la predominancia de picos altos o
agudos y valles poco profundos y redondeados, mientras que valores negativos
indican predominancia de valles finos y agudos y picos redondeados y pocos

prominentes.
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Perfil Distribucion

—
Asimetria
positiva

—

Asimetria
negativa

Figura 2.14. Definicion de la asimetria en la rugosidad (S«) y sus posibles curvas
de distribucion.

¢ E] coeficiente de Curtosis (Sku): se aplica para estudiar la distribucion de

alturas de la superficie, la cual se esquematiza en la Figura 2.15. Si el valor de
curtosis es mayor que 3, se dice que la distribucidon de alturas es leptocurtica, es
decir, con una gran cantidad de picos y valles abruptos. Por lo contrario, valores de
curtosis menores que 3 indican la presencia de una distribucion de alturas
platictrtica, es decir, una topografia mas suavizada con pocos picos y valles.

Perfil Distribucidn

l\f/ N o el —

Curtosis » 3
(Leptocirtica)

- M\ fp/m\l i J M\.
\o/ A

l—

Curtosis < 3
(Platictrtica)

Figura 2.15. Definicion del parametro de Curtosis (Sku) y sus posibles curvas de
distribucion.

e La diferencia en el 4rea superficial de la imagen (Risad): Se emplea con el

proposito de conocer la diferencia porcentual entre el area superficial de la
proyeccion bidimensional y la imagen tridimensional. Ofrece informacion

topografica complementaria a la curtosis. Las superficies suavizadas o lisas
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(platictrticas) tendran valores porcentuales bajos o cercanos a cero en
comparacion con superficies muy rugosas (leptocurticas) donde dicha diferencia
sera mayor. Este pardmetro es muy util para caracterizar superficies rugosas que
han sido recubiertas con NPe, ya que estas pueden suavizar la superficie del
material “rellenando” o cubriendo los valles presentes y el valor de Risad puede

disminuir en comparacion a la superficie sin NPe.

En la presente Tesis se realizaron analisis AFM de las NPe y NPa adheridas sobre
la superficie de Ti y se compararon las imagenes topograficas y sus parametros de
rugosidad con los obtenidos para las muestras de Ti control sin modificaciones
superficiales. Las imagenes se obtuvieron en modo 7apping con un AFM Nanoscope V
Multimode (Bruker, Santa Barbara, CA) y se analizaron en el software NanoScope

Analysis 1.5.

2.9 Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés Dynamic light
scattering), también conocida como espectroscopia de correlacion de fotones (ECF) y
dispersion de luz casi elastica (DLCE), resulta muy conveniente para sondear la cinética
de soluciones y dimensionar tamafios de particulas. Permite obtener en pocos minutos
informacion de tamafios para particulas con didmetros entre pocos nanometros y 5 pm.
Esta técnica resulta muy Util para caracterizar NPa, ya que permite obtener un tamafio
promedio aproximado (didmetro hidrodinamico) de manera répida y sencilla, analizar la
estabilidad de las dispersiones de NPa seglin el pH y la fuerza idnica, por citar algunos

ejemplos [110].

Esta técnica se basa en las mediciones del ensanchamiento Doppler de la luz
dispersada como resultado del movimiento browniano de las particulas. Cuando se
analiza la distribucién de velocidades en dicho movimiento térmico, se miden las
fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada. Esto permite aproximar el diametro
de las particulas por medio de la ecuacion de Stock-Einstein. Asumiendo particulas
esféricas, el coeficiente de difusion D de las particulas se relaciona con el didmetro

hidrodinamico de la particula R como sigue:

k.T

D =
6.1.1M.R

[Ecuacion 2.12]
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donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura del sistema y n la viscosidad del

solvente.

El diametro hidrodindmico determinado por DLS corresponde al didmetro de una
esfera que posee el mismo coeficiente de difusion traslacional que el de la particula que
se mide, suponiendo una capa de hidratacién que rodea la particula o molécula. Debido a
esto, el didmetro calculado a partir de las propiedades difusionales de la particula indica

el tamano de la particula dinamica hidratada y solvatada [111].

Dicha distribucion, se pondera de acuerdo con la intensidad de la dispersion de
luz de cada fracciéon o poblacion de particulas. La intensidad de la luz dispersada
producida por una particula es proporcional al peso molecular promedio y a la
concentracion de las particulas. De este modo, pequefias cantidades de particulas
aglomeradas pueden predominar en la medida por distribucion de intensidad. A su vez,
los resultados obtenidos por intensidad pueden ser transformados a una distribucion de
volumen (mediante la teoria de Mie) que describe la proporcion relativa de los
componentes de la muestra basado en su volumen en lugar de su dispersion (intensidad).
La distribucion en volumen, en general, se utiliza con fines comparativos con los valores
obtenidos por intensidad y también para estimar las proporciones relativas de las
diferentes poblaciones que componen una muestra con dos o mas picos. Sin embargo, al
convertir los datos de intensidad en volumen se aceptan principios que no siempre se

cumplen 0 S€ conocen:

1. Todas las particulas son esféricas.
2. Todas las particulas son homogéneas.
3. Las propiedades opticas de las particulas se conocen, es decir, los

componentes reales e imaginarios del indice de refraccion.

Por lo tanto, los resultados obtenidos por volumen no deben ser considerados
absolutos, pero son ttiles para comparar con los resultados determinados por intensidad
y para estimar la representacion en porcentajes relativos de cada poblacion de particulas
dentro de una muestra [112]. En el presente trabajo se utilizé un equipo Zetasizer Nano-
ZS de Malvern Instruments, que utiliza un ldser de 4-mW He-Ne (633 nm) y un generador
de campo eléctrico, para estimar el didmetro hidrodinamico de las NPaAg sintetizadas
por NEC. Los resultados fueron expresados en distribucion de intensidad y también se

estimaron los valores para la distribucion de volumen con fines comparativos. Con el
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proposito de evaluar la estabilidad de las NPaAg frente a la fuerza i6nica de una solucion
salina tamponada con fosfatos, PBS (Phosphate Buffered Saline) con pH fisioldgico
(~7.4) se realizaron mediciones de diametro hidrodinamico en distintas condiciones: a 25

y 37°C, usando agua Milli-Q y PBS como solventes.
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Capitulo 3: Ensayos bioldgicos y microbiologicos

3.1 Ensavos con células eucariotas

3.1.1 Maedios de cultivos y lineas celulares

Para la realizacion de los ensayos con cultivos de células eucariotas se empled

medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con 10%

de suero fetal bovino (SFB), 50 Ul/ml de penicilina y 50 pg/ml de sulfato de

estreptomicina. Las lineas celulares fueron mantenidas y repicadas en medio DMEM e

incubadas en estufa a 37°C con 5% de COs.

Se utilizaron diferentes lineas celulares de origen murino:

Células pre-osteoblasticas MC3T3-E1 como modelo de estudio de células
osteoblasticas de hueso.

Células fibroblasticas 1929 como modelo de estudio para células
fibroblasticas de tejido conectivo.

3.1.2 Ensayos de citocompatibilidad y citotoxicidad

En las ultimas décadas, debido al avance en el desarrollo de productos

nanotecnolédgicos, la evaluacion de la toxicidad que producen a nivel celular los mismos

se ha convertido en un punto crucial de estudio para la comercializacion y produccion

industrial de nuevas nanotecnologias. La citotoxicidad puede definirse como la alteracion

de las funciones celulares basicas que producen cambios o dafios en la respuesta celular

[113]. Estas alteraciones pueden ser detectadas en diferentes niveles:

Disminucion de la actividad metabolica, la cual puede ser evaluada por
disminucién de los niveles de ATP (adenosina trifosfato), actividad
mitocondrial o en el sistema de endomembranas. Estos dafios en la actividad
metabolica se consideran como injurias “leves o tempranas” ya que no
ocasionan directamente la muerte celular.

Perdida o ruptura de la integridad de la membrana plasmatica, la cual puede
ser detectada por diferentes tipos de coloraciones (ioduro de propidio, tincion
Live/Dead, otras). Este tipo de dafio se considera grave ya que la disrupcion
de la membrana celular ocasiona la muerte de las células al no poder separar

su medio interno del externo.
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Dentro de los ensayos de citotoxicidad mas utilizados se destacan los ensayos de
reduccion de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y reduccion de rojo
neutro (RN) y ensayos de viabilidad celular con tincién con naranja de acridina que seran

descriptos a continuacion.
3.1.2.1 Ensayo de reduccion de MTT

Se fundamenta en la reduccion metabolica, a través de las enzimas succinato-
deshidrogenasa que se encuentran dentro de las mitocondrias, de la sal de tetrazolio (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, de color amarillo) a formazan (de color azul)
que es un compuesto insoluble que queda atrapado dentro de las células [114]. Las
mitocondrias son organelas esenciales para el metabolismo celular, ya que desempefian
un papel fundamental en el proceso de respiracion celular y produccion de energia en

forma de ATP.

De esta forma, la reduccion del MTT por parte de las mitocondrias dentro de las
células vivas permite estimar la actividad mitocondrial y la viabilidad celular, ya que la
cantidad de formazan producido es directamente proporcional a la cantidad de células

vivas. Para cuantificar la cantidad de formazan se utilizo el siguiente protocolo:

1. Sembrar 20.000 células en placa de 96 pocillos e incubar a 37°C durante 24
horas para que las células crezcan.

2. Descartar el medio DMEM vy adicionar medio fresco con la sustancia a testear
en el rango de concentraciones deseadas. Incubar 24 horas mas.

3. Eliminar el medio con la sustancia a testear y adicionar MTT (concentracion
0,5 mg/ml) e incubar 3 horas.

4. Retirar el MTT y lavar con PBS.

5. Adicionar DMSO (dimetil sulféxido) y dejar actuar a temperatura ambiente
durante 10 minutos para producir la lisis celular y la liberacion de formazan.

6. Medir la absorbancia (A = 570 nm) en espectrofotometro de placas ELISA
(7530 Microplate Reader Cambridge Technology, Inc., St. Watertown, MA,
EE. UU.).

7. Calcular el porcentaje de actividad mitocondrial/viabilidad celular en relacion

con las muestras control, de acuerdo a la siguiente formula:

b
Viabilidad celular (MTT) = 2 X 100 [Ecuacién 3.1]
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donde a es la absorbancia determinada para las muestras control y b la

absorbancia medida para las muestras tratadas.

En el presente trabajo, se utilizé la técnica de MTT para estimar la citotoxicidad
de las NPaAg obtenidas por NEC a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 ng/mL de plata
total. También se utilizé para determinar la toxicidad de los productos de liberacion de

las NPe de FF formadas sobre Ti.
3.1.2.2 Ensayo de reduccion de Rojo Neutro

Se basa en la deteccion de los dafios que producen diversos componentes toxicos
sobre la integridad de membrana de los lisosomas. Esta técnica cuantifica el transporte
celular del colorante rojo neutro (3-amino-7-dimetilamino-2-methilfenazina) incorporado

a las células a través de lisosomas y endosomas.

Los lisosomas son organelas importantes dentro del metabolismo celular ya que
se encargan de la detoxificacion y digestion de sustancias extrafas o toxicas para las
células. En su interior contienen una gran bateria de enzimas hidroliticas y proteoliticas
capaces de digerir las sustancias toxicas que ingresen a las células. En consecuencia, la
retencion del colorante de RN es directamente proporcional a la actividad lisosomal de
las células, ya que cuando se produce una disminucion en la retencion del colorante se

observa también una disminucion en la viabilidad celular [115].

La cuantificacion de la actividad lisosomal y la viabilidad celular por RN se

evalud a través del siguiente protocolo:

1. Sembrar 20.000 células en placa de 96 pocillos e incubar a 37°C durante 24
horas para que las células crezcan.

2. Descartar el medio DMEM y adicionar medio fresco con la sustancia a testear
en el rango de concentraciones deseadas. Incubar 24 horas mas.

3. Retirar el medio con las sustancias testeadas y adicionar RN al 0,01% e
incubar por 3 horas.

4. Retirar el RN y lavar con PBS.

5. Extraer el colorante con una solucion de acido acético al 1% en 50% de etanol.

6. Medir absorbancia (A = 540 nm) en espectrofotdmetro de placas ELISA (7530
Microplate Reader Cambridge Technology, Inc., St. Watertown, MA, EE.
Uu.).
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7. Calcular el porcentaje de actividad lisosomal/viabilidad celular en relacion

con las muestras control, de acuerdo a la siguiente formula:

b
Viabilidad celular (RN) = 2 X 100 [Ecuacidn 3.2]

Donde a es la absorbancia determinada para las muestras control y b la

absorbancia medida para las muestras tratadas.

En el presente trabajo, se utilizo la técnica de RN para estimar la citotoxicidad de
las NPaAg sintetizadas por NEC a concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 pg/mL de plata
total.

3.1.2.3 Viabilidad y proliferacion celular mediante

tincion con naranja de acridina

La citocompatibilidad también se evalud por tincidon con naranja de acridina
(N,N,N',N'-tetrametilacridina, Sigma, St Louis, MO, USA) que es un colorante catiénico
selectivo que interactia mediante fuerzas electroestaticas con las moléculas del ADN
celular. Cuando dicho colorante se encuentra unido al ADN presenta un maximo de
excitacion a 502 nm y una emision a 525 nm (en el rango de emision verde), por lo cual
tifie verde a las células en fase de division activa, es decir, que contienen una alta cantidad

de 4cidos nucleicos [116].

Mediante esta técnica se determino la viabilidad y la proliferacion celular tanto a
tiempos cortos (24 horas) como a tiempos largos (hasta 7 dias) de incubacion, acorde se
mencionara en detalle en los capitulos siguientes. Esta técnica se utiliz6 tanto para evaluar
los efectos citotoxicos de NPaAg en suspension sobre células cultivadas en placas de
multiples pocillos o placas multiwell, como asi también en células adheridas sobre la
superficie de diferentes muestras de Ti. El protocolo general que se utilizo fue el

siguiente:

1. Sembrar la cantidad deseada de células en placa de multiples pocillos o sobre
la superficie de titanio e incubar por 24 horas o hasta 7 dias, dependiendo del
ensayo, a 37°C en estufa de cultivo.

2. Remover medio de cultivo y lavar con PBS.

3. Teiir con naranja de acridina y observar inmediatamente por epifluorescencia

utilizando un filtro de 515-560nm (Olympus BX51, Olympus Corp., Tokyo,
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Japon) conectado a una cdmara de Olympus DP73 (Olympus Corp., Tokyo,
Japon).

4. Tomar entre 15 y 20 fotos digitales por cada muestra y calcular el porcentaje
de area cubierta por células utilizando el programa Image-Pro Plus®.

5. Los resultados de viabilidad celular se expresaron en funcidon del porcentaje
de adhesion celular/area cubierta por células en relacion con las muestras

control a través de la siguiente ecuacion:
a
% adhesion = 5x 100 [Ecuacion 3.3]

donde a es el area cubierta por células en las muestras problema y b es el area cubierta

por células en las muestras control.

3.2 Ensayos de diferenciacion osteogénica en células pre-osteoblasticas

Como se mencion6 en el Capitulo 1, los FF pueden presentar propiedades
osteogénicas, siendo capaces de incrementar la producciéon de coldgeno tipo I, la
formacion de depositos de calcio y/o la produccion de fosfatasa alcalina. Por lo tanto,

pueden favorecer el proceso de oseointegracion [65].

Con el objetivo de evaluar las propiedades osteogénicas de las diferentes
superficies de Ti modificadas con NPe y/o NPaAg, se indujo la diferenciacion de las
células pre-osteoblasticas MC3T3-E1 a osteoblastos maduros y metabdlicamente activos
utilizando medio de cultivo osteogénico (medio DMEM suplementado con B-glicerol
fosfato 10 mM y 50ug/ml de &cido ascorbico) [117,118]. Luego de 15 o 21 dias de
incubacion en medio osteogénico (el medio de cultivo fue cambiado cada 3 dias para
evitar el envejecimiento celular), se determiné la produccion de fosfatasa alcalina (FAl),

colageno tipo I y depdsitos de calcio.
3.2.1 Determinacion semicuantitativa de fosfatasa alcalina (FAl)

Luego de 15 dias de incubacion de células MC3T3-E1 en medio osteogénico, se
procedid a determinar la produccion de FAl mediante la tinciéon con el kit VECTOR®
Red Alkaline Phosphatase Substrate de las células diferenciadas y adheridas sobre las
diferentes superficies de Ti. Dicho kit reacciona con la FAI producida por las células
generando un complejo fluorescente color rojizo que puede ser observado en el

microscopio de epifluorescencia. El protocolo es provisto por el kit y consiste en colorear
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con 30 uL del reactivo la superficie de Ti durante 30 minutos en oscuridad, luego se
enjuaga con PBS y se observa inmediatamente en microscopio de epifluorescencia. Para
el analisis de resultados se tomaron 15 fotos por muestra, se midi6 el rea cubierta usando

el software Imagel y se realizo el siguiente calculo:
a =7
% FAL = 5% 100 [Ecuacion 3.4]

donde a es el area cubierta por FAI en las muestras problema y b es el area cubierta en las
muestras control.

3.2.2 Determinacion cuantitativa de colageno tipo I

La produccion de coldgeno tipo I se determind luego de 21 dias de incubacion de
las células MC3T3-E1 en medio osteogénico, acorde a protocolos vigentes [57]. Primero,
se fijaron las células adheridas en las diferentes superficies de Ti con solucion fijadora de
Bouin (4cido picrico, formol y acido acético en una proporciéon 15:5:1) durante 30
minutos. Luego se lavaron con agua destilada y se adiciono el reactivo de Sirius Red (0,1
% p/v en solucidn acuosa saturada con acido picrico) que se dejo reaccionar durante 1
hora. Este colorante anionico reacciona con los grupos amino del colageno presente para
formar un complejo color rosado. Finalmente, se retir6 el exceso de colorante, se lavo con
HCI1 0,01 Ny se extrajo de las células con NaOH 0,1N. Se midi6 la absorbancia a A =550

nm y los resultados (% de colageno) se expresaron con relacion al control como:

a
% Colageno = 5% 100 [Ecuacién 3.5]

donde a es la absorbancia medida para las muestras problema y b para las muestras

control.
3.2.3 Determinacion cuantitativa de depositos de calcio

La formacion de depositos de calcio se determino luego de 21 dias de incubacion
de las células MC3T3-El en medio osteogénico acorde a protocolos vigentes [55],
[101].[55], [101].En primer lugar, las células fueron fijadas con formalina al 10 % p/v en
PBS durante 10 minutos y luego fueron enjuagadas con agua destilada. Posteriormente,
fueron coloreadas con Rojo de Alzarina (2% p/v en agua, pH=4,2) por 10 minutos. Dicho
reactivo une selectivamente al cation Ca** a pH 4,2 formando un precipitado rojo-
anaranjado. Por ultimo, se retird el exceso de colorante con agua destilada y se

solubilizaron los precipitados con NaOH 0,1 N. La produccion de depdsitos de calcio se
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cuantificé mediante medidas de absorbancia (A = 548 nm) y se expresaron los resultados

de la siguiente manera:

a
% Calcio = 5% 100 [Ecuacién 3.6]

donde a es la absorbancia medida para las muestras problema y b para las muestras

control.

3.2.4 Determinacion cuantitativa de proteinas por método de
Bradford

La determinacién de proteinas totales sobre las diferentes muestras de Ti
analizadas en la presente Tesis se realizd por el método de Bradford luego de 15 o 21 dias
de incubar células MC3T3-E1 en medio osteogénico. Este método se basa en la union del
colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Reactivo de Bradford) con las proteinas
produciendo un complejo color azul intenso. La formaciéon de este complejo es muy
rapida (2 minutos aproximadamente) y es estable en suspension por al menos 1 hora

[120]. La cuantificacion de las proteinas se realizé en base al siguiente protocolo:

1. Las células adheridas sobre las muestras de Ti fueron lisadas con Triton X-
100 al 0,1% y se recolectd la suspension obtenida.

2. La suspension de lisis celular fue centrifugada a 12.000 revoluciones por
minuto (rpm) durante 15 minutos a 4°C.

3. Se recolecto el sobrenadante (con las proteinas en suspension) y de descarto
el precipitado o pellet.

4. FEl sobrenadante con las proteinas se colocod en placas de 96 pocillos y se
adiciono el reactivo de Bradford para formar el complejo coloreado.

5. En paralelo, se realizO una curva estdndar de calibrado utilizando
seroalbimina bovina (BSA por sus siglas en inglés, bovine serum albumin)
como proteina de referencia en un rango de concentraciones de 0 a 20 ng/mL

(Figura 3.1)
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Figura 3.1. Curva estandar obtenida por el método de Bradford.

6. Se cuantifico la cantidad de proteinas por medida de la absorbancia (A = 595

nm) en el espectrofotometro.

7. Los resultados se expresaron respecto del control de la siguiente forma:
a L4
% Proteinas = 3% 100 [Ecuacion 3.7]

donde a es la concentracion de proteinas determinada para las muestras problema y b para

las muestras control.

3.3 Ensayos microbiologicos
3.3.1 Cepas bacterianas

Para la realizacion de la presente Tesis se utilizaron tanto bacterias Gram positivas
como Gram negativas de interés médico:

- Staphylococcus aureus (ATCC 25923), principal bacteria involucrada en

infecciones de materiales implantables.

Pseudomonas aeruginosa (aislado clinico), principal bacteria involucrada en

infecciones nosocomiales.

Klebsiella pneumoniae (aislado clinico), bacteria multiresistente a terapias

convencionales (antibioticos).
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3.3.1.1 Staphylococcus aureus (S. aureus)

S. aureus es una bacteria con forma de “coco” o esférica, no movil, sin flagelo, no
encapsulada, poseen un tamafo entre promedio de 0,8 y 1 um, es resistente a la salinidad
y con metabolismo aerobio facultativo, es decir, que puede obtener energia para su normal
funcionamiento tanto en presencia como en ausencia de oxigeno [121,122]. Se considera
una bacteria Gram positiva debido a la gran presencia de peptidoglicano en su gruesa
pared celular que le permite retener el colorante utilizado en la tincion de Gram (cristal

violeta), coloreandose de color morado [123] (Figura 3.2).

Figura 3.2. Tincioén de Gram para S. aureus [124].

S. aureus es una bacteria patdgena oportunista que habita normalmente la piel y
mucosas de los seres humanos sin producir dafio alguno, pero a través de heridas u objetos
quirurgicos contaminados, puede penetrar en Organos y en el torrente sanguineo
produciendo infecciones. Es la principal bacteria involucrada en las infecciones de
materiales implantables que pueden implicar la remocion del implante infectado en una

segunda cirugia [125].

La cepa de S. aureus ATCC 25923 que se utiliz6 para la presente Tesis proviene
de un cepario del Hospital de Pediatria "Profesor Dr. Juan P. Garrahan" de la Ciudad

Autonoma de Buenos Aires, Argentina y que fue cedida por el Dr. Horacio Lopardo.
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3.3.1.2 Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

P. aeruginosa es una bacteria con forma de “bacilo” o baston corto, mévil con
presencia de un unico flagelo, no esporulada y con metabolismo principalmente aerobio,
aunque puede crecer en condiciones anaerobicas utilizando nitratos. Presenta un tamafno
variable de 0,5 a 1 um. Se caracteriza por la capacidad de producir una variedad de
pigmentos, como la piocianina (de color azul verdoso), la pioverdina (pigmento
fluorescente de color verde amarillento) y la piorrubina (de color rojo) [126,127]. Es una
bacteria Gram negativa, ya que presenta una capa delgada de peptidoglicano que no
retiene el colorante (cristal violeta), por lo cual toma un color rosado debido a la

utilizacion de safranina como colorante de contra tincion (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Tincién de Gram para P. aeruginosa [128].

P. aeruginosa es una bacteria que habita en gran variedad de ambientes: suelo,
agua, vegetacion y piel y mucosas de seres humanos y otros animales. Es una bacteria
patdgena oportunista pudiendo infectar los pulmones y vias respiratorias, vias urinarias,
heridas y también implantes. P. aeruginosa puede adquirir resistencia y proteccion frente
a diversos antibidticos y agentes antimicrobianos, ya que presenta capacidad para
producir grandes cantidades de EPS cuando forma biofilms sobre diferentes substratos
[129]. Ademas, esta bacteria es un microorganismo que posee resistencia natural a
antimicrobianos debido a la baja permeabilidad de su membrana celular externa (entre 12
y 100 veces menos que Escherichia coli, por ejemplo), que constituye una barrera
selectiva frente a la entrada de las moléculas de antibioticos u otros agentes agresivos

[130].

La cepa utilizada para los ensayos realizados en este trabajo de Tesis doctoral es

un aislado clinico cedido por el Dr. Alejandro Mifian.
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3.3.1.3 Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)

K. pneumoniae es una bacteria con forma de “bacilo”, no mévil, sin flagelo, no
esporulada, con una capsula prominente y fermentadora de la lactosa. Es una bacteria con
tamafios de 0,5 a 0,8 um y Gram negativa, ya que presenta una capa delgada de
peptidoglicano que no retiene el colorante (cristal violeta), por lo cual toma un color
rosado debido a la utilizacion de safranina como colorante de contra tincion (Figura 3.4)

[131].

Figura 3.4. Tincion de Gram para K. pneumoniae donde puede observarse la capsula

[132].

K. pneumoniae es una bacteria patdgena oportunista que se encuentra
principalmente en la boca, piel e intestinos, asi como también en entornos hospitalarios.
Afecta principalmente a personas inmunocomprometidas por lo que es una bacteria
frecuente en infecciones nosocomiales. Ademas, es comun encontrarla formando biofilms
en dispositivos médicos como catéteres y tubos endotraqueales [133,134]. La gran
mayoria de las infecciones nosocomiales provocadas por K. pneumoniae tienden a
convertirse en infecciones cronicas debido principalmente a que: 1) los biofilms formados
son muy resistentes a los antibioticos y a la respuesta inmune del huésped y 2) los aislados
clinicos de infecciones nosocomiales de dicha bacteria presentan multiple resistencia a
un amplio espectro de antibidticos B-lactamasas o carbapenemasas, dificultando la accién

terapéutica para la eliminacion de la infeccion [135].

La cepa utilizada para los ensayos realizados en este trabajo de Tesis doctoral es

un aislado clinico cedido por el Dr. Alejandro Mifian.
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3.3.2 Medios de cultivos

Se utilizaron medios liquidos para el crecimiento de las cepas bacterianas y

medios solidos para el mantenimiento y conservacion de las cepas.
Medios liquidos utilizados:

- Caldo nutritivo Merck o Britania: se utilizé para el crecimiento de las cepas
bacterianas bajo agitacion en estufa de cultivo (shaker). La composicion se
detalla abajo:

Peptona de carne: 5 g/L
Extracto de carne: 3g /L

- Medio sintético GMP: se utilizé particularmente en los ensayos microbianos
que contenian NPaAg con el proposito de evitar las interferencias que
provocan los componentes presentes en el caldo nutritivo tradicional en la
liberacion de iones Ag'. Componentes tales como proteinas y cloruros,
presentes en el caldo nutritivo, pueden atrapar a los iones Ag", impidiendo que
interactuen con las bacterias de forma adecuada. De esta forma, con la
utilizacion del medio GMP se puede evaluar in vitro la actividad
antimicrobiana de NPaAg o sustratos de Ti con estas NPaAg adheridas sin
interferencias de componentes externos. En trabajos previos del grupo se
comprobo que el medio GMP permite el correcto crecimiento de las bacterias
y que no ocasiona déficit nutricional para estas [51]. La composicion del

medio GMP se detalla a continuacion:

Manitol: 5 g/L
Glucosa: 5 g/LL
Glicina: 10 g/LL
Buffer fosfato a pH:7,4 (1 L)

Como medio de cultivo solido se utiliz6 agar nutritivo solidificado en placas de
Petri. Estas placas con medio nutritivo solido se emplearon para ensayos de recuento de
bacterias viables y para mantenimiento en heladera a 4°C de las cepas bacterianas. La

composicion del agar nutritivo es la siguiente:
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Peptona de carne: 5 g/L
Extracto de carne: 3 g/L
Agar-agar: 12 g/LL

3.3.3 Recuento de bacterias viables

La técnica mas utilizada para determinar la cantidad de bacterias en un volumen
dado es el recuento en placa de Petri de unidades formadoras de colonias (UFCs). Para
lograr cuantificar las UFCs es necesario obtener un rango limitado de bacterias viables de
30 a 300 UFCs/mL para poder contabilizarlas en las placas de Petri. Por dicho motivo, se
debe realizar una serie de diluciones de la muestra o inoculo original de forma tal de tener
varias alicuotas para sembrar y encontrar la dilucion que permita contabilizar entre 30 y
300 UFCs por placa. En la presente Tesis se trabajé con diluciones seriadas 1/10 con un
minimo de 3 diluciones y un maximo de 6. Asi, se obtienen diluciones de 10! hasta 10
que luego son sembradas con ansa estéril sobre el agar solidificado en placas de Petri.
Posteriormente, se incuban por 24 h a 37°C y finalmente se cuentan las colonias que se

formaron [44,51]. El nimero de UFCs se determina por la siguiente ecuacion:

UFC n° colonias x 10 [Ecuacién 3.7
= i .
s factor de dilucién " |

Otra forma de determinar la cantidad de bacterias en suspension es a traves de la
determinacion de turbidez con espectrofotometro, donde la medida de absorbancia o
densidad optica (DO) esté relacionada con una cantidad definida de bacterias (UFCs).
Mientras mayor sea la cantidad de bacterias que haya en la muestra mayor sera la DO
obtenida. Sin embargo, a medida que aumenta la concentracion de bacterias, la suspension
se vuelve cada vez mas turbia y se reduce la cantidad de luz transmitida, por lo tanto,
disminuye la DO perdiendo linealidad en concentraciones muy elevadas de bacterias.
Esto se soluciona diluyendo la muestra y ajustando la DO obtenida a valores menores de
DO = 1. En los ensayos realizados en la presente Tesis de determiné la DO a 600 nm,

para todas las cepas utilizadas, donde una D0 = 0,5 equivale a ~10% UFCs.

Para cuantificar el nimero de bacterias sésiles adheridas sobre las diferentes
superficies de Ti luego de 3 horas o 24 horas de exposicion a S. aureus se utilizo la técnica

de recuento en placa de UFCs, siguiendo el siguiente protocolo:
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1. Finalizado el tiempo de exposicion a S. aureus (3 o 24 horas), las bacterias
sésiles adheridas sobre Ti se desprendieron utilizando un bafio ultrasénico (se
ha demostrado que en estas condiciones de trabajo el bafio ultrasénico no
afecta la viabilidad bacteriana [46]. Con ese proposito las muestras de Ti
fueron colocadas dentro de tubos de ensayo con 1 mL de agua estéril y se
sonicaron por 10 minutos.

2. Se realizaron diluciones seriadas 1/10 de la suspensioén bacteriana obtenida
previamente.

3. Sesembraron 100 puL de cada dilucidn en placas de Petri con agar solidificado
y se incubaron por 24 horas a 37°C.

4. Finalmente, se procedio a contar el nimero de UFCs utilizando la ecuacion

3.7.

Suspension con
bacterias
despren didas

9
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Figura 3.5. Esquema correspondiente al ensayo de recuento en placas de las bacterias

desprendidas de los sustratos de titanio [136].

3.3.4 Determinacion de CMI y CMB

La técnica mas utilizada para evaluar la sensibilidad de las bacterias planctonicas

a los agentes antimicrobianos (antibidticos, NPa, FF, otros agentes antimicrobianos) es la
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determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima

bactericida (CMB) [137].

La CMI se determina como la concentracion mas baja del agente antimicrobiano
necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano tras 24 horas de incubacion del cultivo
bacteriano con el agente antimicrobiano. En la practica, la CMI se determina por ausencia
de turbidez en el medio de cultivo, lo que indica ausencia de crecimiento bacteriano.
Como se explico en el apartado anterior, la turbidez es indicio de crecimiento bacteriano

y puede observarse a simple vista [138]

La CMB se define como la concentracion del agente antimicrobiano necesaria
para matar el 99,9% de la poblaciéon microbiana inicial trascurridas 24 horas de
incubacion del cultivo bacteriano con el agente antimicrobiano. Para encontrar la CMB
es necesario realizar recuento en placa y contabilizar las colonias formadas. La CMB es

aquella concentracion en la cual la cantidad de UFCs es igual a cero [139]

La técnica se basa en la exponer durante 24 horas una concentracion de
microorganismos estandarizada y conocida a concentraciones crecientes de un agente
antimicrobiano, obtenidas por dilucion seriada 1:2 en placas de 96 pocillos o en tubos de
ensayos. Trascurrido el tiempo de incubacion en estufa de cultivo, se procede a determinar

la CMI (por observacion de turbidez) y la CMB (por recuento en placa de UFCs).

En la presente Tesis, se determind la CMI y CMB para las diferentes NPaAg
sintetizadas por NEC en un rango de concentraciones crecientes de Ag entre 0,15 a 75

png/mL (expresadas como concentracion de Ag total) a través del siguiente protocolo

[138,139]:

1. Serealiz6 un cultivo en caldo nutritivo overnight (por el periodo de una noche)
para todas las cepas estudiadas en shaker con una agitacion de 170 rpm a 37°C.

2. Se determind la DO a 600 nm del cultivo overnight y se realizaron diluciones
necesarias utilizando medio GMP para obtener una DO = 0,5 (equivalente a
10® UFCs).

3. Serealizaron dos diluciones 1/10 mas con medio GMP para obtener el inoculo
inicial de trabajo con 10° UFCs.

4. Se sembraron 100 pL de inoculo en cada pocillo de una placa de 96 pocillos.
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La primera columna se complet6 con 100 pL adicionales de medio GMP como
control positivo de crecimiento bacteriano (volumen final de ensayo 200 pL).
En los demas pocillos (columna 2 a 12) se adicionaron las dispersiones de
NPaAg en concentraciones crecientes de 0,1 a 75 pg/mL y, de ser necesario,
se completo el volumen final de 200 pL. con medio GMP.

Se incubo la placa de 96 pocillos en estufa de cultivo a 37°C por 24 horas.
Trascurridas las 24 horas necesarios para que las NPa ejercieran su actividad

antimicrobiana, se procedid a determinar la CMI y CMB.

El ensayo se realizo por triplicado para cada NPaAg y cepa bacteriana con el

propdsito de verificar la reproducibilidad de los resultados.

3.3.5 Ensayos antibiofilms sobre materiales de Ti

Se evalud el efecto antibiofilm de las diferentes NPe o NPaAg formadas por

metodologias NEC sobre la superficie de Ti, utilizando S. aureus como bacteria modelo.

Como se menciond en el Capitulo 1, para prevenir la formacion de biofilm sobre

superficies es fundamental intervenir en las primeras etapas de formacion (ver Figura

1.2). Con el fin de inhibir la adhesion y proliferacion bacteriana, se determind la actividad

antimicrobiana de las diferentes superficies modificadas de Ti en dos situaciones

diferentes: A (colonizacion inicial) y B (formacion de biofilms tempranos: definida aqui

como una biopelicula en proceso de crecimiento) de acuerdo a [31], [42], [47], [49] :

A. Colonizacidn inicial de la superficie de Ti: se determiné la adhesion de S. aureus

luego de 3 horas de exposicion de las diferentes superficies de Ti modificado a

través del siguiente protocolo general:

1.

Se realiz6 un cultivo overnight de S. aureus en caldo nutritivo en shaker con
una agitacion de 170 rpm a 37°C.

Se determin6 la DO a 600 nm del cultivo overnight y se realizaron diluciones
necesarias para obtener una DO = 0,5 (equivalente a 108 UFCs que se utilizo
como inoculo inicial del ensayo.

Se coloc6 cada muestra de Ti en un pocillo dentro de una placa de 6 wells y
se adicionaron 5 mL de inoculo de S. aureus en el caldo nutritivo (DO = 0,5,
~ 108 UFCs).

Se incubaron las muestras por 2 o 3 horas en estufa de cultivo a 37°C.
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5. Se realizo recuento en placa de UFCs y tincioén Live/Dead para cuantificar
bacterias vivas o muertas adheridas sobre las diferentes superficies de los
sustratos.

Formacién de biofilms tempranos sobre Ti: se determino la formacion de biofilms

tempranos de S. aureus luego de 24 horas de exposicion de las diferentes
superficies de Ti a través del siguiente protocolo general:

Se realiz6 un cultivo overnight de S. aureus en caldo nutritivo en shaker con una
agitacion de 170 rpm a 37°C.

Se determino la DO a 600 nm del cultivo overnight y se realizaron diluciones
necesarias para obtener una DO = 0,5 (equivalente a 103 UFCs que se utilizé como
inéculo inicial del ensayo).

Se colocod cada muestra de Ti en un pocillo dentro de una placa de 6 wells y se
adicionaron 5 mL de indculo de S. aureus en caldo nutritivo (DO = 0,5, ~ 10®
UFCs).

Se incubaron las muestras por 24 horas en estufa de cultivo a 37°C.

Se realizé el recuento en placa de UFCs y tincidon Live/Dead para cuantificar
bacterias vivas o muertas adheridas sobre las diferentes superficies de Ti y tincion

Sypro Ruby para cuantificar la produccion de EPS.

En el caso particular de aquellas muestras de Ti que contenian NPaAg adheridas

en su superficie se utilizo6 medio GMP. En estos casos se realizd el siguiente protocolo

[51]:

1. Se realiz6 un cultivo overnight de S. aureus en caldo nutritivo en shaker con
una agitacion de 170 rpm a 37°C.

2. Se determind la DO a 600 nm del cultivo overnight y se realizaron diluciones
necesarias para obtener una DO = 0,5 (equivalente a 10% UFCs). Esta
suspension bacteriana en caldo nutritivo se utilizd6 como inoculo inicial del
ensayo.

3. Se colocd cada muestra de Ti en un pocillo dentro de una placa de 24 wells y
se adicionaron 3 mL de inoculo de S. aureus (DO = 0,5, ~ 10® UFCs).

4. Se incubaron las muestras por 3 horas en estufa de cultivo a 37°C para
favorecer la adhesion bacteriana sobre las muestras.

5. Luego de 3 horas de exposicion a S. aureus en caldo nutritivo, se removio el

medio de cultivo con el inoculo y se adicion6 medio GMP fresco (sin
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bacterias) y se incubaron las muestras por 24 horas mas para evaluar el efecto
antimicrobiano de las NPaAg sobre la formacion de biofilms tempranos en las
diferentes superficies de Ti modificadas.

6. Finalmente se procedio a analizar el efecto antimicrobiano mediante: recuento
en placa de UFCs, tincion Live/Dead para cuantificar bacterias vivas o muertas
adheridas sobre las diferentes superficies de Ti y tincién Sypro Ruby para

cuantificar la produccion de EPS.

A continuacion, se procede a detallar las técnicas de tincion Live/Dead y Sypro
Ruby con las cuales se determind la actividad antimicrobiana de las muestras de Ti

estudiadas en la presente Tesis.

3.3.5.1 Determinacion de bacterias vivas o muertas mediante el
kit Live/Dead

Para determinar el estado fisioldgico (vivo o muerto) de las bacterias sésiles
adheridas sobre las diferentes muestras de Ti se realizo la tincion de Live/Dead a través
del kit FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability. Dicho kit estd compuesto por una
mezcla de un colorante verde fluorescente denominado SYTOO9® y un colorante rojo
fluorescente (yoduro de propidio). Las longitudes de onda de excitacion/emision
corresponden a 480/500 nm para el SYTOO9® (color verde) y 490/635 nm para el yoduro
de propidio (color rojo). El SYTO9® es capaz de penetrar en todas las células, tanto si
tienen o no la membrana dafiada, mientras que el yoduro de propidio solamente penetra
en las bacterias que poseen la membrana dafiada. De esta manera, las células con la
membrana intacta (vivas) emiten fluorescencia de color verde y aquellas que tienen la

membrana dafada (muertas) emiten fluorescencia de color rojo.

La tincién se realizd acorde al protocolo provisto por el kit, mezclando 1 pL de
cada reactivo en 1 mL de agua destilada estéril. Luego se cubrid la superficie de Ti de
cada muestra con 30 pL de la mezcla de reactivos y se incub6 a temperatura ambiente,
protegidos de la luz por 15 minutos. Posteriormente, se procedié a la observacion en el
microscopio de epifluorescencia (Olympus BX51, Olympus Corp., Tokyo, Japon)
conectado a una camara de Olympus DP73 (Olympus Corp., Tokyo, Japon). Se tomaron
entre 15-20 fotos por muestra y se analizaron en el software ImageJ para calcular el
porcentaje de bacterias vivas y muertas adheridas en cada superficie. Los resultados se

expresaron en funcion de las siguientes ecuaciones:

78



a
% bacterias vivas = X 100 [Ecuacion 3.8]

donde a es el area cubierta por bacterias vivas en la superficie de cada muestra y b es el

area cubierta por bacterias muertas, siendo a + b el area cubierta total.

% bacterias muertas = 7 x 100 [Ecuacién 3.9]

+b

donde a es el area cubierta por bacterias vivas en la superficie de cada muestray b es el

area cubierta por bacterias muertas, siendo a + b el area cubierta total.

3.3.5.2 Determinacion semicuantitativa de formacion de matriz
polimérica por tincion Sypro Ruby

Como se menciond en la Introduccion, las bacterias sintetizan EPS para poder
adherirse y desarrollar biofilms sobre diferentes superficies. Dicha matriz esta compuesta
por sustancias como proteinas y acidos nucleicos, principalmente. Dado a que la EPS
desempefia un papel fundamental, no solo en la formacion de biofilms, sino que también
en la proteccion contra agentes antimicrobianos es necesario evaluar la accion que ejercen
los productos nanotecnoldgicos sobre la capacidad de las bacterias de producir EPS sobre

diferentes superficies.

En la presente Tesis, se evalud el efecto de las NPe y/o NPa adheridas sobre Ti en
la capacidad de las bacterias sésiles adheridas sobre dichas superficies de producir EPS a
través del uso del kit FilmTracer SYPRO® Ruby Biofilm Matrix Stain de Invitrogen, que
tifie las proteinas de la matriz. Dado que las longitudes de onda excitacion/emision son,
aproximadamente, 450/610 nm, las proteinas del EPS quedan tefiidas de color rojo. El

protocolo de tincion es muy sencillo:

1. Se lavd la muestra de Ti con el biofilm temprano formado luego de 24 h de
exposicidn e incubacion con S. aureus, primero con PBS y luego con agua.

2. Se cubri6 la superficie con 50 ul de reactivo Sypro Ruby y se incubd por 30
minutos a temperatura ambiente protegiendo de la luz.

3. Se enjuagaron las muestras con agua estéril para retirar el exceso del colorante.

4. Las muestras tefiidas se observaron inmediatamente al microscopio de
epifluorescencia. Se tomaron 15 fotos por muestra y se calculo el area cubierta
por EPS utilizando el software Imagel. Los resultados fueron expresados en

funcion a las muestras de Ti control:
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a
% EPS = 5 x 100 [Ecuacién 3.10]

donde a es el porcentaje de area cubierta por EPS en la superficie de muestras modificadas
de Tiy b es el porcentaje de area cubierta por EPS en el Ti control (sin modificacion

superficial).

3.3.6 Halo de inhibicion

El método de difusion en agar o halo de inhibicion es una técnica ampliamente
utilizada en el diagndstico y en la industria, ya que permite analizar la sensibilidad de los
microorganismos a diferentes antibidticos o agentes antimicrobianos. En este
procedimiento, una concentracion conocida de UFCs/mL es sembrada sobre una placa de
Petri con agar solidificado y luego se colocan discos de papel embebidos con los agentes
antimicrobianos a evaluar. Luego de 24 horas de incubacion en estufa de cultivo, se
procede a medir el diametro del halo de inhibicion alrededor del papel que contiene el
agente antimicrobiano. Mientras mayor sea el didmetro del halo, mayor inhibicion del
crecimiento microbiano habrd y, por lo tanto, mayor serd la susceptibilidad del
microorganismo al agente utilizado. Una desventaja de esta técnica es que la
determinacion de la actividad antimicrobiana depende de la difusiéon del agente

antimicrobiano en el medio.

En la presente Tesis, la técnica de halo de inhibicion se utilizé con el proposito de
evaluar si los componentes de las diferentes NPe formadas sobre la superficie de Ti
difunden desde el sustrato a la superficie del medio (superficie del agar), inhibiendo el

crecimiento de S. aureus. Se utilizo el siguiente protocolo [44]:

1. Se realizd un cultivo overnight de S. aureus en caldo nutritivo en shaker con
una agitacion de 170 rpm a 37°C.

2. Concluida la incubacion overnight se determin6 la DO a 600 nm del cultivo y
se realizaron las diluciones necesarias para obtener una DO = 0,5 (equivalente
a 108 UFCs).

3. Se sembré 100 pL (DO = 0,5, ~ 103 UFCs) sobre una placa de Petri con agar
solidificado y se esparcid con ansa estéril hasta lograr su completa absorcion
sobre el agar.

4. En el centro de cada placa de Petri ya inoculada se colocaron discos de Ti

recubiertos con las diferentes NPe.
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5. Se incubaron en estufa de cultivo por 24 horas a 37°C.
6. Se determino el halo de inhibicion midiendo el diametro del halo alrededor de

las muestras de Ti sin y con NPe.
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Capitulo 4: Estudio comparativo de la formacion de
nanopeliculas autoensambladas de timol y carvacrol
sobre materiales de Ti.

4.1 Introduccion

Como se mencion6 anteriormente, los FF presentan diferentes propiedades
estructurales y fisicoquimicas que les permiten interactuar quimicamente con la superficie
de un sustrato metalico pudiéndose adsorber y autoensamblar espontaneamente o
polimerizar a través de procesos electroquimicos sobre ciertas superficies metalicas
formando NPe [38]. Por otra parte, muchos de ellos son bien conocidos por sus
propiedades antimicrobianas y por esos motivos han sido propuestos como agentes
antimicrobianos y antibiofilm [65,140]. En este Capitulo se seleccionaron dos FF puros:
el TOH y el Carv con el objeto de estudiar la posibilidad de formacion de NPe
autoensambladas sobre sustratos de Ti. Trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion han mostrado que estos FF son capaces de formar NPe sobre materiales
metalicos biodegradables de Cu y Mg por técnicas electroquimicas [121]-[125]. También
se han reportado la adsorcion de TOH y Carv sobre acero inoxidable [145] y biomateriales

no metalicos, como fi/ms de acido polilactico (PLA) o hidrogeles de quitosano [145,146].

El TOH y Carv son monoterpenos isoméricos cuya unica diferencia estructural es
la posicion del grupo -OH con respecto al anillo fendlico, estando en posicidon meta para
el TOH y orto para el Carv (Figura 4.1). Ambos FF han sido declarados sustancias seguras
por la FDA (Food and Drug Administration) en 2016 (clasificadas como Generally
Recognized as Safe, GRAS) y también fueron registradas en la Comision Europea para
ser utilizados como aromatizantes en alimentos debido a que no presentan riesgos para su
consumo [148]. Tanto el TOH como el Carv tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anestésicas a nivel local, cicatrizantes, antisépticas, antibacterianas y
antifingicas. Actualmente, el TOH y Carv son utilizados comercialmente como agentes
antimicrobianos y antioxidantes en productos cosméticos, enjuagues bucales y en la

conservacion de alimentos [63].
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Figura 4.1. Estructura molecular de los isomeros conformacionales: timol (izquierda) y

carvacrol (derecha).

El TOH (2-isopropil-5-metilfenol) es el principal monoterpeno presente en aceites
esenciales de diferentes plantas pertenecientes a la familia de las lamidceas, como las del
género Thymus, Ocimum, Origanum, Satureja, Thymbra, y Monarda. A temperatura
ambiente es un sélido cristalino con baja solubilidad en agua. Por otra parte, el Carv (5-
isopropil-2-metil fenol) se encuentra principalmente en las hojas de diversas plantas
incluyendo bergamota, tomillo y mostaza silvestre, siendo mas abundante en el orégano.
Es liquido a temperatura ambiente, denso, de consistencia aceitosa y practicamente

insoluble en agua, pero soluble en etanol y éter.

En el presente Capitulo se reporta primeramente el analisis comparativo de los
procesos de formacion de NPe de TOH y Carv sobre sustratos de Ti. Dichas NPe se
caracterizaron  fisicoquimicamente  por diversas técnicas  (electroquimicas,
espectroscopias UV-visible y ATR-FTIR, AFM, determinacion del angulo de contacto).
Posteriormente se evalu6 si las NPe obtenidas por NEC otorgan propiedades
antimicrobianas a la superficie de Ti contra S. aureus. Finalmente, se analiz6 en forma

comparativa la citocompatibilidad de las NPe obtenidas en cultivos celulares eucariotas.

4.2 Materiales v métodos

4.2.1 Preparacion de las muestras de Ti

Se utilizaron muestras de Ti grado II provistas por NMM Machinery Manufac-
turing Co. Ltd., (Guangdong, China) las cuales fueron cortadas en discos de 10 mm de
diametro y 1 mm de espesor. Los discos de Ti fueron pulidos mecanicamente utilizando
papel abrasivo de P320, P400 y P600. Posteriormente las muestras fueron pulidas
quimicamente sumergiendo los discos en una solucion de

HF(48%wt):HNO3(70%wt):H20 (relacion 1:3:10) durante 30 segundos. Finalmente,
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fueron lavadas abundantemente con agua Milli-Q y posteriormente sonicadas durante 2
min para eliminar de la superficie de Ti todos los residuos remanentes del pulido y

tratamiento quimico posterior.

4.2.2 Adsorcion de timol y carvacrol sobre la superficie de Ti:

método dip-coating

Las NPe de TOH y Carv se desarrollaron sobre la superficie de Ti por adsorcion
espontanea a través del método dip-coating. Este procedimiento consiste en sumergir la
muestra en una solucidon con las moléculas de interés que se quieran adsorber y

autoensamblar sobre la superficie de ésta [149,150].

Una vez pulidos, los discos de Ti fueron sumergidos durante 2 h en forma vertical
en una solucion hidroalcohdlica de etanol absoluto/0,5M H>SO4 (relacion 30:70)
conteniendo 0,1M de TOH o Carv (volumen final de 15 mL, solucién saturada). El
agregado de etanol absoluto se realiza con el fin de aumentar la solubilidad en medio
acuoso de los FF seleccionados. Después de las 2 h, los discos fueron sucesivamente
enjuagados en PBS y agua Milli-Q durante 1 min en cada solucién con el fin de eliminar
aquellas moléculas de TOH o Carv que estuvieran débilmente adheridas sobre la
superficie de Ti. Una vez finalizado el proceso, se obtuvieron las muestras de Ti con las
NPe de TOH o adheridas en su superficie (muestras denominadas de ahora en adelante

como Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv, respectivamente).

Muestras de Ti pulidas y sin NPe fueron utilizadas como controles en todos los

ensayos (desde ahora, denominadas Ti control).

4.2.3 Caracterizacion fisicoquimica de las nanopeliculas obtenidas

Las muestras de Ti control, Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv fueron caracterizadas
fisicoquimicamente utilizando espectroscopia ATR-FTIR, microscopia AFM y un
gonidmetro para determinar la hidrofilicidad de la superficie, segiin se detalla en el
Capitulo 2.

Para evaluar el proceso de formacion de las NPe sobre la superficie de Ti se
registro el OCP durante todo el tiempo de formacién (2 h) en el medio de sintesis de estas
(solucidn hidroalcohoélica de etanol absoluto/0,5M H>SOy4 (relacion 30:70) conteniendo

0,IM de TOH o Carv).
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Se analizo el comportamiento electroquimico de las NPe obtenidas por NEC. Se
obtuvieron curvas de Tafel de las diferentes muestras realizando la curva de polarizacion
desde -1 V a 1 V con una velocidad de barrido de 1 mV/s y en presencia de KCl 5SmM
como electrolito. A partir de los resultados, se calcularon los valores de Ecorr € icorr. LOS
voltamperogramas se obtuvieron realizando barridos ciclicos de las diferentes muestras
de Ti desde -1 V a2 V con una velocidad de barrido de 50 mV/s y utilizando KCl SmM
como electrolito. Ocasionalmente se realizé solo el barrido anddico en la misma region
de potencial y a la misma velocidad.

Ademas, se determin6 por espectroscopia UV-visible la liberacion en el tiempo
de moléculas de TOH o Carv desde la superficie de las muestras Ti-NPeTOH y Ti-
NPeCarv, respectivamente. Para dicho fin, se colocaron las muestras en placas multi-
wells de 24 pocillos y se cubrieron con 1 mL de PBS. Se incubaron por 14 dias en estufa
de cultivo a 37°C y la concentracion de TOH o Carv liberado se determiné a 2, 4, 12, 24,
48, 120, 168, 240 y 336 h midiendo la absorbancia a A = 274 nm para el TOH y A =273
nm para el Carv (Figura 4.2). Previamente, se realizaron curvas de calibracion con
concentraciones conocidas de TOH y Carv puros en el rango de 2,5-100 pg/mL. Dichas
curvas mostraron dependencia lineal dentro de dicho rango con valores de R? = 0,9959 y

0,9927 para TOH y Carv, respectivamente (Figura 4.3).

0.3- '
IE Eolz 274
(3] s
% 0.2- im
-E 274 * = o 0
8 A/ nm
o 0.1
< = TOH puro
Carv puro
0.0 . f T - |
400 600 800
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Figura 4.2. Espectros UV-Visibles para el timol y carvacrol puros (220-800 nm).
[TOH =2,5 pg/mL]; [Carv = 10 pg/mL]. En la parte superior se muestra una

ampliacion de los espectros (220-350 nm).
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Figura 4.3. Curvas de calibracion obtenidas para timol (arriba) y carvacrol (abajo).

4.2.4 Ensayos antimicrobianos

La evaluaciéon de la accion antimicrobiana contra S. aureus de las NPe
autoensambladas de TOH y Carv formadas sobre la superficie de Ti se realizo mediante
distintos métodos: 1) se determind el halo de inhibicion en placa de Petri, 2) se evalu6 la
colonizacién y adhesion inicial de las bacterias enumerando las UFCs/cm? formadas
luego de 3 h de inmersion en el cultivo, 3) se evalud el efecto antibiofilm luego de 24 h
de inmersion en el cultivo (biofilm temprano), 4) se analizé y cuantifico el estado
fisiologico de las bacterias adheridas sobre las diferentes superficies por la tincion con
Live/Dead, y 5) se cuantificé la produccion de EPS por la tincion con Sypro Ruby, como

se detalla en la Seccion 3.3 del Capitulo 3.

Para determinar el efecto antimicrobiano remanente de las muestras de Ti-
NPeTOH y Ti-NPeCarv luego de determinados periodos de liberacion de FF, se
realizaron los siguientes pretratamientos: se colocaron las muestras en placas multi-wells
de 24 pocillos durante 24 0 48 h y se cubrieron con 1 mL de medio de cultivo estéril para

permitir la liberacién de moléculas de TOH y Carv desde la superficie de Ti-NPeTOH y
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Ti-NPeCarv hacia el medio durante dichos lapsos. Transcurridos los periodos de tiempos
mencionados (24 y 48 h), se reemplazé el medio de cultivo por medio fresco inoculado
con bacterias (~10® UFC/mL) y se mantuvo el cultivo en estufa a 37°C por 24 h para
permitir la formacidn del biofilm temprano sobre las diferentes superficies (que de ahora
en mas se llamaran Ti-NPeTOH-24hL, Ti-NPeCarv-24hL, Ti-NPeTOH-48hL y Ti-
NPeCarv-48HL), acorde al protocolo descripto en el Capitulo 3.3. El efecto
antimicrobiano remanente se determind por recuento en placa de UFCs, por tincion con

Live/Dead y tincion con Sypro Ruby para analizar la formacion de EPS.
4.2.5 Ensayos de citocompatibilidad celular

Para determinar la citocompatibilidad de las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-
NPeCarv, se determind el area cubierta por células fibroblasticas (L929) y pre-
osteoblasticas (MC3T3-E1) por tincion con naranja de acridina luego de 1, 2, 5y 7 dias
de incubacion. Se determino la toxicidad de NPe mediante los ensayos de MTT y RN
acorde a normas ISO 10993-5 y a los protocolos descriptos en el Capitulo 3.1.2. En primer
lugar, las muestras Ti control, Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv se sumergieron en 1 mL de
medio de cultivo DMEM e incubados en estufa por 24 h para recolectar los productos de
liberacion desde las NPe al medio y obtener asi, extractos de liberacion de cada muestra.
Luego, los extractos con los productos de liberacion fueron puestos en contacto con
células fibroblasticas y pre-osteoblasticas por 24 h para determinar la citotoxicidad por
MTT y RN, acorde a los protocolos 3.1.2.1 y 3.1.2.2 (Capitulo 3). Finalmente, se
determino la actividad osteogénica de las superficies en estudio a través de la
cuantificacion de produccion de FAL coldgeno tipo I y mineralizacion por depdsitos de

calcio, como se detalla en el Capitulo 3.2.

4.2.6 Analisis estadisticos
Todos los ensayos presentados en este Capitulo fueron realizados al menos por
triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA (test de Bonferroni) previamente confirmada la

normalidad de los datos con un nivel de confianza del 95%.
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4.3 Resultados vy discusion

4.3.1 Ensayos electroquimicos

Se realizaron diferentes ensayos electroquimicos con el proposito de evaluar la
interaccion entre el TOH y Carv con la superficie de materiales de Ti tanto durante su
formacion (medicion del OCP) como también luego de su adsorcién y formacion

(respuesta obtenida durante la aplicacion de voltamperometria ciclica y curvas de Tafel).

4.3.1.1 Medicion del OCP durante la formacion de las

nanopeliculas

El proceso de adsorcion del TOH y Carv sobre Ti se evaluo a través la medicion
del OCP durante el periodo de formacién de las NPe. El registro del OCP para las
muestras de Ti control se realizé en solucion hidroalcohoélica (etanol/H2SO4) pero sin el
agregado de TOH o Carv. Como puede verse en la Figura 4.4, en las muestras Ti control
se observa el aumento del potencial con el tiempo (ver Figura 2.5, Capitulo 2), conforme
la superficie se va pasivando por el crecimiento del oxido de Ti. En cambio, en presencia
de TOH y Carv el registro del OCP cambia notablemente para ambos compuestos,
mostrando un valor de potencial mucho mas positivo a tiempo cero (~100 mV y 125 mV
mas alto para el TOH y Carv respectivamente, respecto al valor del Ti control). Esto
indica que las moléculas de TOH y Carv presentes en el electrolito interacttian de forma
inmediata y significativa con la superficie de Ti. A los pocos segundos se observa, una
caida abrupta del potencial para las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv para luego
mantenerse constante durante 5000 segundos (83 minutos aprox.) a potenciales
aproximados de -100 mV y -75 mV, respectivamente, conforme se va produciendo la
adsorcion de TOH y Carv sobre la superficie de Ti para formar las NPe. Similares
comportamientos se han reportado para el censado de la adsorcion de glucosa en
electrodos de oro [151] y para la formacion de diferentes tipos de coatings sobre Ti
[152,153]. El valor del potencial esta condicionado por la estabilidad de la pelicula

superficial y su mayor o menor grado de interaccion con los iones del medio.

Finalmente, a partir de los 5000 segundos de medicion se observa que el OCP para
las muestras Ti-NPeCarv aumenta haciéndose la sefial paralela a la curva del Ti control,
finalizando en potenciales mas positivos que €sta. En cambio, las muestras Ti-NPe-TOH
experimentan una caida del potencial hacia valores mas negativos que el Ti control,

presentando una serie de inestabilidades posiblemente atribuidas a cambios estructurales
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de la NPe que pueden llevar a desprendimientos parciales de la misma dejando al

descubierto zonas mas desnudas y menos protegidas.
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Figura 4.4. Determinacion del potencial a circuito abierto durante la formacion de las
nanopeliculas de timol y carvacrol. Electrolito solucion hidroalcohélica 0,1 M de cada
fitocompuesto disuelto en etanol/acido sulfurico. Para el Ti control no se adiciono

fitocompuestos a la solucion.

4.3.1.2 Respuesta  electroquimica de las nanopeliculas

adsorbidas sobre Ti

Una vez desarrolladas las NPe de TOH y Carv se evaluo6 el efecto de su presencia
en la superficie de Ti midiendo el OCP en KCI1 5 mM durante 1 minuto de estabilizacion.
Los resultados mostraron valores de OCP mas positivos en las muestras de Ti-NPeTOH
y Ti-NPeCarv, -247 £ 13.6 mV y -173.5 + 4.3 mV respectivamente, en comparacion con
el Ti control cuyo valor de OCP determinado fue de: -378.5 + 7.4 mV. Los valores
obtenidos de OCP, luego de un periodo de estabilizacion, pueden relacionarse con la

mayor estabilidad electroquimica de las superficies cubiertas por las NPe [153,154].

La presencia de las NPe también fue detectada y estudiada por voltamperometria
ciclica. Como se puede observar en la Figura 4.5, para el Ti control durante el primer
ciclo (voltamperograma superior) se registra un aumento pronunciado de la densidad de
corriente () a partir de potenciales mayores que 0,5 V debido a la formacién o crecimiento
del o6xido de Ti sobre la superficie del Ti. Otros trabajos han demostrado que esto se debe

a que durante el barrido anodico (oxidativo) diferentes tipos de 6xidos (TiO, Ti203, Ti30s,
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Ti1407 y principalmente, TiO>) pueden formarse sobre la superficie de Ti [155,156]. En el
caso de las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv durante el primer ciclo se puede
observar también que la corriente anodica aumenta a partir de valores de potencial
mayores que 0,5 V, finalizando el barrido anddico con valores de densidad de corrientes
mas altos que para el Ti control, debido a la electro-oxidaciéon de las moléculas de TOH
y Carv que conforman las NPe. Durante el barrido en sentido catédico del primer ciclo,
puede observarse que las corrientes catddicas son menores a las anddicas para las
muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv. Esto sugiere que los procesos redox de
formacion de 6xidos y de oxidacion de compuestos organicos ocurridos son irreversibles
[143]. Ademas, en todos los casos durante el barrido catddico solo se revelan valores de
densidad de corriente negativas cerca del limite catddico (a partir de potenciales de — 0,4
V), atribuidos a la reaccion de la reduccion del hidrogeno, siendo mayor esta reaccion en

muestras de Ti control.

Durante el segundo y ultimo ciclo de la voltamperometria ciclica
(voltamperograma inferior, Figura 4.5) puede observarse que la superficie no admite mas
oxido adicional, ya que la densidad de corriente se mantiene en valores cercanos a cero
durante todo el ciclo. Esto se debe a que el 6xido de Ti formado durante el primer ciclo
pasiva la superficie de Ti, impidiendo que se forme 6xido adicional [96,156]. En el caso
de las muestras Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv puede observarse que durante el segundo ciclo
la densidad de corriente se mantiene baja, cercana a cero, excepto en las proximidades
del limite anodico, debido a que los productos formados durante la oxidacion de NPe
durante el primer ciclo bloquean la superficie. Sin embargo, se registraron valores de
corriente anddica de oxidacion superiores al Ti control (siendo notablemente mayores en
Ti-NPeCarv) en el rango de potencial de 1,2 a2V, indicando la oxidacion de componentes
de las NPe que no fueron oxidados durante el primer ciclo. Finalmente, durante el barrido
en sentido catodico del segundo ciclo también se observaron valores de corriente cercanos
a cero en todas las muestras, excepto a partir de valores de -0,4 V, donde se registra la
reaccion de reduccion de hidrogeno. Esta reaccion es evidentemente mayor en muestras
de Ti control, lo cual sugiere que las Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv reducen la reaccion
catodica probablemente debido a la disminucion de sitios activos causado por bloqueo

producido por los compuestos organicos.
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Figura 4.5. Voltamperogramas obtenidos para Ti control, Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv en KCI 5

mM. Arriba primer ciclo, abajo segundo ciclo.

Por medio de las curvas de Tafel (Figura 4.6) se pudo comprobar que los registros
de las muestras Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv muestran valores de corriente anddica
marcadamente mas bajos que el Ti control y con valores mas positivos de Ecor que
evidencian las modificaciones superficiales debidas a la presencia de las NPe sobre la
superficie de Ti. También, se determinaron los valores de icorr l0s cuales muestran valores
mas altos para las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv de mayor actividad superficial

que el control (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Valores de Ecorr ¥ icorr Obtenidos por curvas de polarizacion o Tafel (Figura 4.6).

Muestras Ecorr (mV) icorr (MA/cm?)

Ti control | -598 + 4 38+5
Ti-NPeTOH -516+3 2102
Ti-NPeCarv -568 £ 5 150+2

92



/

/

log i (A/cm’)

Ti control
Ti—N l_’eTOH

T T

0 500 1060
E vs SCE (mV)

I
-1000 -500

Figura 4.6. Curvas de Tafel obtenidas para Ti control, Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv en KCI 5

mM. Se muestras los valores de Ecorr.

Los resultados aqui presentados demuestran que los procedimientos
electroquimicos empleados son ttiles, rapidos, de bajo costo y sencillos y permiten
detectar la presencia de las NPe de TOH y Carv sobre materiales de Ti e identificar su
mayor o menor interaccion con el medio. A modo de resumen, los resultados
electroquimicos por medicion del OCP sugieren que las moléculas de Carv y TOH
interactuan fuertemente desde tiempo cero con la superficie de Ti, modificando el registro
del OCP en comparacion al de Ti control. Una vez formada la NPe, el potencial se
mantiene constante y estable durante gran parte del tiempo, lo que sugiere que las NPe
cubren la superficie y reducen su interaccion con el medio. Finalmente, por
voltamperometria ciclica se pudo demostrar que las NP modifican la actividad superficial
y que los componentes de las mismas se electro-oxidan. Dichas modificaciones también
se detectaron en las curvas de Tafel donde se midieron mayores valores de icor y

potenciales Ecorr mas anddicos.
4.3.2 Caracterizacion AFM de las nanopeliculas de timol y carvacrol

Las NPe de TOH y Carv fueron detectadas, observadas a diferentes escalas y
caracterizadas por AFM. Se detectaron cambios topograficos y en los correspondientes
parametros de rugosidad. En la Figura 4.7 se muestran las imagenes 2D y 3D (20x20 pm?)
de las muestras Ti control (A), Ti-NPeTOH (B) y Ti-NPeCarv (C). Las muestras de Ti

control presentan una topografia microestructurada muy rugosa con un perfil altamente
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nanoestructurado de forma aleatoria (Figura 4.7-D). En esta escala puede observarse que
las Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv una vez formadas, no producen cambios topograficos
considerables sobre la superficie de Ti, de hecho, la presencia de las NPe no es
distinguible al comparar las tres imagenes topograficas. En concordancia, las NPe
adsorbidas sobre Ti no modifican significativamente los parametros tipicos de rugosidad
(Ra, Rqy Rmax definidos en el Capitulo 2.8.1) en comparacion con las muestras control, tal

como se puede observar en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Valores de rugosidad determinados para las muestras de Ti control, Ti-

NPeTOH y Ti-NPeCarv en imagenes AFM (20x20 um?).

Parametro Ti control Ti-NPeTOH Ti-NPeCARV
Ro (nm) 160+£20 150+30 170440
Ry (nm) 200+20 185440 1954+40
Ruax (nm) 1240+40 1050+£80* 937+90*
Risad (%0) 6,2+1,2 3,7+£0,8* 2,3+£0,7*
Sku 3,1+0,3 2,8+0,5 2,6+0,6
Ssk 0,3+0,1 -0,16£0,05* -0,12+0,03*

*Indica diferencias significativas con Ti control (p<0,01)

A pesar de que los pardmetros Ra, Rq ¥ Rmax son los mas utilizados para
caracterizar las superficies, en algunos casos tales como los que estamos analizando, no
son lo suficientemente sensibles a los cambios topograficos producidos por la presencia
de las NPe. Los pardmetros Risad, Sku 0 Ssk pueden ser utiles para identificar la presencia
de las mismas sobre una superficie altamente rugosa. Como puede observarse en la Tabla
4.2, los valores de Risaa disminuyen en las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv,
indicando la presencia de las NPe sobre la superficie de Ti. Ademas, los valores de
asimetria Sgx cambian de valores positivos en las muestras de Ti control a valores
negativos en las muestras Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv. Como se indico anteriormente,
valores positivos de Ss indican la predominancia de picos altos y agudos con valles
redondeados, mientras que valores negativos de Sg indican predominancia de valles finos
o agudos con picos redondeados. Por otra parte, los valores de Sku, que indican la agudeza

de los picos, son mayores en el caso del control.

Es importante destacar que en las secciones transversales de las muestras de Ti-

NPeTOH y Ti-NPeCarv (perfil rojo y verde de la Figura 4.7-D respectivamente), puede
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detectarse que la presenc

ia de las NPe suaviza ligeramente la rugosidad de la superficie

de Ti; siendo esto mas evidente en las muestras de Ti-NPeCarv.
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Figura 4.7. Imagenes AFM
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(20x20 pm?) de las nanopeliculas de TOH y Carv. A) Iméagenes 2D

y 3D para Ti control; B) Iméagenes 2D y 3D para Ti-NPe-TOH; C) Iméagenes 2D y 3D para Ti-

NPeCarv; D) Perfiles correspondientes a las barras indicadas en (A), (B) y (C). Cada perfil

corresponde a la barra del mismo color.
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Con el proposito de identificar y caracterizar con mayor precision las NPe sobre
la superficie de Ti, se tomaron imagenes AFM en un area de 2x2 pm? (Figura 4.8). A esta
escala de analisis, los cambios topograficos de las NPe de TOH y Carv son evidentes en
relacion con las muestras de Ti control y puede observarse que las NPe adsorbidas
presentan una estructura compacta recubriendo el 6xido de Ti superficial (flechas rojas).
Ademas, en las superficies de las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv se identificaron
zonas aparentemente descubiertas o con un cubrimiento delgado de tipo conformal
(flechas verdes), indicando que el TOH y Carv se adsorben sobre la superficie formando
estructuras compactas pero discontinuas sobre la superficie de Ti. En la Figura 4.8-D se
muestra el andlisis de los perfiles obtenidos para todas las muestras. Nuevamente, las
muestras de Ti control presentaron una nanoestructuracion aleatoria del 6xido de Ti
superficial (perfil en color negro). Los perfiles topograficos de las NPe se analizaron en
dos regiones: 1) en el borde de la pelicula, que marca el limite entre la region cubierta por
las NPe y la descubierta o conformal, con el proposito de estimar el espesor aproximado

de la NPe y 2) dentro del area cubierta por las NPe.

El perfil zona de la Ti-NPeTOH evaluada (Figura 4.8-D, perfil rojo) corresponde
a la zona marcada en la Figura 4.8.B (inferior) con una barra roja. Dicho perfil demuestra
que dicha NPe presenta un espesor variable de 30 a 80 nm. En cambio, la NPe de Carv
analizada presenta un espesor menos variable y mds homogéneo de 100 nm
aproximadamente (Figura 4.8-D, perfil verde). En el area cubierta exclusivamente por
NPe, la muestra de Ti-NPeTOH (Figura 4.8-D, perfil magenta) exhibi6 nuevamente un
perfil variable que forma picos de 4 a 20 nm en la superficie de la NPe. Por el contrario,
la muestra de Ti-NPeCarv present6 una variabilidad menor, con lomas entre 2 'y 7 nm de
altura (Figura 4.8-D, perfil azul). Estos resultados sugieren que las Ti-NPeCarv presentan
una topografia mas homogénea y suave en relacion con las Ti-NPeTOH. Esto se hace
evidencia en las imagenes 3D para cada muestra (Figura 4.8) donde se puede observar

una estructura mas lisa y suave en las muestras de Ti-NPeCarv.
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Figura 4.8. Imagenes AFM (2x2 um?). A) Imagenes 2 y 3D para Ti control; B) Imagenes 2 y 3D

para Ti-NPe-TOH; C) Imagenes 2 y 3D para Ti-NPeCarv. Flechas rojas indican la presencia de

las NPe y las verdes las zonas descubiertas o conférmales. Los cuadrados indican las diferentes
zonas donde se registraron los parametros de rugosidad indicados en la Tabla 4.3. D) Perfiles
asociados a cada muestra correspondientes a las barras indicadas en las Figuras (A), (B), (C)

inferiores, con su respectivo color.
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Los parametros de rugosidad para las imagenes AFM de 2x2 um? se resumen en
la Tabla 4.3. Los parametros Ra Rq y Rmax se calcularon en dos regiones: en las areas
cubiertas por las NPe (cuadrados rojos en la Figura 4.8) y en las regiones descubiertas o
poco cubiertas (conféormales) de NPe (cuadrados verdes en la Figura 4.8) dentro de cada
imagen AFM de 2x2 um?. Para dicho proposito, se registraron los pardmetros de

2

rugosidad de forma aleatoria en cuadrados de 400 x 400 nm” en dichas zonas. Los

parametros de Risad, Sku Y Ssk se determinaron en la imagen completa (2x2 pm?).

Tabla 4.3. Valores de rugosidad determinados para las muestras de Ti control, Ti-

NPeTOH y Ti-NPeCarv. Ra Rq ¥ Rmax en imagenes AFM de 400x400 nm?, Risad, Skuy Ssk, en

imagenes AFM de 2x2pum?.
Muestras
Ti control Ti-NPeTOH Ti-NPeCarv
Parametros Zona Zona cubierta Zona Zona cubierta
descubierta o por NPe descubierta o por NPe
conformal conformal
R, (nm) 1942 17+4 642 * 16+4 58+1,6 *
R, (nm) 1545 1543 4,4+1,6 * 134£2 541 *
Rmax (nm) 87+5 85+7 60+8 * # 76+8 48+7 *, #
Risad (%) 16,1+1,3 8,7+1,3 *, # 4,8+0,7 *, #
Sku 2,9+0,2 2,8+0,4 2,6+0,5
Ssk 0,20+0,05 - 0,26+0,08* -0,22+0,03*

* Indica diferencias significativas con Ti control y # indica diferencias significativas entre

NPeTOH y Ti-NPeCarv (p<0,01).

A partir de los resultados de rugosidad obtenidos, puede concluirse que, si se
comparan los parametros de rugosidad medidos en las regiones cubiertas por Ti-NPeTOH
y Ti-NPeCarv los pardmetros de Ra Rq y Rmax disminuyen considerablemente en relacion
con las muestras de Ti control. En cambio, en la zona descubierta o conformal estos
valores son similares a los registrados para el Ti control. Asimismo, los valores de Risad
disminuyen dos veces en las muestras de Ti-NPeTOH y cuatro veces en Ti-NPeCarv en
comparacion con el Ti control. Todos estos resultados demuestran que las NPe suavizan
y aplanan la topografia de la superficie de Ti especialmente en el caso de las muestras de

Ti-NPeCarv.

Los valores de asimetria Sgx mostrados en la Tabla 4.3, al igual que los
correspondientes a las imagenes de 20x20 um? (Tabla 4.2), se tornan negativos en las
muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv. Por lo tanto, esto sugiere que dichas NPe cubren

los picos agudos observados en Ti control y los hacen mas redondeados y, a la vez, al
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depositarse en los valles reducen el volumen libre. Esto da como resultado una superficie

mas plana y suave.

Los valores de curtosis Sky asociados a la agudeza de los picos, si bien disminuyen

ligeramente en el caso de las superficies cubiertas, no reflejan un cambio significativo.

Finalmente, los resultados de AFM demuestran que en la escala de analisis de
20x20 pum? la presencia de las NPe no es facilmente distinguible. Los cambios
topograficos son evidenciados a alta magnificacion en regiones de 2x2 pm? debido a que
las irregularidades pertenecen a la escala nanométrica. En dicha escala pudo comprobarse
a través de los analisis de los perfiles que las NPe se forman sobre la superficie de Ti
suavizando la agudeza de los picos y, por lo tanto, aplanando la topografia superficial,
especialmente en el caso de las Ti-NPeCarv. Las Ti-NPeTOH son més inhomogéneas
presentando mas discontinuidades en forma de parches. Si bien los parametros Ra y Rq
son los mas frecuentemente reportados, no resultaron sensibles a los cambios de
rugosidad causados por la presencia de las NPe en ninguna de las escalas analizadas. Por
el contrario, las imagenes en la escala 2x2 pm? y los correspondientes perfiles, ademds
de permitir identificar la formacion de las NPe sobre la superficie de Ti posibilitaron el
calculo de los parametros de Risaa y Ssk € identificar los cambios en la topografia al

compararlos con los del control.
4.3.3 Determinacion del angulo de contacto

El 4ngulo de contacto es tutil para conocer las propiedades de mojado de una
superficie, permitiendo saber su grado de hidrofilicidad o hidrofobicidad. En general,
superficies hidrofilicas presentan mejores propiedades y afinidad con medios bioldgicos,
ya que aumentan la interaccion de las células con el material favoreciendo la adhesion
celular. En la Figura 4.9 se muestran los resultados para las superficies bajo andlisis.
Como puede observarse, todas las muestras presentan angulos de contacto menores a 90°,
por lo tanto, son superficies hidrofilicas. Las Ti-NPeCarv presentaron dngulos similares
al Ti control (61 + 1 y 64 + 2, respectivamente), mientras que en las muestras de Ti-
NPeTOH se observa un leve pero significativo incremento del angulo de contacto (71 £
2) respecto del mismo. Nuevamente, se observa un comportamiento fisicoquimico con

una leve pero significativa diferencia entre el TOH y Carv
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Figura 4.9. Determinacion del angulo de contacto. *** Indica diferencias significativas respecto
al Ti control; # indica diferencias significativas entre las muestras Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv

(p < 0,01).

4.3.4 Caracterizacion por ATR-FTIR de las nanopeliculas de timol

y carvacrol

La formacion de las NPe autoensambladas de TOH y Carv fue caracterizada por
espectroscopia ATR-FTIR (Figura 4.10). A fin de establecer comparaciones,
primeramente, se obtuvieron los espectros de TOH y Carv puros (Figura 4.10-A y C
respectivamente). Los mismos presentaron las contribuciones tipicas descriptas en
bibliografia para TOH y Carv [67,157-160] correspondientes a: el estiramiento de los
grupos -OH (3400-3000 cm™), el estiramiento del doble enlace C=C (1600-1500 cm™),
la flexion de los grupos -OH (1458 y 1421 cm™) y la flexion fuera del plano del C-H
(1000-800 cm™). El Carv puro es liquido y presenta un amplio pico a 3378 cm’!
correspondiente a los grupos -OH involucrados en enlaces tipo puente de hidrogeno con
otras moléculas de Carv. El TOH, en cambio, al ser sélido, presenta un pico estrecho a
3171 cm’!. Sin embargo, luego de la formacion de las NPe, las muestras de Ti-NPeTOH
y Ti-NPeCarv presentan un pico amplio a 3450 y 3436 cm™!, respectivamente, relacionado
a la participacion de los grupos -OH para formar enlaces tipo puente de hidrégeno tanto
con otras moléculas de TOH o Carv presentes en la NPe como con el TiO> de la superficie.
Este cambio entre el comportamiento disimil de los compuestos puros y el similar al
formar la NPe, puede relacionarse con el cambio que sufren las moléculas de TOH al
pasar del estado solido cristalino inicial para formar parte de la solucion. Un cambio

similar se observo al comparar ambos compuestos a mayor temperatura, ambos en estado

liquido [161].
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Los espectros para Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv son muy similares entre si (Figura
4.10-B y D), lo cual sugiere que los mecanismos de formacion de las NPe de TOH y Carv
involucran procesos similares de adsorcion sobre la superficie de Ti. Esta similitud se
atribuye a la capacidad de formar enlaces tipo puente de hidrégeno con el grupo -OH en
la superficie de Ti y/u otras moléculas de TOH o Carv y a las fuerzas de Van der Waals,
que son las principales responsables del proceso de adsorcion. Sin embargo, en los
espectros de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv se observa la presencia de un pico a 1730 cm’!
ausente tanto en el TOH como el Carv puros. Esta sefial es atribuida a la presencia de
grupos cetonicos, lo cual indica que la formacion de ambas NPe se debe a la oxidacioén
espontanea de los grupos -OH a grupos cetonicos (C=0O) sobre la superficie de Ti.
Asimismo, la sefial de los grupos -OH no desaparece en las muestras de Ti-NPeTOH y
Ti-NPeCarv lo que revela que no todas las moléculas de TOH o Carv sobre la superficie
se han oxidado para dar grupos cetonicos, sino que es posible que se encuentren moléculas
de TOH o Carv no oxidadas atrapadas dentro de la NPe interactuando con ésta mediante
puente hidrogeno. Varios autores han sefialado que picos amplios en la region de 3500-
3000 cm™! pueden atribuirse a la hidratacion de las NPe, a la presencia de moléculas no
oxidadas (de TOH y Carv en este caso) dentro de la NPe interactuando por puentes de
hidrogeno con las moléculas que conforman la NPe y/o a la interaccion por puente de
hidrégeno de las moléculas de la NPe con el TiO; [162—-164]. Finalmente, el grupo
isopropilo se detecta en todos los espectros a través de vibraciones simétricas (1360-1350
cm) y asimétricas (1460-1420 cm™) y el estiramiento de los grupos C-O se detecta en

picos ubicados entre 1100-900 cm™.

Es importante destacar que Mangiacapre ef al. [161] investigaron recientemente
las caracteristicas estructurales del TOH y Carv a altas temperaturas para comparar su
comportamiento estando ambos compuestos en estado liquido. Los autores encontraron
diferencias en la interaccion de las moléculas de TOH y Carv entre ellas mismas que
podrian explicar las diferencias de las NPe formadas sobre Ti que hemos descripto. Por
un lado, demostraron que las moléculas de Carv tienden a orientar sus anillos aromaticos
en forma perpendicular entre ellos, mientras que las moléculas de TOH presentan
organizaciones estructurales heterogéneas donde los anillos pueden orientarse de forma
paralela y antiparalela. Ademas, se observo que el TOH tiende a formar enlaces tipo
puente hidrégeno, en cambio, las moléculas de Carv presentan mayor inclinaciéon a

enlaces de tipo -OH-mt. A partir de estos resultados, los autores sugieren que las moléculas
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de Carv se disponen de forma mas organizada y compacta con relacion a las moléculas
de TOH en estado liquido. Estos resultados son congruentes con la organizacion
nanoestructurada encontrada en Ti-NPeCarv y Ti-NPeTOH en imagenes AFM, donde el
Carv forma NPe mas homogéneas y compactas que el TOH. Por lo tanto, es posible inferir
que las disposiciones moleculares del TOH y Carv en solucién acuosa pueden influir en

las propiedades de autoensamblaje para formar las NPe sobre la superficie de Ti.
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Figura 4.10. Espectros ATR-FTIR obtenidos para A) timol puro, B) Ti-NPe-TOH, C) carvacrol

puro y D) Ti-NPeCarv. En rojo se muestra el principal cambio en las sefiales obtenidas.

En la Figura 4.5 se muestra que durante la voltamperometria ciclica las NPe de
TOH y Carv, en la polarizacion en sentido anddico (PA) desde -1,0 V a 2,0 V, se produce
la electro-oxidacion de las NPe en un proceso irreversible como se explico en la Seccion
4.3.1.2 del presente Capitulo. Con el propdsito de comprobar esta oxidacion de las NPe,
se realizaron espectros ATR-FTIR luego de aplicar PA en dicha region de potencial a una

velocidad de 50 mV/s en KCl 5 mM vy se analizaron las sefales obtenidas (Figura 4.11).

En primer lugar, puede observarse que los espectros obtenidos son muy diferentes
a los que presentan las NPe originalmente, indicando que éstas se ven fuertemente
perturbadas por la PA. En segundo lugar, se detectd que la sefial cetonica de 1730 cm™

desaparece luego de la PA en las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv y que aparecen
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nuevas sefiales (indicadas en rojo en la Figura 4.11) entre 1250-1050 cm’!
correspondientes a grupos éteres. Esto confirma que, durante la PA, las NPe se oxidan de

grupos cetonicos a grupos éteres sobre la superficie de Ti.

Por otra parte, de los espectros obtenidos, puede deducirse que las muestras de Ti-
NPeCarv son mas susceptibles a la PA: 1) las senales de los grupos -OH se ven reducidas
a un pico débil a 3190 cm™ atribuida a -OH que no interactiian por puente hidrogeno, 2)
las contribuciones de los grupos —CH3 y —CHa (2900-2800 cm™) se encuentran reducidas
a picos débiles y 3) la sefial de estiramiento C=C (1600-1500 cm™) fue casi indetectable.
Por el contrario, para las muestras de Ti-NPeTOH todas estas sefiales estdn fuertemente
presentes en los espectros, lo cual sugiere que las NPe de TOH pueden ser menos
afectadas por la oxidacion forzada durante la PA. Estas diferencias permiten concluir que
existen diferencias en la composicion/estructura molecular de los componentes de las

NPe que conducen a distinta capacidad oxidativa.

En la Tabla 4.4 se resumen todas las sefiales presentes en los espectros de las

Figuras 4.10 y 4.11 con sus contribuciones asociadas y la bibliografia consultada.
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Tabla 4.4. Numeros de onda y asignaciones de grupos funcionales (segin bibliografia) para

espectros ATR-FTIR de TOH puro, nanopeliculas autoensambladas de TOH (Ti-NPeTOH),

nanopeliculas autoensambladas de TOH sometidas a polarizacion anddica (Ti-NPeTOH-PA),

Carv puro, nanopeliculas autoensambladas de Carv (Ti-NPeCarv), nanopeliculas

autoensambladas de Carv sometidas a polarizacion anddica (Ti-NPeCarv-PA).

Grupos

funcionales

Estiramiento
v-OH (sin
puente de
hidrégeno)

Estiramiento
v-OH (con
puente de
hidrégeno)

vas —CH3

vas —CH:

vs —CHj3

-C=0
(grupos
ceténicos con

puente de
hidrégeno)

Estiramiento
-C=C del

anillo fendlico

Flexion C-H y

CH;

vas del grupo
isopropilo

vs del grupo

isopropilo

Nimeros de onda observados (cm™)

TOH

puro

3171

2958
2928
2868

1622

1518

1421

1360

Ti-

3450

2958
2928
2870
1730

1621

1517

1420

1358

Ti-

PA

3300

2960
2929
2868

1615

1514

1455,
1417

NPeTOH | NPeTOH-

Carv

puro

3378

2954
2929
2867

1621,
1587

1458,
1420
1365

Ti-
NPeCarv

3436

2960
2929
2870
1730

1619,
1590

1458,
1420
1365

Ti-

NPeCarv-

PA
3190

2960
2926

1500

1455, 1421

Bibliografia

consultada

[142]

[165,166]

[67,144,167]

[168,169]

[167,170]

[67,144,167]

[122], [125],
[141]
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Phenyl ring p
=C-H
v-C-O-C
(grupos

éteres)

Sustitucion
Meta
Sustitucion
Orto
Estiramiento
-C-0
Estiramiento
de los grupos
éteres
-C-0-C
v -C-H fuera
del plano

1244

1156

1042

804

1230

1156

1043

806

1240

(pico
fuerte)
1183

(pico
débil)

1050

813

1251

1116

994

865,
812

1252

1116

996

866, 812

1246 (pico
fuerte)
1182 (pico
débil)

1048

882, 815

[170]

[143,144,171]

[172,173]

[142,143,174]

[171]

[175]

Referencias: v,s = vibracion de tension asimétrica; vs= vibracion de tension simétrica; p =

vibracion en plano

4.3.5 Liberacion de timol y carvacrol desde las nanopeliculas

Los resultados de ATR-FTIR sugieren que podrian encontrarse moléculas no

oxidadas de TOH y Carv dentro de las NPe adsorbidas sobre Ti, lo cual indicaria que las

mismas podrian liberarse desde la superficie al medio. Entonces, con el objetivo de

evaluar si hay liberacion de moléculas de TOH y Carv desde las NPe, las muestras de Ti-

NPeTOH y Ti-NPeCarv fueron expuestas en soluciones de PBS (pH = 7,4) por un periodo

de hasta 14 dias y se determino la presencia de productos de liberacion por espectroscopia

UV-visible a 2, 4, 12, 24, 48, 120, 168, 240 y 336 horas midiendo la absorbancia a A =

274 nm para el TOH y A = 273 nm para el Carv.

Los espectros UV-visible de liberacion mostraron tnicamente maximos de

absorbancia a 274 y 273 nm coincidentes con moléculas de TOH y Carv respectivamente

liberadas desde la superficie de las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv al medio. Esto




sugiere que los productos de liberacion detectados por esta técnica corresponden
unicamente a moléculas de TOH y Carv. A modo de ejemplo se muestran los espectros
UV de los productos de liberacion medidos luego 14 dias (336 h) de incubacion (Figura
4.12).

1.04

Absorbancia
o
o
1

Ti-NPeTOH (14 dias)
Ti-NPeCarv (14 dias)

i

0.0 1

30IO 40IO 50ID 660 760 EIIBD
Alnm
Figura 4.12. Espectro UV-visible de los productos de liberacion para Ti-NPeTOH y Ti-
NPeCarv luego de 14 dias de incubacién en PBS (pH fisiologico) a 37°C.

Las curvas de liberacion para las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv se
reportan en la Figura 4.13. Dentro de las primeras 24 h de liberacion, la concentracion de
TOH y Carv acumulada es similar entre ambas muestras, pero con un leve incremento en
las muestras de Ti-NPeTOH (Figura 4.13, grafico inferior). Ademas, dentro de este
periodo de tiempo, se observa que ambas muestras presentan una tasa inicial de liberacion
de TOH y Carv a la solucion dentro de las primeras 12 h ligeramente superior para el
cado del Ti-NPeTOH (0,90 + 0,04 (ng/mL)/h para Ti-NPeTOH y 0,70 + 0,02 (ng/mL)/h
para Ti-NPeCarv). Esto puede deberse a que las moléculas débilmente adsorbidas en la
superficie o atrapadas dentro de las NPe se liberan rapidamente cuando las muestras
entran en contacto con la solucion de PBS. A partir de las 24 h, se observa que las
muestras de Ti-NPeCarv liberan moléculas de Carv a una velocidad constante hasta
alcanzar el méximo de liberacion a los 10 dias (velocidad promedio de 0,30 + 0,02
pug/mL), a partir del cual la concentracion acumulada de Carv permanece constante. En
cambio, las muestras de Ti-NPeTOH presentan una curva de liberacion de TOH variable
en el tiempo donde pueden detectarse 3 fases: 1) la primera fase de liberacion abrupta
ocurre dentro de las primeras 12 h (velocidad promedio de liberacion de 0,90 = 0,04
(ng/mL)/h) para luego reducirse paulatinamente hasta las 24 h, 2) en la segunda etapa se

produce un nuevo incremento abrupto en la liberacion de TOH entre las 24 y 48 h (1,3 +
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0,1 (ug/mL)/h) hasta alcanza otra reduccion en la liberacion entre las 120 y 168 h (5-7
dias) y 3) finalmente, la tercera etapa de liberacion ocurre desde las 168 h hasta las 240 h
(10 dias) a una velocidad promedio de 0,14 + 0,02 (ug/mL)/h, a partir de este momento
no se observa mas liberacion de TOH. Cabe mencionar que las muestras de Ti-NPeTOH
exhiben una concentracion acumulada de liberacion mas alta en el tiempo que las

muestras de Ti-NPeCarv que se vuelve significativamente diferente a la de su isdmero a

partir de las 48 h.
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Figura 4.13. Curvas de liberacion en PBS de TOH y Carv desde las muestras Ti-NPeTOH y Ti-
NPeCarv obtenidas por UV-visible hasta 14 dias de liberacion (arriba). Se muestra, para mayor
claridad, una ampliacion de las curvas de liberacion hasta 24 horas (abajo). *** Indica

diferencias significativas (p<0,01).

108



Las diferencias en las curvas de liberacion del TOH y Carv pueden estar
motivadas por distintas causas. Es importante recordar que el TOH presenta una
solubilidad mas alta en agua que el Carv (TOH: 980 pg/mL y Carv: y 830 pg/mL) y
mayor migracion que se asocian con una mayor capacidad antioxidante [176]. Por otra
parte, las moléculas de Carv muestran una mayor inclinacion a formar enlaces del tipo -
OH-nt mientras que las moléculas de TOH forman enlaces de hidrogenos entre sus grupos
oxhidrilos. Estas diferencias, como se explicé antes, pueden impactar sobre el proceso de
autoensamblado y la naturaleza de las peliculas formadas (més compactas en el caso del

Carv), asi como en la respuesta en sistemas bioldgicos.

Por otra parte, la estructura discontinua y en forma de parches que se observo en
las imagenes AFM y que probablemente sea debida a desprendimientos de parte de la
pelicula podria ser la causante de la liberacion del TOH en etapas. Morsch et al. [177]
demostraron por imagenes AFM y espectros FTIR que coatings epoxy-fendlicos
adsorbidos sobre materiales de acero son altamente hidratados y perturbados al ser
expuestos en medios acuosos, ya que los coatings se hinchan al ser hidratados y presentan
mas interacciones de tipo puente hidrogeno en espectros FTIR. Entonces, las Ti-NPeTOH
y Ti-NPeCarv podrian experimentar procesos de hidratacion incorporando agua al ser
sumergidos en PBS u en otro medio acuoso. Como se observo en la Figura 4.8, las
muestras de Ti-NPeTOH presentan un espesor variable y poco homogéneo, por lo cual,
las islas de estas NPe podrian sufrir ciclos de hidratacion, es decir, periodos de hidratacion
seguidos por la liberacion de moléculas de TOH y re-hidratacién nuevamente, que se
detectan a través de los cambios de pendiente formando escalones en las curvas de
liberacion de FF (Figura 4.13). Similares comportamientos de liberaciéon de TOH y Carv
se han observado en nanovehiculos adheridos sobre otros sustratos [178]. El Carv, en
cambio, al presentar una estructura mas lisa, uniforme y compacta se puede hidratar
gradual o constantemente, dando como resultado un perfil de liberacion continuo de

moléculas de Carv durante los primeros 10 dias.

Finalmente, para analizar el proceso de hidratacion de las NPe, se tomaron
espectros ATR-FTIR de las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv luego de 1, 24 y 48
h de liberacion en PBS (Figura 4.14). Para ambas muestras se observa una caida drastica
de la transmitancia a 24 y 48 h, lo cual indica que las mismas son perturbadas por el medio
acuoso y que las senales FTIR son alteradas por el proceso de liberacion que ocurre en

dicho periodo de tiempo con la consecuente disminucidn de la concentracion superficial
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que conduce a la pérdida de eficiencia antimicrobiana (ver Seccion 4.3.6). En el caso de
los espectros para Ti-NPeTOH (Figura 4.14-A) se observa que el pico original de 3450
cm’! se vuelve mas amplio y toma valores cercanos a 3300 cm™. En el caso de las muestras
Ti-NPeCarv, se observa también corrimiento en la sefial de los grupos -OH hacia valores
de 3300 cm™'; pero ademas se detecta que estas sefiales junto con las sefiales de 2900-
2800 cm™! y el pico ceténico de 1730 cm™ disminuyen gradualmente en intensidad a lo
largo del proceso de liberacion de Carv. Todos estos cambios en los espectros FTIR estan
reportados y asociados a procesos de hidratacion-deshidratacion de las peliculas de FF
[179-181]. Por lo tanto, se puede inferir que dichos procesos afectan la liberacion de las

moléculas desde la superficie de las NPe al medio.
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Figura 4.14. Espectros ATR-FTIR obtenidos luego de 1, 24 y 48 horas de liberacion (1hL, 24hL
y 48hL) en PBS a 37°C para las muestras de: A) Ti-NPeTOH y B) Ti-NPeCarv. Las flechas

rojas indican diferencias en el ancho y largo de los picos en el tiempo.

4.3.6 Actividad antimicrobiana de las nanopeliculas de timol y

carvacrol

En primer lugar, dado a que las NPe liberan moléculas de TOH y Carv desde la
superficie de Ti al medio, se procedi6 a determinar la actividad antimicrobiana de las
muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv mediante la técnica de difusion en agar o halo de

inhibicion. Los resultados mostraron que ambas NPe presentan difusion de agentes
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antimicrobianos hacia el agar con similar efectividad, inhibiendo el crecimiento de S.
aureus en la zona del halo de aproximadamente 2 cm, mientras que las muestras de Ti

control, como era de esperar, no presentaron halo de inhibicion (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Determinacion del halo de inhibicion contra S. aureus.

Ti Control Ti-NPeTOH Ti-NPeCarv
No se encontro difusion 2,0+02cm 1,8+0,2 cm

Por otra parte, la actividad antimicrobiana también se evalué mediante el recuento
en placa de UFCs luego de la inmersion en el medio de cultivo durante 3 h para analizar
el proceso de colonizacién bacteriana inicial de la superficie de Ti. Los resultados
arrojaron que las superficies de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv son antibacterianas pues no
se detectaron bacterias vivas sobre la superficie de ambas muestras (erradicacion). En
cambio, sobre las muestras de Ti control se encontraron 4,0 + 0,5x10° UFCs/cm? (Figura
4.15). Con el propdsito de determinar el estado fisioldgico de las bacterias adheridas sobre
las superficies de Ti tras 3 h de cultivo, se realiz6 la tincion Live/Dead (Figura 4.16). Se
pudo comprobar que las bacterias adheridas sobre las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-
NPeCarv estaban muertas (>99%) (Figura 4.16-B y C respectivamente), mientras que las
adheridas sobre las muestras control estaban vivas (>99%) (Figura 4.16-A). Estos
resultados indican que la superficie de las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv
presenta un fuerte efecto bactericida a 3 h que impide que las bacterias colonicen la
superficie, ya que cuando se adhieren a la superficie no pueden sobrevivir sobre ella

durante este periodo de tiempo.

3 h de incubacion
1.0%10%7
1.0%10°%8+
1.0%10°5-
1.0%10%%-
1.0%10°34
1.0%10°2-

1.0%x10°14 *k%k kkk

UFCs/cm?

1.0x10°°0 b

Figura 4.15. Colonizacion inicial de las diferentes superficies por S. aureus tras 3 horas de

cultivo a 37°C. *** indica diferencias significativas con el Ti control (p<0,01).
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Figura 4.16. Tincion Live/Dead tras 3 horas de cultivo con S. aureus. A) Ti control, B) Ti-

NPeTOH y C) Ti-NPeCarv. En verde o amarillo bacterias vivas y en rojo bacterias muertas.

Para evaluar el efecto antimicrobiano sobre el desarrollo de biofilms tempranos,
se determino la actividad antibiofilms de las NPe tras 24 h de exposicion de las muestras
a cultivos de S. aureus. Los resultados de recuento en placa de UFCs se resumen en la
Figura 4.17. Nuevamente, las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv no presentaron
formacion de UFCs; en cambio, el Ti control desarrolld 5,0+0,7x10° UFCs/cm?. Estos
resultados demuestran que las NPe de TOH y Carv confieren a la superficie de Ti
actividad bactericida de tipo erradicadora, ya que no permite el crecimiento y

supervivencia de las bacterias ni el posterior desarrollo de biofilm.

Teniendo en cuenta que las Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv se liberan desde la
superficie de Ti durante un periodo de 10 dias, se estudio la actividad antimicrobiana de
las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv tras 24 y 48 h de liberacion del agente
antimicrobiano en un medio estéril. En primer lugar, se sumergieron las muestras por el
tiempo indicado en medio de cultivo estéril para favorecer el proceso de liberacion de
moléculas de TOH y Carv. Luego, se retird el medio de cultivo y se adiciono medio fresco
con inoculo de bacterias (~ 103 UFCs/mL) y se evalu6 el efecto antimicrobiano remanente
de las NPe (tras el proceso previo de liberacion) sobre el desarrollo de biofilms (24 h de
incubacion en medio con bacterias). Los resultados también se indican en la Figura 4.17.
En el caso de las muestras de 24 h de liberacion (Ti-NPeTOH-24hL y Ti-NPeCarv-24hL)
las mismas conservan gran poder bactericida, ya que reducen las UFCs/cm? en 4 6rdenes
de magnitud en relacion con el Ti control, dificultando la formacion del biofilm durante
las siguientes 24 h. En cambio, tras 48 h de liberacion (Ti-NPeTOH-48hL y Ti-NPeCarv-
48hL) ya no conservan propiedades antimicrobianas y la cantidad de UFCs/cm?

desarrolladas sobre su superficie es similar al Ti control.
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24 h de incubacion
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Figura 4.17. Desarrollo de biofilms tempranos sobre las diferentes superficies de Ti tras 24
horas de incubacion a 37°C de las muestras con S. aureus. *** indica diferencias significativas

con el Ti control (p<0,01).

Adicionalmente, se determino por tincion Live/Dead el estado fisioldgico de las
bacterias que conformaban el biofilm desarrollado sobre las diferentes superficies de Ti.
Como se observa en la Figura 4.18-A las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv tras 24
h de incubacion en el medio con microorganismos presentaron Unicamente bacterias
muertas sobre su superficie, mientras que en el Ti control la gran mayoria de las bacterias
estaban vivas (resultados coincidentes con el recuento en placa de UFCs, Figura 4.17).
Las muestras que sufrieron un proceso previo 24 h de liberacion de agente antimicrobiano
(Ti-NPeTOH-24hL y Ti-NPeCarv-24hL) exhibieron un area de 20 y 25%
aproximadamente correspondiente a bacterias vivas adheridas sobre su superficie. Sin
embargo, cuando el proceso previo de liberacion es de 48 h (Ti-NPeTOH-48hL y Ti-
NPeCarv-48hL), las bacterias adheridas se encuentran totalmente vivas, al igual que para
el Ti control (Figura 4.18-B). Por lo cual, tras 48 h de liberacion, las NPe remanentes no
presentan actividad antimicrobiana. Estos resultados sugieren que la actividad
antimicrobiana proviene de las moléculas de TOH y Carv no oxidadas (es decir en estado
puro) que se encuentran “atrapadas” dentro de la pelicula y que se liberan en el tiempo.
Tras 48 h de liberacion, las NPe remanentes y las moléculas de TOH y Carv que se siguen
liberando hasta el dia 10 no ejercen accidén antimicrobiana, muy probablemente por

motivos de baja concentracion superficial.
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Figura 4.18. Tincién Live/Dead tras 24 horas de cultivo con S. aureus. A) Iméagenes Live/Dead
representativas para cada muestra. B) Resultados de la cuantificacion de bacterias vivas (verdes

o amarillas) y/o muertas (rojas) sobre cada superficie estudiada.
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La actividad antimicrobiana del TOH y Carv en estado libre o puro ha sido
ampliamente demostrada contra diferentes cepas bacterianas. En el caso particular de S.
aureus se sabe que ambos FF son agentes antimicrobianos multi-targets, es decir que
provocan la muerte bacteriana atacando diferentes niveles metabolicos. Por un lado, el
TOH y Carv alteran la estabilidad de la membrana lipidica, provocando su disrupcion y
la lisis bacteriana [ 182—184]. Por otra parte, estos FF decrecen la actividad de las enzimas
deshidrogenasas de S. aureus provocando una disminucién en la produccion de ATP, lo
cual genera que las bacterias estén en desventaja para superar los efectos de estrés

inducidos por la accion antimicrobiana de TOH o Carv [185,186].

Por otra parte, trabajos previos han demostrado que peliculas electropolimerizadas
de TOH y Carv sobre materiales biodegradables pierden la actividad bactericida con el
tiempo [38]. Procesos similares pueden ocurrir en las Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv
desarrolladas sobre Ti donde el efecto bactericida proviene de las moléculas de TOH y

Carv liberadas por la NPe y dicha capacidad se reduce con el tiempo.

Finalmente, se determind el efecto antimicrobiano de las Ti-NPeTOH y Ti-
NPeCarv sobre la produccion de EPS de S. aureus luego de 24 h de incubacion (Figura
4.19). Las muestras de Ti-NPeTOH, Ti-NPeTOH-24hL, Ti-NPeCarv y Ti-NPeCarv-
24hL presentaron una fuerte inhibicion de la produccion de EPS, mientras que las
muestras de Ti-NPeTOH-48hL y Ti-NPeCarv-48hL exhibieron similares valores que el
Ti control. En acuerdo con estos resultados se ha reportado que el TOH inhibe la
produccion de PIA (por sus siglas en inglés, polysaccharide intracellular adhesin) y la
liberacion de ADN extracelular, fundamentales para la produccion del EPS y la formacion
de biofilms [140]. De esta forma, el TOH y Carv desestabilizan y provocan la muerte de

S. aureus por diversas vias, dificultando el desarrollo de estrategias de supervivencia.

Los resultados muestran que las NPe de TOH y Carv conceden a la superficie de
Ti actividad erradicadora por 24 h y luego bactericida por 24 h mas. Es decir, que estas
NPe impiden la colonizacion bacteriana y el posterior desarrollo de biofilms de S. aureus
por un periodo de 48 h; tiempo suficiente para impedir la infeccion in vivo del implante
de Ti, actuando como coadyuvante de los antimicrobianos convencionales en el periodo

de mayor riesgo de infeccion.
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Figura 4.19. Determinacion de la produccion de EPS por tincidon Sypro Ruby tras 24 horas de
cultivo con S. aureus. A) Iméagenes representativas para cada muestra. B) Resultados de la

cuantificacion EPS sobre cada superficie estudiada.
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4.3.7 Impacto de las propiedades fisicoquimicas de las peliculas

sobre la adhesion y proliferacion de las bacterias.

Las propiedades fisicoquimicas de los NPe influyen en la adhesion bacteriana e
impactan sobre su estructura y metabolismo. Debe considerarse que, tanto el Carv como
el TOH, pueden funcionar como intercambiadores de protones, reduciendo asi el
gradiente de pH a través de la membrana citoplasmatica, lo que lleva al colapso de la
fuerza motriz de los protones y al agotamiento de la reserva de ATP. La posicion del
grupo -OH de los isémeros no parece ser decisiva para la eficacia antimicrobiana [187].
Es importante destacar que la toxicidad de TOH y Carv est4 fuertemente relacionada con
la alteracion de la deteccion de quorum sensing (QS). En presencia de compuestos
fenolicos se detectd una reduccidn significativa en la produccion de autoinductores del

QS y la inhibicion de la motilidad [188,189].

En coincidencia con nuestros resultados, las superficies de Ti modificadas con
Carv y aceite esencial que contiene TOH, incorporadas en un recubrimiento de
hidroxiapatita rociado con plasma, brindaron prevencion de infecciones de S. epidermidis
en aplicaciones dentales y ortopédicas [190]. Es importante sehalar que, con base en los
perfiles derivados de los modelos de difusion [191], la concentracion de FF en la interfaz
Ti-NPe/solucion es varias veces mayor que la concentracion medida en el medio acuoso
durante los ensayos de liberacion. Por lo tanto, a pesar de que la concentraciéon medida
esta por debajo del valor MIC (120-2000mg/L segun la resistencia de la cepa utilizada),
existe un efecto pronunciado del FF en la superficie de la NPe asociado a la concentracion
superficial del mismo [191]. Las bacterias detectan inmediatamente la alta concentracion
en la interfaz y tienen un efecto mas fuerte sobre los microorganismos adheridos en
comparacion con los del resto. En concordancia con lo informado previamente, los
resultados actuales representan la reduccion de EPS por Carv y TOH en S. aureus y se
alinean con los hallazgos de estudios anteriores [188]. Como consecuencia, la formacion
de colonias se ve obstaculizada porque las agregaciones bacterianas iniciales son mas
susceptibles a los ataques antimicrobianos [192—194]. En linea con lo mencionado, los
resultados de los halos de inhibicion (Tabla 4.5) confirman que el TOH y Carv difunden
desde la superficie de Ti al agar, dificultando el crecimiento bacteriano en las
proximidades de las muestras. Estos resultados apoyan la hipotesis de que la liberacion
explosiva (conocida por su denominacién en inglés burst release) dentro de las 48 h

iniciales, junto con el alto contenido de Carv y TOH en la interfaz, parecen ser los
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principales factores que contribuyen a la accion antibiofilms y a la erradicacion bacteriana
observada (24 h) o efectos bactericidas (disminucion de 4 6rdenes en UFCs/cm? a 48 h)
de ambos NPe (Figura 4.17). Cabe destacar que se ha demostrado que Carv inhibe la
formacion de biofilms por ciertos patdégenos incluso a niveles de concentracién que no
afectan el crecimiento o la supervivencia bacteriana debido a su accion sobre el QS

[188,195-197].

4.3.8 Citocompatibilidad y actividad osteogénica de las

nanopeliculas de timol y carvacrol

Se evalud la citocompatibilidad de las NPe sobre Ti en lineas celulares pre-
osteoblasticas (MC3T3-E1) y fibroblasticas (L929) de raton. Para dicho fin, se sembraron
células sobre las muestras de Ti control, Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv y se incubaron por 7
dias para cuantificar la adhesion y proliferacion celular por tincién con naranja de
acridina. Las muestras Ti-NPeTOH presentaron un aumento en la viabilidad y
proliferacion celular en células pre-osteoblasticas en todos los tiempos evaluados con
relaciéon al Ti control (Figura 4.20-A). En contraste, las muestras de Ti-NPeCarv
exhibieron una menor viabilidad y proliferacién con células pre-osteoblasticas en todos
los tiempos ensayados (entre un 20-25% menos en relacion con el Ti control y entre un
25-50% menos que Ti-NPeTOH). Por lo contrario, las muestras de Ti-NPeCarv
incrementaron la proliferacion celular en células fibroblasticas hasta un 50% mas que el
Ti control luego de 7 dias de incubacion; mientras que las muestras con NPe de TOH
exhibieron una reduccion en la viabilidad celular de fibroblastos del 35% en relacion con

el Ti control (Figura 4.20-B).

Adicionalmente, se estudiaron los efectos de citotoxicidad mitocondrial de las
NPe por ensayos de reduccion de MTT. Para dicho fin, se recolectaron extractos de los
productos de liberacion de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv luego de 24 h en medio de cultivo
y posteriormente dichos extractos fueron sembrados con fibroblastos y preosteoblastos
para cuantificar la citotoxicidad. Las muestras de Ti-NPeTOH no presentaron efectos
citotoxicos en las dos lineas celulares estudiadas, mientras que las de Ti-NPeCarv
presentaron una disminucion de la actividad mitocondrial de un 30% aproximadamente

en células pre-osteoblasticas (Figura 4.21).

Por ultimo, se estudiaron los efectos de las NPe sobre la diferenciacion

osteogénicas de células pre-osteoblasticas a 15 y 21 dias de incubacion con medio
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osteogénico (Figura 4.22). Finalizados los 15 dias de incubacion se determiné la
produccion de FAl y de proteinas totales. Las muestras de Ti-NPeTOH incrementaron en
un 30% aproximadamente la produccion de FAl y proteinas, mientras que las muestras
de Ti-NPeCarv disminuyeron dichos pardmetros en un 20%. Luego de 21 dias de
diferenciacion, las muestras de Ti-NPeTOH incrementaron en un 35, 45 y 40 % la
produccion de depositos de calcio (mineralizacion), coldgeno tipo I y proteinas,
respectivamente, con relacion a las muestras Ti control. En cambio, las muestras de Ti-
NPeCarv redujeron la produccion de estos parametros osteogénicos en concordancia con

los resultados que mostraron la disminucion de la proliferacion de osteoblastos.
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Figura 4.20. Viabilidad celular en células pre-osteoblasticas (A) y fibroblasticas (B)
determinada por tinciéon con naranja de acridina luego de 1 a 7 dias de incubacion. Resultados
expresados en funcion del Ti control a 1 dia de incubacion. *** indica diferencias significativas
con el Ti control y # indica diferencias significativas entre las muestras de Ti-NPeTOH y Ti-

NPeCarv (p<0,01).
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Figura 4.21. Citotoxicidad de las NPe determinada por ensayo de reduccion de MTT. *** indica
diferencias significativas con el Ti control y # indica diferencias significativas entre las

muestras de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv (p<0,01).
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Figura 4.22. Efectos en la actividad osteogénica de las Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv en células
pre-osteoblasticas diferenciadas luego de 15 y 21 dias de incubacion. *** indica diferencias

significativas con el Ti control y # indica diferencias significativas entre las muestras de Ti-

NPeTOH y Ti-NPeCarv (p<0,01).

Trabajos previos in vitro en células madre demostraron que el TOH y Carv puros
incrementan la diferenciacion de estas células a osteoblastos maduros y, a la vez,
incrementan la produccion de depositos de calcio o mineralizacion [198-200]. Los
resultados de las Figuras 4.20 y 4.22 revelaron que las muestras de Ti-NPeTOH presentan

mejoras en la citocompatibilidad y proliferacion en células pre-osteoblasticas y también
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aumentan la actividad osteogénica medida a través del incremento de la produccion de
FAl, depositos de calcio y colageno tipo I. Los resultados demostraron que el TOH
adsorbido y autoensamblado formando NPe sobre Ti conserva la actividad osteogénica
previamente descripta en bibliografia para el TOH en estado libre o puro. En cambio, el
Carv adsorbido en las NPe no conserva dicha propiedad, incluso la disminuye. Estas

diferencias pueden deberse a las propiedades fisicoquimicas que presentan ambas NPe.

4.3.9 Impacto de las propiedades fisicoquimicas sobre la adhesion y

proliferacion de osteoblastos

Los resultados descriptos previamente permiten concluir que las Ti-NPeCarv
suavizan y disminuyen la topografia en la nanoescala pudiendo ser esta la causa de que
las muestras de Ti-NPeCarv aumenten la viabilidad de los fibroblastos. Por el contrario,
las Ti-NPeTOH presentaron espesores variables y estructuras menos homogéneas y lisas
que las Ti-NPeCarv. Esto pudo verse en la nanoescala y en los pardmetros de Rmax ¥ Risad
determinados en imigenes AFM de 400x400 nm?y de 2x2 um?, respectivamente. La
mayor rugosidad en la nanoescala de las Ti-NPeTOH podria explicar la mayor
proliferacion de células pre-osteoblasticas sobre la superficie de Ti con el consecuente
incremento de los parametros de actividad osteogénica. Estudios previos demuestran que
los osteoblastos muestran preferencia por superficies rugosas mientras que los

fibroblastos prosperan mejor en estructuras mas lisas [201].

De acuerdo con nuestros resultados, investigaciones anteriores han indicado una
alta tasa de proliferacion de células epiteliales y fibroblastos en superficies lisas [202] o
superficies con nanorugosidad [203] donde se realizan procesos de deslizamiento.
Kunzler et al. [204] especulan que la proliferacion de osteoblastos se prefiere en
estructuras  superficiales localmente lisas, pero macroscOpicamente rugosas.
Adicionalmente, experimentos con osteoblastos de rata (RCO) y fibroblastos gingivales
humanos (HGF) en un gradiente de rugosidad sobre aluminio también demostraron que
los RCO mostraron una proliferacion significativamente un mayor porcentaje con
aumento de la rugosidad de la superficie, mientras que los fibroblastos mostraron una
menor proliferacion en sustratos mas rugosos [204]. Por ultimo, también se ha reportado
que algunas superficies rugosas producen una mejor osteointegracion in vivo que las

superficies mas lisas, lo que sugiere que la superficie modula la respuesta osea, incluida
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la diferenciacion de osteoblastos, la deposicion de matriz extracelular y la calcificacion

[205-207].
4.4 Conclusiones

A partir de los resultados de este Capitulo se pudo demostrar que es posible
desarrollar NPe autoensambladas de TOH y Carv sobre la superficie de Ti por

metodologias rapidas, sencillas y de bajo costo, como el método dip-coating.

Las Ti-NPeCarv y Ti-NPeTOH presentaron espectros ATR-FTIR semejantes que
sugieren mecanismos similares de formacién de las NPe sobre la superficie de Ti a partir
de las soluciones de Carv y TOH. Los resultados ATR-FTIR demostraron que las NPe se
forman por autooxidacion de los grupos -OH a grupos cetonicos y por interacciones tipo
puente de hidrogeno entre las moléculas de TOH o Carv entre ellas mismas y con el TiO,.
Sin embargo, diferentes tipos de interacciones entre las moléculas de TOH o Carv ocurren

en estado liquido, lo cual conduce a la formacion de NPe con diferentes propiedades.

Los resultados electroquimicos revelaron que las NPe se forman sobre la
superficie de Ti modificando los valores del OCP respecto a los del control de Ti. Durante
la formacion de las NPe el registro de OCP se vuelve mas positivo y se mantiene constante
en el tiempo durante gran parte del proceso de formacion de las NPe sugiriendo que la

formacion de la pelicula modifica la formacion de 6xido sobre la superficie del metal.

La presencia de las NPe fue detectada a través de las variaciones en los registros
de voltamperometria ciclica y en las curvas de Tafel, demostrando que las mismas son
oxidadas en la superficie de Ti durante el barrido anddico. Los espectros ATR-FTIR
obtenidos luego de la PA demostraron que las NPe presentan diferentes productos y
grados de electro-oxidacion, lo cual indica un comportamiento electroquimico diferencial

entre ambos FF adsorbidos sobre el metal a partir de la inmersion en medio acuoso.

Ademas, se demostré que las NPe presentan un comportamiento diferencial
cuando son sumergidas en soluciones de PBS. Por un lado, las Ti-NPeCarv se liberan de
forma continua y constante en el tiempo hasta alcanzar un méximo de liberacion a los 10
dias. En cambio, las Ti-NPe-TOH producen 3 etapas de liberacion que muestran saltos
abruptos en la concentracion del FF, lo cual sugiere diferentes procesos de hidratacion,

deshidratacion y liberacion de las moléculas de TOH.
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Por AFM se demostr6 que ambas NPe no producen cambios topograficos
detectables a grandes escalas de analisis (20x20 um?). Sin embargo, la presencia de las
mismas puede ser revelada en escalas menores por los parametros de Rmax ¥ Risad que
disminuyen en presencia de las NPe. En escalas de 2x2 um? las NPe pueden ser
localizadas y presentan estructuras compactas nanométricas en forma de parches
discontinuos, ya que no recubren toda la topografia del sustrato. Ademas, en dichos
“parches”, las NPe suavizan la superficie de Ti reduciendo significativamente los
pardmetros Ra, Rq, Rmax ¥ Risad. Las NPe de Carv presentaron perfiles mas suaves,
compactos y homogéneos que las NPe de TOH y esta topografia en particular podria estar

asociada al aumento de la viabilidad celular observada en el caso de los pre-osteoblastos.

Ambas NPe demostraron gran actividad antimicrobiana contra S. aureus logrando
un efecto erradicador a las 24h e impidiendo en crecimiento de biofilms sobre la superficie
de Ti hasta 48h. La actividad antimicrobiana fue detectada tanto a nivel fisiologico
(demostrando que en presencia de las NPe las bacterias que se adhieren sobre ellas
mueren) como en relacion con la formacion de biofilms (se redujo notablemente la
capacidad de S. aureus para producir EPS en presencia de estas). La gran actividad
antimicrobiana de las Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv estaria relacionada a la gran
concentracion superficial de los FF. Posteriormente la concentraciéon a nivel de la

superficie disminuye y las bacterias comienzan a adherirse y proliferar.

Por otra parte, las muestras de Ti-NPeTOH aumentan la citocompatibilidad y la
actividad osteogénica de la superficie de Ti con células pre-osteoblasticas, favoreciendo
el proceso de oseointegracion en condiciones in vitro. En cambio, Ti-NPe-Carv
disminuye la citocompatibilidad y la actividad osteogénica de la superficie del Ti y, a la
vez, incrementan la proliferacion de fibroblastos sobre las muestras de Ti-NPeCarv. Estos
resultados sugieren que las muestras de Ti-NPeCarv podrian favorecer la encapsulacion
del implante por células fibroblasticas del tejido conectivo comprometiendo la
oseointegracion del implante en condiciones in vivo. Pero por otra parte podrian ser ttiles

en ciertos tratamientos dentales [208].

Por lo expuesto anteriormente, es posible concluir que las NPe autoensambladas
de TOH y Carv constituyen superficies antibacterianas capaces de reducir e impedir la
formacion de biofilms sobre la superficie de Ti durante las primeras 48 horas, y por tanto

utiles en tratamientos post cirugia. Sin embargo, solo Ti-NPeTOH presenta un efecto dual

123



o multifuncional donde no solo previenen la formaciéon de biofilms, sino que ademas
incrementan la citocompatibilidad y actividad osteogénica del Ti favoreciendo procesos

de oseointegracion del implante.

Dadas las caracteristicas especificas de las NPe formadas por TOH o Carv, se
podria considerar el uso de Ti-NPeCarv o bien Ti-NPeTOH para ajustar las propiedades

fisicoquimicas especificas para el sistema biologico

124



125



Capitulo 5: Desarrollo de redes metal-fenolicas sobre
la superficie de Ti.

5.1 Introduccion

El desarrollo de MPN es un proceso econdmico, sencillo, versatil, escalable
industrialmente y reproducible por lo que se torna atractiva su aplicacion en biomedicina.
Existen diferentes métodos para sintetizar MPN los cuales requieren de 3 componentes
basicos: un FF, un ion metélico y un solvente acuoso con pH > 7 (preferentemente una
solucion buffer). El proceso mas empleado por su sencillez, ya que requiere un solo paso,
es la autooxidacion y polimerizacion de los FF en coordinacion con iones metalicos en
soluciones buffer alcalinas, donde el proceso de formacion de las MPN es espontaneo
[68]. Las MPN son redes complejas, de estructura cristalina, composicion definida y
permeables por la presencia de poros o canales que son formados por la coordinaciéon de
FF con iones metalicos, siendo el AT y el ion Fe*" los més utilizados. La superficie de
diferentes sustratos, en particular el Ti, se puede recubrir con las MPN a medida que las
mismas se van formando en solucion. Para esto, simplemente se coloca la muestra de Ti
en la misma solucidon donde se forman las MPN y, a medida que estas se van formando,

también se van adhiriendo sobre la superficie del sustrato [55,66,209].

Existen procedimientos de adhesion de MPN sobre superficies que involucran 2 o
mas pasos. Por ejemplo, se pueden formar las MPN en solucion y luego, una vez
formadas, se pueden adherir sobre una superficie mediante procesos secuenciales de
“spraying” utilizando atomizadores [210]. También se puede ir cubriendo la superficie
del sustrato gota a gota con las MPN formadas en solucion mediante el empleo de jeringas
o pipetas Pasteur como primer paso, seguido de un secado rapido en estufa a alta
temperatura para que la MPN se adhiera sobre la superficie [211]. Asimismo, se han
reportado procesos de polimerizacion sobre superficies de las MPN ya formadas

empleando radiacion UV [212,213].

Otro procedimiento utilizado es la deposicidon capa por capa o layer by layer donde
el sustrato se expone varias veces a la solucion con MPN para formar varias capas de esta
sobre su superficie [214]. Por ultimo, también se pueden adherir las MPN formadas en
solucién sobre un sustrato utilizando procesos electroforéticos [215,216]. El detalle de
estas técnicas puede encontrarse en el trabajo de revision sobre esta tematica que ha

realizado recientemente nuestro grupo de trabajo [65].
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Las MPN adquieren diferentes propiedades y aplicaciones de acuerdo a sus FF
constituyentes. Entre las propiedades de las MPN se destaca su adhesividad, que permite
recubrir superficies de diferentes sustratos, tal como se mencion6 en el Capitulo 1. En el
caso particular de las MPN desarrolladas sobre biomateriales, se ha demostrado que MPN
formadas por AG o AT con iones Fe’" sobre superficies de Ti aumentan la
biocompatibilidad y mejorar los procesos de oseointegracion tanto en condiciones in vitro
como in vivo en modelos animales [74,75]. También se reportaron efectos similares para

MPN de AT y Fe** desarrolladas sobre materiales biodegradables de Mg [217,218].

Sin embargo, poco se conoce de los efectos antimicrobianos, de la
citocompatibilidad y de su interaccion durante el proceso de osteogénesis de MPN de PG
y AG desarrolladas con iones Mg®". Si bien GeiBler et al. [219] desarrollaron MPN
utilizando PG y Mg®" a pH de 7,4 sobre materiales de Ti grado IV y proveyeron
informacion valiosa acerca de la estructura del coating formado y de la optimizacion del
proceso de sintesis de la MPN, dichos autores no investigaron su actividad antimicrobiana
ni su citocompatibilidad.

El AG es un componente esencial de la corteza de muchos arboles, como el roble,
y de las hojas del té. Sin embargo, es comtn encontrarlo polimerizado en forma de esteres
(catequinas o galatos) o taninos. Por otra parte, el PG es un derivado descarboxilado del
AG que forma parte de la estructura del AT y de algunas antocianinas y catequinas. Las
estructuras del AG y PG se presentan en la Figura 5.1. Tanto el AG como el PG presentan
3 grupos -OH capaces de desprotonarse parcialmente a pH > 7 para adquirir carga
negativa, lo cual permite que en presencia de iones Mg?* se formen MPN acorde a los

mecanismos detallados en el Capitulo 1.4.2.2 y Figuras 1.5y 1.6.
0
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Figura 5.1. Estructuras fenolicas del AG y PG. Se muestra el proceso de descarboxilacion del

AG para obtener PG.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la informacion sobre la formacion de

las MPN de PG y AG se centra fundamentalmente en aquellos procesos desarrollados con
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iones Fe*", siendo escasa la correspondiente a las redes coordinadas con iones Mg?" asi
como del uso de mezclas de FF (PG + AG). Dada la simplicidad, reproducibilidad y bajo
costo de la técnica de un Unico paso y su posibilidad de escalado a nivel industrial, este
Capitulo se enfoca en el desarrollo de MPN con iones Mg*". Se utilizaran tanto PG, AG
como su mezcla AG+PG. Los objetivos de las investigaciones realizadas fueron los
siguientes:

1. Desarrollar MPN de PG, AG y mixtas (PG+AG) en coordinaciéon con Mg?*
sobre superficies de Ti a través de una metodologia simple de autooxidacion
espontanea en soluciodn alcalina y en un nico paso.

2. Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de la pelicula a través de
espectroscopia UV-visible y ATR-FTIR, registros de OCP, voltamperometrias
ciclicas, curvas de Tafel, microscopia por AFM vy evaluacion de los
parametros de rugosidad e hidrofilicidad.

3. Evaluar su actividad antimicrobiana contra S. aureus (recuento de UFCs/cm?,
Live/Dead, evaluacion de la formacion de EPS).

4. Evaluar la posible sinergia en la actividad antimicrobiana de las MPN cuando
se utiliza simultaneamente un antibidtico (amikacina).

5. Analizar su citocompatibilidad en dos lineas celulares (fibroblasticas y pre-
osteoblasticas) y actividad osteogénica (produccion de colageno Tipo I, FAly

mineralizacion,) en las células pre-osteoblasticas en condiciones in vitro.

5.2 Materiales v métodos

5.2.1 Preparacion de las muestras de Ti

Se utilizaron muestras de Ti grado II provistas por NMM Machinery Manufac-
turing Co. Ltd., (Guangdong, China), las cuales fueron cortadas en discos de 10 mm de
diametro y 1 mm de espesor. Los discos de Ti fueron previamente pulidos mecanicamente
mediante sucesivos pasos utilizando papel abrasivo de P320, P400 y P600 durante 5 min
en cada una. Posteriormente, fueron pulidos quimicamente sumergiéndolos en una
solucion de HF (48%wt):HNO3(70%wt):H>O (relacion 1:3:10) durante 30 segundos.
Finalmente, fueron lavados minuciosamente en agua Milli-Q y posteriormente sonicados
durante 2 min para eliminar de la superficie de Ti todos los residuos remanentes del

pulido.
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5.2.2 Formacion de las MPN sobre Ti

Para el desarrollo de las MPN sobre Ti, se seleccionaron el PG, AG y mezclas

equimolares de ambos FF. Como ion metalico de coordinacién se estudi6 al Mg?*.

El desarrollo de las MPN se realizé de la siguiente manera:

1.

Se prepararon soluciones de los siguientes FF: (a) 10 mM de PG, (b) 10 mM
de AGy (c) 10 mM de AG + 10 mM de PG disueltos en buffer 0,1 M de Tris-
HCI (pH = 9) y se utilizaron (a), (b) o (¢) inmediatamente después de su
preparacion para preparar las MPN respectivas.

Se colocaron 15 mL de cada solucion con FF en vasos de precipitado.

Se adiciondé MgCl, (concentracion final de 0,1 M) y se determiné el pH final
de reaccion.

Se colocaron las muestras de Ti en el fondo del vaso de precipitado y se
mantuvieron protegidas de la luz durante 4 h y a temperatura ambiente para
que se produzca la formacion de las MPN en la solucion y se depositaran en
la muestra de Ti.

Trascurrido dicho tiempo, las muestras de Ti fueron lavadas en agua Milli-Q
para eliminar moléculas y restos de MPN que no estuvieran fuertemente
adheridas sobre la superficie de Ti.

Se desarrollaron muestras de Ti recubiertas con las distintas MPN a las que se
denominé con los siguientes acronimos para identificarlas: Ti-MPN-PG (Ti +
MPN desarrollada con PG+ Mg*"), Ti-MPN-AG (Ti + MPN desarrollada con
AG+ Mg*") y Ti-MPN-AG+PG (Ti + MPN desarrollada con AG+PG+ Mg?").
Se utilizaron muestras de Ti pulido sin MPN como muestras control (Ti

control).

El protocolo fue desarrollado, adaptado y modificado a partir de lo reportado en

un articulo previo realizado con Ti grado IV [219]. En este trabajo se estudiaron los

tiempos de reaccion, el pH y las concentraciones de las sales metdlicas con el fin de

establecer las condiciones Optimas para desarrollar MPN estables, compactas, rigidas y

de espesor nanométrico uniforme sobre las superficies de T1 grado IV.

5.2.3 Caracterizacion fisicoquimica de las diferentes MPN obtenidas

Durante el periodo de 4 h de formacion de las MPN se evaluaron los cambios en

el color de la solucion y se tomaron distintas alicuotas de 100 puL de la solucion de

reaccion antes del agregado de Mg>" (paso 3 del protocolo) y a diferentes tiempos de
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incubacion (de 0 a 4 h) con el propdsito de seguir la reaccion por espectroscopia UV-
visible en el rango de 200 a 700 nm. También se registraron espectros del PG y AG puros
en suspensiones de agua ultrapura (Milli-Q).

Una vez finalizado el proceso de formacion de las MPN, las muestras de Ti
control, Ti-MPN-PG, Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG fueron caracterizadas
fisicoquimicamente por espectroscopia ATR-FTIR, microscopia AFM y determinandose
la hidrofilicidad de la superficie mediante un goniémetro.

Para evaluar el proceso de formacion de las diferentes MPN sobre la superficie de
Ti se registro el OCP durante la sintesis de las mismas y la formacion de la pelicula (4 h)
(electrolito: buffer Tris-HCI + FF + Mg?").

Se analizo el comportamiento electroquimico de las MPN obtenidas por NEC. Se
obtuvieron curvas de Tafel de las diferentes muestras polarizando en laregiéon -1 ValV
con una velocidad de barrido de 1 mV/s y en presencia de KCl 5 mM como electrolito. A
partir de los resultados, se calcularon los valores de Ecorr € icorr. LOs Voltamperogramas se
obtuvieron realizando las voltamperometrias ciclicas de las diferentes muestras de Ti
desde -1 V a2 V con una velocidad de barrido de 50 mV/s y utilizando soluciones de 5
mM KCl como electrolito.

La estabilidad y liberacion de las MPN desde la superficie de Ti al medio se
estudid colocando las diferentes muestras en soluciones de PBS durante diferentes
tiempos. Se tomaron espectros UV-visible para detectar productos de liberacion y
también se tomaron imagenes AFM para ver modificaciones topograficas en las MPN
adheridas sobre Ti a través del tiempo.

5.2.4 [Ensayos antimicrobianos

Para evaluar la accion antimicrobiana contra S. aureus de las MPN formadas sobre
la superficie de Ti se realizaron los siguientes ensayos descriptos en el Capitulo 3.1) se
determino el halo de inhibicidon de crecimiento bacteriano en placa de Petri, 2) se evaluo
la colonizaciéon y adherencia inicial de las bacterias enumerando la formacion de
UFC/cm? a 3 h de exposicion, 3) se evalud el efecto antibiofilms a 24 h de exposicion
(biofilm temprano), 4) se evalud y cuantifico el estado fisiologico de las bacterias
adheridas sobre las diferentes superficies por la tincién de Live/Dead, y 5) se cuantifico

la produccion de EPS por la tincion de Sypro Ruby.

También se evaluaron efectos antimicrobianos sinérgicos entre las diferentes

MPN vy la amikacina, un antibidtico de amplio espectro utilizado comunmente para tratar
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infecciones nosocomiales e infecciones de protesis. La amikacina se utilizd en
concentracion de 5 mg/mL en medio de cultivo. Dicha concentracion es la mas utilizada
en la clinica médica para tratar y curar infecciones y esta demostrado que tiene gran efecto
bactericida contra diferentes cepas bacterianas, entre ellas S. aureus y P. aeruginosa.

5.2.5 Ensayos de citocompatibilidad celular

Para determinar la citocompatibilidad de las muestras de Ti-MPN-PG, Ti-MPN-
AG y Ti-MPN-AG+PG, se determino el area cubierta por células fibroblasticas (L929) y
pre-osteoblasticas (MC3T3-E1) por tincidon con naranja de acridina luego de 1,2, 5y 7
dias de incubacion. También se determiné la actividad osteogénica de las superficies en
estudio a través de la cuantificacion de produccion de FAIl, coldgeno tipo I y

mineralizacion por depdsitos de calcio, como se detalla en el Capitulo 3.2.
5.2.6 Analisis estadisticos

Todos los ensayos presentados en este Capitulo fueron realizados al menos por
triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA (test de Bonferroni) previamente confirmada la

normalidad de los datos con un nivel de confianza del 95%.

5.3 Resultados vy discusion

5.3.1 Evaluacion de la formacion de las MPN por cambios de
coloracion de la solucion y espectroscopia UV-visible

Como se menciond anteriormente, las MPN se forman por coordinacion de FF con

iones metalicos constituyendo redes de estructuras cristalinas y porosas con diferentes

propiedades y tamanos. Ejima et al.[68] describieron por primera vez la formacion de las

MPN entre el AT en coordinacion con Fe*". Reportaron que las MPN formadas

presentaban tamafios desde los 100 nm hasta 10 um con formas cristalinas planas,

esféricas y elipsoidales. Ademads, describieron que la formacion de las MPN puede

observarse a simple vista por cambios en la coloracion de la solucion de reaccion. Al

formarse las MPN, la solucion toma color anaranjado o rojo intenso y esos cambios se

pueden detectar por espectroscopia UV-visible, ya que presentan picos de absorbancia
entre los 400-550 nm [55,68].

En la Figura 5.2 se muestran los espectros UV-visibles del PG, AG y AG+PG

puros disueltos en agua y a pH 8,5. El PG presenta méximos de absorbancia a 241 y 319

nm, el AGa210y260nmy lamezcla de AG+PG a 210, 260 y 319 nm. Estos resultados
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son coincidentes con los screenings realizados de los espectros UV de estos FF a

diferentes pH [212,220].
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Figura 5.2. Espectros UV-visibles para soluciones acuosas de PG, AG y AG+PG a pH = §,5.

5.3.1.1 Formacion de las MPN de PG:

En la Figura 5.3 se muestran los cambios de coloracion de la solucion de reaccion
en la cual se forman las MPN y luego se depositan sobre las superficies de Ti. En la
imagen 5.3-A se observa el color amarillo del PG disuelto en el buffer de 0,1 M Tris-HCI.
La solucion presenta dos maximos de absorbancia a 241 y 319 nm detectados por
espectroscopia UV-visible (Figura 5.4). Estos picos son coincidentes a los determinados
para el PG puro disuelto en agua, lo cual indica que el buffer Tris-HCI no afecta la
estabilidad del PG. Con el agregado de Mg?" (considerado t = 0) se observa un cambio
inmediato de coloracidon en la solucién hacia un anaranjado tenue (Figura 5.3-B). El
espectro UV a este tiempo muestra el desplazamiento de los picos de 241 y 319 nm a
valores de 235 y 331 nm respectivamente, y aparece una nueva sefial de absorbancia a
420 nm (ver Figura 5.4, t = 0). Los cambios de coloracion y la presencia de un maximo

de absorbancia a 420 nm indican que las MPN de PG comienzan a formarse a t =0 cuando
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se agregan las sales de Mg?". Similares resultados se obtuvieron para MPN de AT con
Fe** [68,70,221].

Luego de 30 minutos de reaccion, el espectro UV de la soluciéon de MPN de PG
y el color de la misma no muestran cambios. Sin embargo, a partir de 1 hora de reaccion
y hasta finalizar (4 h), la solucion presenta un color rojo intenso (Figura 5.3-C). Por otra
parte, el espectro UV-visible muestra méximos de absorbancia bien definidos a 326 y 404
nm, mientras que la sefial de 241-235 nm desaparece (Figura 5.4, t =1, 2 y 4 h). Esto
indicaria que la mayor parte del PG presente originalmente en la solucion estaria
formando parte de las MPN. Por otra parte, los espectros UV se mantienen constantes a
partir de 1 h de reaccién, lo cual sugeriria que el proceso de formacion de las MPN se
mantiene constante en el tiempo.

Ademéds, se observd una gran cantidad de estructuras cristalinas de las MPN
formadas flotando en la solucion (Figura 5.3-C, flecha roja). Cabe mencionar que no se
notaron variaciones significativas en el pH de la solucion durante la formacion de las

MPN de PG.

PG + Tris + Mg” PG + Tris + Mg”
t=0, pH = 8,6:0.1 t=4 h, pH = 8.5£0.1

PG + Tris

Figura 5.3. Cambios de color producidos en la solucion de reaccion a medida que se forman las
MPN de PG. A) Solucion de PG disuelto en buffer 0,1 M Tris-HCI. B). Inicio de la formacion
de las MPN de PG (t = 0) cuando se adiciona Mg?*. C) Final de reaccion (t =4 h) de la
formacion de las MPN de PG. En la foto de la derecha se muestra la vista superior de la
solucion, donde pueden observarse estructuras cristalinas de gran tamafio correspondientes a las

MPN formadas (flecha roja).
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Figura 5.4. Espectros UV-visibles tomados a diferentes tiempos durante la formacion de las

MPN de PG.

5.3.1.2 Formacion de las MPN de AG:

En la Figura 5.5 se muestran los cambios de coloracion de la solucion de reaccion

durante la formacion de las MPN de AG que se depositan sobre la superficie de Ti. La

solucion de AG + buffer Tris-HCI presenta coloracion verde (Figura 5.5-A) tipica del AG

a pH > 7 [222], y el espectro UV-visible muestra maximos de absorbancia a 210 y 260

nm en coincidencia con el espectro de AG disuelto en agua (Figura 5.6). A diferencia de

las MPN de PG, cuando se adiciona la sal de Mg** (t = 0) no se produce inmediatamente

un cambio de coloracion de la solucion. Se observd, en cambio, que la solucion para la

formacion de las MPN de AG cambia de color verde a anaranjado tenue a partir de las 2

h de reaccion (Figura 5.5-B). Asimismo, los espectros UV-visibles tomados a tiempo t=0,

30 miny 1 h tampoco cambian en comparacion al espectro correspondiente a AG + buffer

Tris-HCI (ver Figura 5.6). A partir de las 2 h de reaccion, la variacion en la coloracion

también viene acompanada con modificaciones en el espectro UV donde pueden notarse

maximos de absorbancia a 260 y 423 nm (Figura 5.6, t =2 y 4 h). Estos cambios se

mantienen hasta finalizar la reaccion, indicando que la formacion de las MPN de AG es
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un proceso constante desde las 2 h hasta 4 h. Ademas, en la solucién final de formacion
de las MPN de AG se observan estructuras cristalinas flotando (Figura 5.5-C, flecha roja).

A diferencia del proceso de formacion de las MPN de PG, la correspondiente a
MPN de AG es mads lenta, ya que los cambios en coloracion y en los espectros UV
asociados al desarrollo de las MPN ocurren a partir de las 2 h de reaccion. Ademas, la
solucion final de reaccion de las MPN de AG presenta color anaranjado con formacion
de pequenas estructuras flotantes de MPN. Estos resultados contrastan con lo observado
para las MPN de PG, para las que, después del mismo tiempo de reaccion, la solucion se
torna roja intensa y presenta MPN de gran tamafio flotando en su superficie.

Al igual que en las MPN de PG, no se detectaron cambios significativos del pH a
lo largo de la reaccién, manteniéndose a valores cercanos a 8,5; excepto al final de la

reaccion donde el valor descendio a 8,3.

AG + Tris + Mg”' AG + Tris + Mg”
t=2h, pH = 8,5+0.1 t=4 h, pH = 8,3+0.1

AG + Tris

Figura 5.5. Cambios de color producidos en la solucion de reaccion a medida que se forman las
MPN de AG. A) Soluciéon de AG disuelto en buffer 0,1 M Tris-HCI (t = 0). B) Después de 2 h
de formacion de las MPN de AG. C) Después de 4 h (fin de la reaccion) de formacion de las
MPN de AG, donde pueden observarse las estructuras cristalinas de las MPN formadas (flecha

roja).
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Figura 5.6. Espectros UV-visibles tomados a diferentes tiempos durante la formacion de las

MPN de AG.

5.3.1.3 Formacion de las MPN de AG+PG:
La formacion de MPN ha sido recientemente evaluada para diferentes FF y iones
[223-225], pero las MPN mixtas con dos o mds FF interactuando entre si y con iones
metalicos ha sido poco estudiada. Por ese motivo se evalu6 también la formacion de MPN

mixtas combinando cantidades equimolares de AG y PG coordinadas con iones Mg**.
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Los cambios en la coloracion de la solucion de formacion de las MPN de AG+PG
y los espectros UV-visibles tomados a lo largo de la reaccion presentaron resultados
intermedios o combinados a los ya descriptos para las MPN individuales de AG y PG.

Aligual que las MPN de PG, la solucién de AG+PG+Tris presentd una coloracion
amarilla (Figura 5.7-A), a diferencia de la correspondiente a solo AG que era verde.
Asimismo, para las MPN de AG+PG el cambio de color de amarillo a anaranjado tenue
fue inmediato al adicionar la sal de Mg?" (Figura 5.7-B, t = 0). Finalmente, at=4h la
solucion present6 color rojo intenso (Figura 5.7-C). Estos resultados sugieren que durante
la formacion de las MPN de AG+PG predominan los cambios de coloracion reportados
para el PG solo. Sin embargo, a diferencia de las MPN de AG o PG individuales, las MPN
de la mezcla AG+PG no presentaron estructuras cristalinas flotando en la superficie de la
solucidn, sino que estas estructuras se encontraron en forma de precipitado en el fondo

del vaso de precipitados y fuertemente adheridas al vidrio (Figura 5.7-D).

’ G R
AG + PG + Tris + Mg”' AG + PG + Tris + Mg™
t=0h, pH=8,4£0.3 t=4h, pH = §,6+0.2

AG + PG + Tris

Figura 5.7. Cambios de color producidos en la solucion de reaccion a medida que se forman las
MPN de AG+PG. A) Solucion de AG+PG disuelto en buffer 0,1 M Tris-HCI. B) Agregado del
Mg**, t =0, inicio de la formacion de las MPN de AG+PG. C) Después de 4 h (fin de la
reaccion) de la solucion de formacion de las MPN de AG+PG. D) Fondo del vaso de precipitado
donde pueden observarse estructuras cristalinas de las MPN formadas y precipitadas,

fuertemente adheridas al vidrio, al finalizar la reaccion.

En cuanto a los espectros UV-visibles de las MPN de AG+PG, se observaron
espectros que parecian ser la combinacion de los de AG y PG (Figura 5.8). Inicialmente
la solucion de AG+PG+Tris presentd maximos de absorbancia a 210 y 260 nm al igual
que el AG y a 319 nm similares a los de PG disuelto en agua. A t=0, con el agregado de
Mg?*, se observan los picos de 210, 260 y 423 nm del AG y el pico de 331 nm del PG.

Estos resultados son coincidentes con el cambio de coloracion que sucede al inicio (t = 0)
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de reaccion, lo que indica que las MPN de AG+PG comienzan su formacion en ese
momento, al igual que sucede en el caso de las redes de PG. Los espectros obtenidos a 30
miny 1 hy 2 h son idénticos, con maximos de absorbancia de MPN de AG (210, 260 y
423 nm) y de MPN de PG (326 nm). Para el tiempo final de reaccion (4 h), se encontro
el pico de 260 y 423 nm asociado al AG y un pico poco definido a 326 nm coincidente
con el observado para las MPN de PG. Estos resultados sugieren que los espectros UV
para la formacion de las MPN de AG+PG presentan comportamientos intermedios entre
las MPN de AG y PG individuales, pero predominaron los méximos de absorbancia
similares a los encontrados para las MPN de AG (de las MPN de PG solo se observan los

picos de 331 y 326 nm).

Puede notarse que las modificaciones en la coloracion de la solucion se asemejan
mas a los reportados para las MPN de PG, sin embargo, los cambios en los espectros UV-
visibles son similares a los encontrados para las MPN de AG. Si se observan los espectros
de las muestras de MPN de PG, el pico a 326 nm es prominente y bien definido. En
cambio, en las MPN de AG+PG este pico es menos definido y mas achatado. A partir de
estos resultados, se puede inferir que el agregado de PG acelera el proceso de formacion
de las MPN de AG+PG, ya que se demostr6 que en presencia exclusiva de AG el inicio

del proceso de formacion de las MPN se detecta luego de 2 h.
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Figura 5.8. Espectros UV-visibles tomados luego de diferentes tiempos durante la formacion de

las MPN de AG+PG.

5.3.2 Caracterizacion por ATR-FTIR

Una vez formadas las MPN sobre la superficie de Ti, las mismas fueron
caracterizadas por espectroscopia ATR-FTIR y los resultados comparados con los
espectros obtenidos del PG y AG puros (Figura 5.9).

El espectro de PG puro (Figura 5.9-A) muestra sefiales similares a las reportadas
por otros autores [226,227]. Las contribuciones de los grupos -OH fueron detectadas en
el rango de 3370 a 3050 cm™, la sefial a 1610 cm™ puede atribuirse al estiramiento del
C=C, mientras que los picos en la region de 1519-1400 cm™ pueden asociarse a la flexion
de los grupos -CH. Las sefiales entre 1300 y 990 cm™ corresponden al estiramiento del
grupo C-O, mientras que el pico en 763 cm™ estaria ligado a las vibraciones del -CH fuera
del plano.

El espectro ATR-FTIR para las muestras de Ti-MPN-PG (Figura 5.9-B) presento
cambios con relacion al PG puro y una reduccion en la cantidad de sefales que indican la

formacion de la MPN. En primer lugar, se observa un corrimiento de las sefiales de -OH
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formando un pico muy ancho y prominente a 3260 cm™' y una sefial débil a 2995 cm™. Al
igual que en las NPe autoensambladas de TOH y Carv, esto puede explicarse
considerando que los grupos -OH del PG estan interactuando entre ellos para conformar
la red y con el TiO, mediante la formacién de enlaces de tipo puente de hidrogeno. El
estiramiento del doble enlace C=C se detecté a 1630 cm™' y un pico muy débil a 1519 cm™
asociado a flexién de los grupo -CH. La region de los grupos C-O, comprendida entre
1300-900 cm™! para los FF, presenté grandes cambios que indicarian la polimerizacioén
del PG para formar las MPN sobre Ti. Por un lado, la sefial del estiramiento del C-O se
vio desplazada a 1392 cm™ lo cual ha sido reportado para la auto-polimerizacion
espontidnea de PG sobre Ti [228]. Ademas, se detecté un nuevo pico a 1042 cm’!
correspondiente a la formacion de enlaces tipo éter (C-O-C). Estos resultados sugieren
que la formacion de las MPN de PG sobre Ti involucra la polimerizacion de las moléculas
de PG mediante la formacion de enlaces tipo éter. Sin embargo, la sefial de -OH aun es
detectada, indicando que la oxidacion para formar enlaces tipo éter no es completa y/o
que hay interacciones de tipo puente hidrégeno entre las MPN y el TiO: de la superficie

metalica.
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Figura 5.9. Espectros ATR-FTIR obtenidos para A) PG puro, B) AG puro, C) Ti-MPN-PG, D)
Ti-MPN-AG, y E) Ti-MPN-AG+PG.

Por otra parte, el espectro obtenido para el AG puro presentd las sefiales tipicas

ya reportadas en la literatura para este FF (Figura 5.9-C) [229]. Los grupos -OH

presentaron una sefial amplia a 3268 cm™! y varias contribuciones mas débiles entre 3000-

2600 cm™!. EI -OH del grupo carboxilo podria identificarse con los picos en 3493 y 1696

cm’!. Las sefiales del grupo 4cido (-COOH) se detectaron a 1538 y 1200 cm™ y la del

grupo -C=0 dentro grupo 4cido se observo a 1610 cm™'. Si bien el pico en 1610 cm™! esta

reportado para la vibracion del C=C del anillo fendlico de varios FF, también ha sido

atribuido al grupo -C=0 del grupo carboxilo para el AG, AT y diferentes catequinas y

epicatequinas en sefiales comprendidas entre 1620-1610 cm™ [230]. El estiramiento del

grupo C-O se revel6 a través de los picos a 1307 y 1022 cm™!. Finalmente, las vibraciones

del anillo fendlico presentaron contribuciones a 1421, 866, 766y 731 cm™..
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Los espectros obtenidos para las muestras de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG
(Figura 5.9-D y E, respectivamente) mostraron las mismas sefiales que las obtenidas con
Ti-MPN-PG, lo cual indica que el resultado final del proceso de autoensamblado y
polimerizacion de las moléculas de PG, AG o AG+PG entre si para formar las diferentes
MPN sobre Ti es similar y expone los mismos grupos funcionales sobre la superficie.
Esto podria explicarse considerando la similitud estructural de ambos FF (ver Figura 5.1).

Los resultados presentados previamente permitirian inferir que, al igual que las
MPN-PG, las redes que contienen AG, es decir MPN-AG y MPN-AG+PG, se forman
sobre Ti por la auto-polimerizacion del AG o AG+PG que involucra la oxidacion de
grupos -OH a grupos éteres y por la interaccion de puentes hidrogeno de las moléculas de
AG entre ellas y con el TiO2. Varios autores coinciden en atribuir a las contribuciones
entre 1390-1380 cm™! a la vibracion simétrica del grupo -COO™ del AG cuando este se
utiliza en medios alcalinos. Araujo et al.[231] describieron esta misma sefial a 1380 cm™
para coberturas de AG formados sobre particulas de TiO», Singh et al. [232] encontraron
la sefial de -COO™ a 1387 cm™! en AG encapsulado en liposomas, y Téth et al. [222]
describieron la sefial del -COO™ a 1392 cm’ en el capping de NPa de magnéticas
sintetizadas con AG. Por lo tanto, en el caso de las muestras de Ti-MPN-AG la sefial de
1392 ecm™! podria ser atribuida a la presencia del grupo 4cido desprotonado, teniendo en
cuenta que las MPN de AG se desarrollan a pH alcalino donde el AG se encuentra
mayormente en dicho estado [222].

Tal como se vio en el Capitulo 4, las NPe autoensambladas de TOH y Carv se
adsorben espontaneamente sobre la superficie de Ti formando polimeros u oligdémeros
con bajo estado de oxidaciéon (los C-OH se autooxidan a grupos cetonicos C=0O durante
la formacion de las NPe) y no recubren en forma continua la superficie de Ti. Las MPN,
en cambio, forman grandes estructuras poliméricas altamente oxidadas (los C-OH se
autooxidan a C-O-C) que recubren completamente la superficie de Ti (ver Figuras AFM
5.15 y 5.17). En trabajos previos, se comprobd que la presencia de los iones metalicos
aumenta la posibilidad de autooxidacion de los FF para formar MPN [55,68]. Asimismo,
se mostro que la autooxidacion de PG o AT para formar las MPN depende fuertemente
de la concentracién de iones metalicos Mg?* o Na': a mayores concentraciones de estos
iones mas rapido se forman las MPN y mas alto es su espesor [219]. En coincidencia, en
los sistemas que hemos estudiado, la aceleracion de la autooxidacion del PG y AG para

formar MPN polimerizadas a través de la constitucion de enlaces éteres ocurre en
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presencia de una concentracion alta de Mg?* (0,1 M) en relacion con la concentracion de
ambos FF (0,010 M).

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos por espectroscopia ATR-FTIR y
de acuerdo con otros sistemas reportados [233] es posible suponer que las MPN de PG y
AG se conforman a partir de las unidades de polimerizacién esquematizadas en la Figura

5.10.

y/o
s S

-0 o =0

Figura 5.10. Esquema representativo de las unidades de polimerizacion del PG (izquierda) y de
las de AG (derecha) para formar Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG. Las muestras de Ti-MPN-AG+PG

podrian presentar combinaciones de ambas estructuras.

5.3.3 Ensayos electroquimicos

Se realizaron diferentes ensayos electroquimicos con el proposito de evaluar la
interaccion entre las MPN desarrolladas con la superficie de materiales de Ti tanto durante
su formacion (medicion del OCP) como luego de su formacion (respuesta frente a la

voltamperometria ciclica y curvas de Tafel).
5.3.3.1 Medicion del OCP durante la formacion de las MPN

El proceso de formacion de las MPN y su interaccion con la superficie del Ti se
estudio a través del registro de la variacion del OCP durante las 4 h de formacion sobre
la superficie metélica (Figura 5.11). Como ya se describid en el Capitulo 4, las muestras
de Ti control presentan una curva de registro de OCP tipica de pasivacion de la superficie

(ver Figura 2.5, Capitulo 2), donde el registro del OCP aumenta en el tiempo conforme
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se va pasivando la superficie por la formacion 6xido de Ti adicional. Por el contrario, en
presencia de los FF las curvas de OCP cambian notablemente. En primer lugar, se observa
que los registros de las MPN comienzan a potenciales mas positivos en relacion con el Ti
control, siendo las MPN de AG+PG las que presentan valores mas altos al inicio de la
reaccion. Esto sugiere que los FF que van a desarrollar las MPN interaccionan con la
superficie de Ti inmediatamente después de la inmersion de dicho sustrato. Similar
comportamiento se describi6 en el Capitulo 4 para las NPe autoensambladas de TOH y

Carv.

Los registros de las muestras de Ti sumergidas en las soluciones que contienen
PG que conducen a la formacion de Ti-MPN-PG (curva roja) y Ti-MPN-AG+PG (curva
verde) mostraron inicialmente un rapido aumento el OCP asociado a la rapida adsorcion
de las redes fenolicas sobre la superficie metélica llegando a un maximo dentro de los
primeros segundos. Este aumento original es seguido por una marcada disminucion
posterior para alcanzar un valor de OCP casi constante que podria atribuirse a la mayor
estabilidad de la superficie en coincidencia con sistemas similares [234]. Estos resultados
estan de acuerdo con los de la espectrometria UV-visible obtenida durante la formacion
de las MPN de PG, donde entre 0 y 30 minutos de reaccion se detectaron picos de
absorbancia intermedios con referencia al PG+Tris. Esto indicaria que en dicho periodo
las moléculas de PG interactiian entre si y con el Mg?" para cubrir la superficie de Ti con
la MPN. Consecuentemente, el pico de potencial que muestra el registro de OCP podria
relacionarse con la oxidacion de las moléculas de PG para formar la MPN y la adhesion
a la superficie de Ti formando una pelicula protectora. A partir de este momento, tanto
los espectros UV-visible como el valor de OCP se mantienen constantes, indicando que
las MPN de PG se encuentran ya formadas y eventualmente podrian aumentar su espesor

y/o permitir la formacion de mayor cantidad de 6xido metalico [153,234,235].
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Figura 5.11. Determinacion de la variacion del OCP durante la formacion de las MPN. Para las
muestras de MPN se utilizé como electrolito la solucion buffer 0,1 M Tris-HCI + MgCl, + FF

correspondiente. Para el Ti control se utiliz6 la misma solucion, pero sin FF.

Las muestras que corresponden a la formacion de Ti-MPN-AG (curva azul)
presentan una curva de variacion del OCP en forma de “S” acostada. Primero se produce
un incremento del OCP maés lento que en el caso del PG, en forma de campana, hasta los
6000 s (~1,7 h). Luego desciende el potencial hacia valores mas negativos hasta los
12.000 s (3 h) donde nuevamente el OCP experimenta una elevacion hacia valores mas
positivos hasta finalizar la reaccion. En el seguimiento de la reaccion por UV-visible, se
determind que las MPN de AG no presentan signos de formacion desde t = 0 hasta las
primeras 2 h de reaccion. En el registro de OCP se experimenta un incremento de
potencial lento en forma de campana indicaria que los procesos de oxidacion de las
moléculas de AG para conformar la MPN sobre la superficie de Ti son mucho mas lentos

que cuando se utilizan las soluciones contienen PG.

Finalmente, se puede concluir que las muestras que conducen al desarrollo de Ti-
MPN-AG+PG (curva verde) parecen combinar el efecto del PG inicial, formando un pico
en el comienzo, y, al final, experimentan un descenso constante del OCP durante todo el

proceso tal como el caso del AG, pero mas leve por la influencia del PG.

Los espectros ATR-FTIR permitieron constatar que las diferentes MPN presentan
similares mecanismos de polimerizacion, pero a través de los disimiles registros de OCP,

se ha podido deducir que la cinética de formacion de las MPN es diferente en cada caso
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y que el PG, el AG y la mezcla de AG+PG interaccionan de distinta forma sobre la

superficie de Ti para formar las MPN.

Es interesante tener en cuenta que el registro de OCP para el desarrollo de Ti-
MPN-PG presenta una curva tipica de estabilizacién del OCP en el tiempo durante el
proceso de formacion del recubrimiento sobre el Ti, lo cual estd reportado en diversos
trabajos para diferentes tipos de peliculas [236,237]. En cambio, en presencia de AG,
mientras se forman Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG, en la mayor parte del tiempo el
OCP disminuye. Este comportamiento esta de acuerdo con lo descripto por Paik et al.
[238] y Brett et al. [239] para coberturas de diferentes tioles desarrollados sobre oro.
Dichos autores, explican que la disminucion del potencial podria atribuirse a la
transferencia de electrones desde las moléculas (tioles) hacia la superficie metalica
durante la formacion de MPN. La transferencia de electrones durante la desprotonacion
del AG (debido al pH alcalino de la solucion de formacion de las MPN) con la
consecuente liberacion de electrones en la superficie del metal seria por lo tanto la
causante del descenso de los valores de OCP observados durante la formacioén de la MPN
de AG (ver Figura 5.10 y Figura 6.7-B del Capitulo 6). Asimismo, se ha reportado [240]
que el AG tiene baja capacidad de adsorberse sobre superficies de aleaciones de Tiy que
para la formacion de una pelicula protectora seria necesaria, ademas de la desprotonacion

de los grupos carboxilicos, la presencia de iones metalicos.

De esta forma, si bien las reacciones que tienen lugar en la superficie de Ti entre
las MPN en desarrollo y el TiO2 son complejas, el registro del OCP puede ser un recurso
util para detectar diferencias en la formacion de las MPN, que por espectroscopia ATR-
FTIR no son facilmente detectables. A partir de los resultados obtenidos de OCP es
posible concluir que las MPN interactiian y se desarrollan de diferentes formas sobre la
superficie de Ti, dando lugar, tal como se reporta en las Secciones siguientes, a MPN con

diferentes caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas.

5.3.3.2 Registros de curvas de polarizacion: voltamperometria

ciclica y curvas de Tafel
Para intentar deducir diferencias en las interacciones en la interfaz metal-
MPN/solucion, entre las diferentes MPN, se procedié a estudiar el comportamiento

electroquimico de las mismas por voltamperometria ciclica (Figura 5.12).
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Primer ciclo de voltamperometria ciclica:

Tal como se describid en el Capitulo 4, para el Ti control durante el primer ciclo
(curva negra, Figura 5.12-A) se registra un aumento pronunciado de la densidad de
corriente a partir de potenciales mayores a 0,5 V debido a la formacién y/o crecimiento
del TiO2 sobre la superficie del Ti. En el caso de las muestras con MPN se detecta que el

aumento de la corriente ocurre a potenciales mas catodicos en relacion con el Ti control.

Para las muestras de Ti-MPN-PG (Figura 5.12-A, curva roja) dicho incremento
de la corriente se produce a partir de valores de potencial mayores a 0,12 V, finalizando
el barrido en sentido anddico con valores de densidad de corriente significativamente mas
altos que las demas muestras. Esto se podria atribuir a la electro-oxidacion de la MPN de
PG presente sobre la superficie de Ti junto con la formacion de 6xido a partir de 0,5 V.
Seguidamente, durante el barrido en sentido catédico del primer ciclo, las muestras de Ti-
MPN-PG presentan valores de corriente positivos y menores a los correspondientes
anddicos entre 1,4 V y 2,0 V para dicha muestra, ya que continuaria la oxidacion de
componentes de la MPN en ese rango de potenciales durante el barrido en sentido inverso.
Asimismo, los valores de corriente en el limite catddico son considerablemente mayores
que los registrados para el resto de las muestras estudiadas. Durante el primer ciclo, las
muestras de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG (curva azul y verde respectivamente de la
Figura 5.12-A) experimentan un aumento de la corriente a partir de potenciales mayores
a 0,25 V lo cual evidencia la presencia y oxidacion de las MPN sobre la superficie de Ti.
Sin embargo, a diferencia de Ti-MPN-PG, estas muestras finalizan el barrido anddico con
corrientes menores a las del Ti control. Esto podria atribuirse a que las MPN-AG y MPN-
AG+PG se electro-oxidarian en menor medida que las MPN-PG y que en presencia de
dichas MPN se formarian menores cantidades de 6xido de Ti que la registrada en la

muestra control.

Segundo ciclo de voltamperometria ciclica

Los voltamperogramas del segundo ciclo se presentan en la Figura 5.12-B. Como
puede observarse, la superficie del Ti control se encuentra casi totalmente pasivada por
el TiO; formado durante el primer ciclo y no admiten formacion de 6xido adicional.
Asimismo, las muestras de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG también mantienen la
corriente en valores cercanos a cero durante todo el ciclo, lo cual indica que los

componentes de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG no se oxidan luego del primer ciclo. En
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cambio, las muestras de Ti-MPN-PG presentan valores de corriente anodica elevados en
relacion con las demés muestras en el rango de potencial entre 1,5 V a 2 V (tanto durante
el barrido de sentido anddico como en el catddico) indicando que atn existe oxidacion de
los componentes de Ti-MPN-PG. Finalmente, durante el barrido en sentido catddico, las
muestras de Ti control, Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG presentan valores cercanos a
cero y, cerca del limite catddico revelan diferente reactividad de las distintas muestras en

la zona de reaccion del hidrogeno.
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— Ti-MPN-PG
Ti-MPN-AG
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Figura 5.12. Voltamperogramas obtenidos en 5 mM de KCl para las MPN desarrolladas sobre

Ti. A) primer ciclo y B) segundo ciclo.

Curvas de Tafel:

Las curvas de Tafel permitieron detectar importantes cambios de los parametros

electroquimicos en presencia de MPN (Figura 5.13). A diferencia de las NPe
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autoensambladas de TOH y Carv descriptas en el Capitulo 4, donde los valores de Ecorr
se desplazaban levemente respecto al Ti control, las muestras con MPN producen el
corrimiento del Ecorr a valores marcadamente més positivos (anddicos) que el Ti control,
alcanzando valores hasta 500mV mas positivos que el mismo (Tabla 5.1). Estos
resultados indican que las MPN desarrolladas sobre Ti presentan accion protectora.

En concordancia con nuestros resultados, Chung et al. [241] demostraron que en
presencia de un extracto fendlico obtenido de hojas de Chaenomeles sinensis (cerezo o
membrillero japones) el registro del OCP sobre superficies de acero aumenta hacia
valores mas positivos de potencial y también desplaza los valores de Ecorr hacia valores
mas positivos o anddicos. Esto se debe a que los FF del extracto retrasan la disolucion
anddica del acero a medida que se van adsorbiendo en la superficie, ejerciendo accion
protectora. Similar proceso puede ocurrir durante la formacion de las MPN sobre Ti,
donde el OCP aumenta en presencia de AG o PG (con relacion al Ti control sin FF) debido
a la adsorcion de las MPN sobre la superficie de Ti y desplaza los valores de Ecorr hacia

valores mas anddicos.

Tabla 5.1. Valores de Ecorr ¥ icorr Obtenidos a partir de curvas de Tafel.

Muestras Ecorr (mV) icorr (WA/cm?)
Ti control | -598 + 4 38+ 5
Ti-MPN-PG | -176 + 5% 28+2
Ti-MPN-AG | 25 + 4% 40 + 4
Ti-MPN-AG+PG | 17 £ 7% 18 +£2

*indica diferencias significativas con Ti control (p<0,01)
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Figura 5.13. Curvas de Tafel obtenidas en 5 mM de KCl para las MPN desarrolladas sobre Ti.

Los valores de Ecorr (mV) estan indicados en cada curva.

Analisis de los productos obtenidos a partir de PA

Con el objetivo de comprobar la mayor o menor susceptibilidad a la oxidacion de
las MPN durante el barrido anddico, se realizaron espectros ATR-FTIR luego de someter
a las MPN a una PA desde -1 V a2 V (Figura 5.14). En primer lugar, se revelo que las
MPN son altamente perturbadas por la PA produciendo una reduccion drastica de las
senales de los grupos -OH en comparacion a los espectros de las MPN realizado con
muestras sin PA (Figura 5.9). Esto indicaria que los grupos -OH fueron oxidados durante
la PA. Similares resultados se obtuvieron cuando se polimerizaron diferentes FF sobre
Mg y Cu [67,141-143,242].Ademas, entre las muestras ensayadas, las de Ti-MPN-PG-
PA mostraron ser las mas afectadas durante la PA, ya que no se detectaron vibraciones
relacionadas al anillo fendlico y solo se evidenciaron sefiales de grupos éteres (1248 y
1043 cm™) y una sefial del estiramiento del grupo C-O a 1150 cm™.

Por otro lado, las muestras de Ti-MPN-AG-PA y Ti-MPN-AG+PG-PA
presentaron espectros similares. Las vibraciones del anillo fenolico se detectaron por las
sefiales comprendidas entre 1550 y 1460 cm™'. Las contribuciones de los grupos éteres se
revelaron en las sefiales de 1245 y 1050 cm™'. Finalmente, en estas muestras se detectaron

sefiales a 1652 y 1648 cm! (para Ti-MPN-AG-PA y Ti-MPN-AG+PG-PA
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respectivamente) que han sido reportadas para la formacion de grupos de tipo quinona
durante la polimerizacion del AG [222].

Los ensayos de PA fueron utiles para confirmar la distinta naturaleza de las MPN
formadas. Los espectros ATR-FTIR luego de la PA confirmarian que, si bien al ser
oxidadas todas las MPN forman grupos éteres, solo en el caso de las MPN-AG y MPN-
AG+PG, la oxidacion puede conducir a la formacion de quinonas probablemente asociado
a la presencia de AG [243]. Por otro lado, en linea con los resultados obtenidos para Ti-
MPN-PG-PA se ha reportado que la electro-oxidacion de PG se distingue por la

formacion de productos con pesos moleculares menores que un dipolimero [244].
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Figura 5.14. Espectros ATR-FTIR obtenidos luego de la PA. A) Ti-MPN-PG-PA, B) Ti-MPN-
AG-PA y C) Ti-MPN-AG+PG-PA.

El comportamiento observado en los estudios electroquimicos (voltamperometria
ciclica, curvas de Tafel, PA) asi como el andlisis de los productos de oxidacion luego de
la PA por ATR-FTIR confirman que las MPN desarrolladas sobre Ti presentan diferentes
propiedades fisicoquimicas entre si, asi como distinta reactividad. Asimismo, interactiian

con el TiO2 de forma disimil, como sugerian los resultados del registro del OCP durante
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su proceso de formacion. Sin embargo, las MPN-AG y MPN-AG+PG mostraron
propiedades fisicoquimicas mas similares en cuanto a su comportamiento electroquimico

y los productos de oxidacion formados luego de la PA, que con las MPN-PG.

5.3.4 Caracterizacion por AFM
5.3.4.1 Analisis de imdgenes y perfiles a 45x45 um?

Con el proposito de evaluar diferencias en la formacion de las MPN, se tomaron
imagenes AFM a dos escalas de andlisis: 45x45 y 5x5 um? y se evaluaron las topografias

observadas.

En la Figura 5.15 se muestran las imagenes obtenidas a 45x45 pm? y en la Figura
5.16 los perfiles topograficos tomados en cada muestra (identificados por colores de las
lineas en cada imagen de la Figura 5.15). En el caso del Ti control, como se describi
anteriormente en el Capitulo 4, se observé una topografia altamente rugosa (Figura 5.15-
A) con un perfil nanoestructurado de forma aleatoria a lo largo de toda la seccioén
transversal (Figura 5.16-A). En cambio, las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG
(Figura 5.15-B y C respectivamente) revelaron una topografia mas suave y homogénea a
lo largo de toda la superficie, lo cual indica que las MPN-PG y MPN-AG cubren toda la
superficie de Ti alisandola y produciendo una pelicula continua. Los perfiles para Ti-
MPN-AG permiten detectar una mayor variacion en la topografia de la cobertura formada
que los perfiles obtenidos con las muestras de Ti-MPN-PG (Figura 5.16-C y B
respectivamente), lo que sugiere que las MPN-PG desarrolladas sobre Ti son mas lisas y
homogéneas. Por el contrario, las muestras de Ti-MPN-AG+PG revelaron la presencia de
grandes depositos de MPN (con aspecto de precipitados o depdsitos particulados de
tamafios micrométricos) distribuidos en diferentes zonas de la superficie de Ti (Figura
5.15-D, linea purpura) junto con dareas descubiertas o con una pelicula delgada y
conformal de MPN-AG+PG (Figura 5.15-D, linea fucsia). El perfil topografico a lo largo
de toda la muestra de Ti-MPN-AG+PG (Figura 5.16-D) reveld cambios abruptos en la
rugosidad entre las zonas con depdsitos de MPN y las zonas descubiertas o conférmales.
Estas tultimas presentaron una topografia nanoestructurada similar a la de Ti control
(Figura 5.16-E) y las zonas con depdsitos de MPN alcanzaron alturas (medidas por el

Rmax del perfil) entre 1 a 1,3 pm (Figura 5.16-F).
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Figura 5.15. Imagenes AFM 2 D (arriba) y 3 D (abajo) obtenidas a escala de 45x45 um? para A)
Ti control, B) Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-AG y D) Ti-MPN-AG+PG. Las lineas de colores

indican los diferentes perfiles analizados y representados en la Figura 5.16 segun corresponda.
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Figura 5.16. Perfiles topograficos derivados de las imagenes AFM de la Figura 5.15. A) Ti
control, B) Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-AG, D) Ti-MPN-AG+PG, E) ampliacion del perfil de Ti-

MPN-AG+PG en la zona conformal sefialado con linea fucsia en la imagen 5.15-D y con flecha

fucsia en el perfil 5.16-D, y F) ampliacion del perfil de Ti-MPN-AG+PG en la zona con

depositos de MPN sefialados con linea purpura en la imagen 5.15-D y con flecha purpura en el

perfil 5.16-D.
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5.3.4.2 Anadlisis de los perfiles y parametros de rugosidad en

imagenes de 5x5 um?

Los resultados obtenidos por AFM en imagenes de 5x5 um? se presentan en la
Figura 5.17 y el andlisis derivado de los perfiles topograficos en la Figura 5.18.
Nuevamente, los resultados indican que los discos de Ti control exhibieron una topografia
rugosa (Figura 5.17-A) con un perfil nanoestructurado aleatoriamente (Figura 5.18-A).
Por otra parte, las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG revelaron una superficie
completamente recubierta por las MPN (Figura 5.17-B y C respectivamente). Los perfiles
topograficos para Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG muestran que las MPN tapizan la superficie
de Ti rellenando los valles (Figura 5.18-B y C). Los pardmetros de rugosidad Ra, Rq, Rmax
y Risad determinados para Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG disminuyen considerablemente en
comparacion con el Ti control, indicando que la topografia de la muestra se vuelve mas
lisa en presencia de las MPN de AG y PG (Tabla 5.2). Los valores de Sxu también
disminuyen hacia valores cercanos a 2 (es decir, menores de 3) y los valores Sgk se vuelven
negativos para Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG, lo cual indica que en presencia de estas MPN
la superficie de Ti presenta una topografia suavizada con poca presencia de valles (finos
o agudos) y de picos (redondeados y poco prominentes). Todos estos resultados, permiten
inferir que las MPN de AG y PG se adhieren en la superficie de Ti cubriendo los valles

para formar una pelicula que cubre la superficie del Ti, alisandolo.

Por otro lado, las muestras de Ti-MPN-AG+PG mostraron, nuevamente, zonas
elevadas y recubiertas por MPN y areas sin cubrir 0 con una capa muy delgada de la
pelicula que se deposita de manera conformal a la superficie (Figura 5.17-D). Cabe
mencionar que en la imagen 3D de la Figura 5.17-D se observan ciertos artefactos
caracteristicos de una alta interaccion entre la punta y la muestra (forma triangular en los
cumulos de la MPN-AG+PG, senalizado con flecha amarilla) que condujeron a la salida
de régimen del microscopio provocando la ruptura de la punta. Los perfiles trazados en
ambas zonas revelan que las MPN-AG+PG depositadas sobre Ti alcanzan espesores de 1
a 1,6 um (Figura 5.18-D), mientras que las zonas sin MPN presentan un perfil similar al
Ti control (Figura 5.18-E). Como era de esperar a partir de la morfologia topografica de
las muestras de Ti-MPN-AG+PG, los parametros de rugosidad Ra, Rg, Rmax ¥ Risad
calculados para estas superficies, aumentan considerablemente tanto en relacion con el Ti
control como con las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG. Ademas, los valores de

Sku son mayores a 3 (3,3 = 0,8) y la S toma valores altamente positivos (1,2 £+ 0,3),
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siendo negativos los de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG, lo cual indica que en las muestras
de Ti-MPN-AG+PG hay predominio de picos altos y valles profundos. Estos resultados
sugieren que las MPN de AG+PG se depositan sobre los picos presentes en la superficie
de Ti provocando un aumento de sus alturas que condujeron a valores mayores que el Ti
control en los parametros de rugosidad medidos (Tabla 5.2), reveldandose también en los
perfiles correspondientes a las barras sefialadas en la imagen (Figura 5.18-D). Por lo
contrario, las imagenes de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG muestran que las MPN se adhieren
recubriendo los valles y disminuyendo la agudeza de los picos, formando peliculas que

disminuyen la rugosidad y alisan la superficie de Ti.
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Figura 5.17. Imagenes AFM en 2 D y 3 D obtenidas a escala de 5x5 pm? para A) Ti control, B)
Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-AG y D) Ti-MPN-AG+PG. Las lineas de colores indican los
diferentes perfiles analizados y representados en la Figura 5.18 segtin corresponda. La flecha

amarilla sefiala efecto de la punta.
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Tabla 5.2. Parametros de rugosidad obtenidos en imagenes AFM en escala 5x5 um?.

Parametros Ti control Ti-MPN-PG Ti-MPN-AG Ti-MPN-AG+PG
R, (nm) 44 £ 5 15+4* 20£6* 100 £20 *, b
R, (nm) 55+7 19+5* 28+5%* a 150+ 30 *, b
Ripax (nm) 340+ 10 110 £20 * 150£20 *, a 980+ 140 *, b
Risaa (%) 16 +3 0,26 +0,15 * 1,5+0,3 * a 25+£5* b
Shu 2,8+0,3 22+0,2 * 23+04* 3,3+0,8 %, b
Sk 0,25+0,12 -0,55+0,13 * -0,6 0,2 * 1,2+03*,b

* indica diferencias con el Ti control, a indica diferencias significativas entre Ti-MPN-
PG y Ti-MPN-AG, b indica diferencias de las muestras de Ti-MPN-AG+PG con Ti-MPN-AG y
Ti-MPN-PG (p<0,01).
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Figura 5.18. Perfiles topograficos derivados de las imagenes AFM de la Figura 5.17. A) Ti
control, B) Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-AG, D) Ti-MPN-AG+PG zona con depdsitos de MPN (la
flecha indica el valor de referencia igual a 0 nm) y E) Ti-MPN-AG+PG zona “descubierta” o sin
MPN.
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En las muestras de Ti-MPN-AG+PG se pudo estimar el espesor de los depositos
de las MPN tomando valores aproximados de 1,2 a 1,6 um, calculados en el perfil de la
Figura 5.18-E. En el caso de las MPN de AG y PG que recubren toda la superficie, para
hacer una estimacion del espesor de las MPN desarrolladas se trazo una linea con una
aguja de jeringa sobre la superficie de Ti con el objetivo de remover la MPN y se tomaron
imagenes AFM sobre la misma (Figura 5.19). El valor estimado de los espesores de las
MPN se calculd tomando la diferencia de altura entre las flechas indicadas en la Figura
5.19. En el caso de Ti-MPN-PG la punta presento gran interaccion con la MPN, por lo
cual la imagen tuvo que ser finalizada antes de tiempo (Figura 5.19-A). Estas muestras
presentaron un espesor de 1200 nm aproximadamente (Figura 5.19-C, perfil rojo). En
cambio, las muestras de Ti-MPN-AG exhibieron espesores mas altos desde 1000 a 1500

nm (Figura 5.19-B y C).

159



1.8

-1.6 um
i e —
Height 20.0 pm
Height 20.0 ym
1000 1200 nm —— Ti-MPN-PG
800 -
600 -
E 400 4
= ]
= 200 1
0
-200 -
-400 -
'600 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
X/ pm
124 1500 nm —— Ti-MPN-AG
1.0 -
087 1000 nm
0.6
£ ]
S 044
NS
0.0
-0.2 4
0.4
1 T T T T T 7 T "1
0 w15 20 25 30 35 40
X/ pm

Figura 5.19. Imagenes AFM 2 D obtenidas a 90x90 um? para A) Ti-MPN-PG y B) Ti-

MPN-AG. C) Perfiles topograficos para cada muestra acorde al color indicado en cada imagen.

La flecha indica el punto de referencia para cada medida.

Los resultados de AFM demuestran que las MPN desarrolladas por NEC sobre Ti

forman NPe con topografias muy diferentes, acordes con los distintos resultados

obtenidos en los registros de OCP. Las imagenes de AFM de Ti-MPN-PG muestran una

topografia mas lisa y homogénea que el resto de las MPN estudiadas que se corresponde

con el registro de OCP estable a lo largo de las 4 h de formacion de las MPN. En contraste,

las imagenes AFM de Ti-MPN-AG+PG revelaron poco recubrimiento de la superficie de

Ti por las MPN que no desarrollaron una pelicula continta, sino que formaron grandes
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depositos de MPN en zonas aleatorias. Durante la formacion de las mismas se observo
una caida del OCP durante todo el periodo de desarrollo. Por ultimo, las muestras de Ti-
MPN-AG presentaron peliculas con valores de rugosidad mads altos y espesores mas
variables que las Ti-MPN-PG. El desarrollo de estas coberturas est4 asociada a una curva
de OCP en forma de “S” acostada que muestra una distinta cinética de formacion que las

que contienen PG.

5.3.5 Estabilidad y liberacion de las MPN
5.3.5.1 Evaluacion de las peliculas mediante AFM y

espectroscopia UV-visible luego de la inmersion en PBS

Con el proposito de evaluar la estabilidad de las MPN adheridas sobre la superficie
de Tiy la posible liberacion de sus componentes, se sumergieron las muestras en PBS y
se colocaron en la estufa de cultivo a 37°C durante 24 h. Seguidamente se volvieron a
tomar iméagenes AFM para evaluar los cambios en la estructura de las MPN y en la
topografia de las peliculas (Figura 5.20). Las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG no
presentaron modificaciones en la estructura lisa y continua de las MPN formadas en la
superficie de Ti (Figura 5.20-A y B, respectivamente). Estos resultados sugieren que los
recubrimientos de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG son estables en soluciones con pH y fuerza
16nica similares a los valores fisiologicos y que se adhieren fuertemente a la superficie de
Ti. Por el contrario, sobre las muestras de Ti-MPN-AG+PG no se detectaron las MPN
depositadas sobre la superficie y la topografia fue similar al Ti control (Figura 5.20-C y
D). Estos resultados sugieren que las MPN-AG+PG se adhieren débilmente a la superficie
de Ti y no son estables en presencia de soluciones de PBS, ya que los grandes depdsitos

de MPN se desprendieron.
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Figura 5.20. Imagenes AFM 2D y 3D obtenidas luego de sumergir las muestras en PBS por 24
h. A) Ti-MPN-PG (5x5 pm?), B) Ti-MPN-AG (5x5 um?), C) Ti-MPN-AG+PG (15x15 um?) y
D) Ti-MPN-AG+PG (5x5 pm?).
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Para determinar los productos de liberacion de las muestras de Ti-MPN-AG+PG
luego de su inmersion en PBS, se tomaron espectros UV-visibles de 200 a 700 nm a
diferentes tiempos de exposicion (Figura 5.21). Los resultados revelaron que no hay
liberacion de moléculas individuales de PG o AG, ya que los espectros obtenidos desde
2 h hasta los 5 dias presentaron las mismas sefiales de absorbancia a 260, 326 y 423 nm
que las determinadas para las MPN-AG+PG ya formadas. Por lo tanto, es posible inferir
que las MPN-AG+PG no liberan sus componentes individuales (AG o PG) sino que se
desprenden de la superficie en forma de redes (MPN-AG+PGQG). Este comportamiento es
diferente al observado para NPe de TOH y Carv donde los productos de liberacion
coincidian con las sefiales de moléculas de TOH y Carv en estado puro o libre. Ademas,
se obtuvieron espectros con similares valores de absorbancia a lo largo del tiempo de
exposicion (2 h a 5 dias), indicando que el desprendimiento de las redes MPN-AG+PG

ocurre durante las primeras 2 h de exposicion en PBS.

Ti-MPN-AG+PG (2hL PBS)
1.0 Ti-MPN-AG+PG (4hL PBS)
Ti-MPN-AG+PG (12hL PBS)
08 Ti-MPN-AG+PG (24hL PBS)
N Ti-MPN-AG+PG (5 diasL PBS)
8
[} |
g o064 |\ 260
<
=
s
@» 0.4
=
<«
0.2 -
0.0 . y r : - r - T - y
200 300 400 500 600 700

Figura 5.21. Espectros UV-visible de los productos de liberacion de Ti-MPN-AG+PG en PBS.
Todos los espectros corresponden a una dilucion 1/10 de cada muestra tomada luego del periodo

indicado.

También se tomaron espectros UV-visible para las muestras de Ti-MPN-AG y Ti-
MPN-PG en el mismo periodo de tiempo de incubaciéon en PBS (2 h a 5 dias) y no se
obtuvieron sefiales de absorbancia que indicaran liberaciéon de las MPN ni de sus FF
correspondientes (los espectros mostraron absorbancia constante cercana a cero,

resultados no mostrados).
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5.3.5.2 Respuesta electroquimica luego de la inmersion de las

muestras en PBS

Como se inform6 anteriormente, todas las MPN estudiadas producian un
desplazamiento considerable del valor de Ecor en relacién con el Ti control, lo que
permitia identificar la presencia de las MPN sobre la superficie de Ti. Con el proposito
de identificar cambios en las MPN-AG+PG luego de la incubacion en PBS, se realizaron
curvas de Tafel a 2 y 24 h (Figura 5.22-A). Los resultados revelaron que las muestras de
Ti-MPN-AG+PG luego de 2 y 24 h de incubacion en PBS son similares al Ti control y
sus valores de Ecor coinciden. Una vez mas, estos resultados sugieren que las MPN-
AG+PG se han liberado completamente desde la superficie de Ti al medio acuoso,
indicando que la adhesion de estas MPN sobre la superficie de Ti es débil y poco duradera.
En contraste y a modo de ejemplo, en la Figura 5.22-B se presentan las curvas de Tafel
de las muestras Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG luego de 24 h de incubacién en PBS donde
puede observarse que no hay cambios significativos en las curvas obtenidas ni en el valor

de Ecorr en comparacion a las MPN recién desarrolladas (comparar con la Figura 5.13).
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Figura 5.22. Curvas de Tafel obtenidas luego de incubacion en PBS a 37°C. A) Ti-MPN-
AG+PG y B) Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG.

5.3.5.3 Grado de estabilidad de las diferentes MPN

Todos los resultados presentados indican que Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG forman
recubrimientos adheridos de forma estable sobre la superficie de Ti que no se desprenden
cuando son sumergidas en soluciones de PBS. Esta estabilidad resulta util para la
posterior adhesion de NPaAg sobre las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG, lo cual
sera abordado en el Capitulo 7. Resultados similares fueron reportados para MPN de AT
y Fe** desarrolladas sobre sustratos de cuarzo y silicio donde se comprobé que las MPN
se adhieren de forma estable, sin desprenderse, cuando son sometidas a variaciones de
pH (entre 6 y 8) y tampoco se ven afectadas cuando son sometidas a concentraciones

crecientes de NaCl de (0 a 4 M) [245]. Ademas, la estabilidad de unién entre las MPN y
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los sustratos ensayados s6lo se vio afectada a pH acidos (entre 1 y 5) [245], indicando
que las MPN de AT son estables a pH fisioldgicos, tal como se demostro para las muestras
de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG cuando fueron sumergidas en soluciones de PBS. Similar
comportamiento frente al pH fue descripto para otras MPN adheridas sobre diferentes
sustratos [68,246]. Por lo tanto, la estabilidad de las MPN a pH fisioldgico hace atractiva

su utilizacion en aplicaciones biomédicas.

Por el contrario, las Ti-MPN-AG+PG no presentaron una union estable con la
superficie de Ti, ya que luego de sumergir las muestras de Ti-MPN-AG+PG en PBS los

depositos particulados de las MPN se desprendieron en su totalidad de la superficie de Ti.
5.3.6 Determinacion del angulo de contacto

Los resultados de las medidas de hidrofilicidad a través del angulo de contacto se
presentan en la Figura 5.23 donde se observa que el Ti control presenta un angulo de 64°+
3°. Las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG disminuyen el angulo de contacto a 36°
+ 4° y 44° + 4° respectivamente. Por el contrario, las muestras de Ti-MPN-AG+PG
presentan un angulo similar al Ti control (58° £ 6°). Estos resultados revelan que Ti-
MPN-AG y en mayor medida Ti-MPN-PG modifican la superficie de Ti volviéndola mas
hidrofilica.

La disminucién del angulo de contacto y por consiguiente la obtencién de
superficies mas hidrofilicas en presencia de recubrimientos de MPN se reportd también
para MPN desarrolladas sobre diversos sustratos [221,245,247]. En coincidencia con
dichos resultados la mayor hidrofilicidad de las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-
AG puede explicarse por los cambios quimicos en la superficie de Ti debidos a la
presencia sobre la superficie metalica de grupos -OH del PG y AG, respectivamente,
comprobados por espectroscopia ATR-FTIR. Estos grupos funcionales pueden
interactuar mediante enlaces de puente de hidrogeno con las moléculas de agua del medio
reteniendo mayor cantidad de agua en comparacion a superficies de Ti descubiertas
[233,248]. Se ha sugerido que la hidrofilicidad de la superficie puede favorecer la
adhesion y proliferacion celular [247,249]. De esta forma, las superficies de Ti-MPN-PG
y Ti-MPN-AG podrian mejorar la citocompatibilidad, lo cual se analiza en la Seccion

siguiente.
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Figura 5.23. Determinacion del angulo de contacto para las diferentes MPN desarrolladas sobre
Ti. *** indica diferencias significativas con el Ti control y # indica diferencias significativas

con las muestras de Ti-MPN-PG (p<0,01).
5.3.7 Citocompatibilidad y actividad osteogénica de las MPN

Se evalud la citocompatibilidad de las MPN desarrolladas sobre Ti en lineas
celulares pre-osteoblasticas (MC3T3-E1) y fibroblasticas (L929) de raton. Para dicho fin,
se sembraron células sobre las muestras de Ti control, Ti-MPN-PG, Ti-MPN-AG y Ti-
MPN-AG+PG y se incubaron por 7 dias para cuantificar la adhesion y proliferacion
celular por tincion con naranja de acridina. Si bien se demostr6 que las MPN-AG+PG se

desprenden de la superficie de Ti, se utilizaron muestras de Ti-MPN-AG+PG con fines

comparativos.

En primer lugar, se puede observar (Figura 5.24-A) que, en el periodo evaluado,
las superficies con MPN muestran una citocompatibilidad similar a la que se observa en
Ti control con células fibroblasticas (L929). Por el contrario, la proliferacion de células
pre-osteoblasticas sobre las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG se incrementa
significativamente a partir del dia 2 de incubacion, finalizando a los 7 dias con un area
cubierta de células un 50% mayor que la correspondiente al Ti control (Figura 5.24-B).
Las muestras de Ti-MPN-AG+PG, en cambio, no incrementaron la proliferacion de
células pre-osteoblésticas y mantuvieron niveles similares de adhesion que el Ti control,

como era de esperarsc.
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Figura 5.24. Citocompatibilidad de las MPN desarrolladas sobre Ti luego de 7 dias de
incubacion. A) Linea fibroblastica 1929 y B) Linea pre-osteoblastica MC3T3-E1. *** indica
diferencias significativas con el Ti control y # indica diferencias de las muestras de Ti-

MPN+AG+PG con Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG (p<0,01).

Trabajos previos [249,250] han demostrado que, cuando se utiliza otro ion, tal
como es el caso de MPN de AG y TA desarrolladas con iones Fe®*, se incrementa la
proliferacion de células osteoblasticas y, ademas, aumenta la produccién de marcadores
osteogénicos, favoreciendo la oseointegracion tanto in vitro como in vivo en modelos
animales de laboratorio. Los resultados de la Figura 5.24 demostraron que cuando se
utiliza Mg?", como es el caso de las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG, se
incrementa la proliferacion de células pre-osteoblasticas, aumentando la

citocompatibilidad de las superficies. Para confirmarlo, se procedi6 a determinar la
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produccién de marcadores osteogénicos (FAI, colageno tipo I y depositos de Ca**) luego
de 15 y 21 dias de diferenciacion de células MC3T3-E1 (Figura 5.25). Los resultados
revelan que las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG duplican la produccion de FAl y
de proteinas tras 15 dias de incubacion, y también duplican la produccion de colageno,
depositos de Ca>" y proteinas tras 21 dias de incubaciéon en comparacion con el Ti control
y las muestras de Ti-MPN-AG+PG. Dado a que el aumento en la produccion de FAI,
colageno y calcio es similar al aumento de proteinas, se puede inferir que las superficies
de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG incrementan la produccion de dichos marcadores
osteogénicos debido a un aumento en el nimero de células adheridas sobre Ti, lo cual se
observo también en el incremento de la proliferacion de estas superficies con células pre-
osteoblasticas. Estos resultados permiten inferir que las MPN de AG y PG desarrolladas
con Mg?" presentan propiedades osteogénicas que podrian favorecer y/o acelerar el
proceso de oseointegracion de los materiales de Ti, al igual que las MPN desarrolladas

con otros iones reportados en bibliografia [251].

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie condicionan fuertemente la
adhesion y diferenciacion de las células [252]. Las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-
AG presentaron superficies mucho mas hidrofilicas que las de Ti control e incrementaron
la proliferacion celular y la producciéon de marcadores osteogénicos en células pre-
osteoblasticas. Por otra parte, este aumento en la citocompatibilidad y en la diferenciacion
osteogénica de las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG también puede ser explicada
por la presencia del AG y PG. Se ha demostrado en condiciones in vitro que el AG y
polifenoles presentes en extractos de té incrementan la osteogénesis promoviendo la
diferenciacion celular de células osteoblasticas asociada al aumento en la produccién de
proteinas y marcadores celulares especificos de maduracién osteobléstica (vias de
sefalizacion RunX2/Bmp2 y Wnt/Bcatenina) [250,253,254]. Por lo tanto, el aumento en
la proliferacion celular de células pre-osteoblasticas y su consecuente aumento en la
produccion de marcadores osteogénicos en las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG
pueden ser explicados por los cambios fisicoquimicos que dichas MPN producen en la
hidrofilicidad y por la presencia misma de estos FF que presentan actividad osteogénica

propia.
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Figura 5.25. Determinacion de la actividad osteogénica de las MPN desarrolladas sobre Ti luego
de 15 (FAI) y 21 dias de diferenciacion (Coladgeno y calcio) de células pre-osteoblasticas. ***
indica diferencias significativas con el Ti control y # indica diferencias significativas de las

muestras de Ti-MPN+AG+PG con respecto a Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG (p<0,01).

5.3.8 Actividad antimicrobiana de las MPN
5.3.8.1 Recuento de las bacterias adheridas: colonizacion inicial

de la superficie

La actividad antimicrobiana de las MPN contra S. aureus se determind mediante
el recuento en placa de UFCs a 3 h para evaluar su influencia en el proceso de
colonizacion inicial de la superficie de Ti (Figura 5.26-A). Si bien se demostrd
anteriormente que las MPN-AG+PG se desprenden completamente de la superficie de Ti,
se midio la actividad antimicrobiana con fines comparativos. Los resultados demostraron
que las muestras de Ti-MPN-PG, Ti-MPN-AG y Ti-MPN-AG+PG no reducen la
adhesion bacteriana tras 3 h de incubacion. Estos resultados concuerdan con los datos
reportados acerca de la actividad antimicrobiana del AG y PG los cuales no fueron
efectivos aun a altas concentraciones (> 1024 pg/mL) [255]. Por lo tanto, las bacterias
pueden colonizar la superficie de Ti en presencia de las MPN, a diferencia de las NPe de
TOH y Carv que, tal como se analizo en el Capitulo 4, eran capaces de erradicar las

bacterias de la superficie.
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Asimismo, se determind la actividad antimicrobiana de las MPN sobre el
desarrollo de biofilms tempranos de S. aureus tras 24 h de incubacion (Figura 5.26-B). El
recuento en placa de UFCs reveld que las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG
reducen levemente (un orden de magnitud) la cantidad de bacterias adheridas sobre Ti en
relacion con el Ti control y las muestras de Ti-MPN-AG+PG. Lo cual indica actividades

antimicrobiana y antiadherente pobres de las MPN-AG y PG.
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Figura 5.26. Determinacion por recuento de UFCs de la actividad antimicrobiana contra S.
aureus de las MPN desarrolladas sobre Ti. A) Evaluacion de la colonizacion inicial de la
superficie luego de 3 h de cultivo y B) Desarrollo de biofilms luego de 24 h de cultivo. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras.
5.3.8.2 Evaluacion del drea colonizada. Efecto antibiofilm

Con el proposito de conocer el estado fisioldgico y la estructura de los biofilms
formados, se realizé la tincion Live/Dead sobre las diferentes muestras a 3 y 24 h de
incubacion con S. aureus (Figura 5.27). Los resultados revelan que tras 3 h de incubacion
las bacterias presentes sobre todas las muestras se encuentran vivas y adheridas en forma
individual sobre las MPN. No se detectaron bacterias muertas en ninguna de las
superficies ensayadas. Estos resultados coinciden con el recuento en placa de UFCs

realizados para el mismo tiempo de cultivo.
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Tras 24 h de cultivo, nuevamente, todas las bacterias detectadas se encontraban
vivas. Ademas, se observo el desarrollo de biofilms en las muestras de Ti control y Ti-
MPN-AG+PG y una mayor superficie cubierta por bacterias a 24 h que en el caso del
ensayo de 3 h para el mismo tipo de muestras (Tabla 5.3). Las imagenes indican que en
los casos de Ti control y Ti-MPN-AG+PG tras 24 h de incubacion, las bacterias
proliferaron y formaron biofilms. Sin embargo, en las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-
MPN-AG se observo que las bacterias adheridas no proliferaron sobre la superficie y, por
lo tanto, no desarrollaron biofilms. En la Tabla 5.3 se resumen los porcentajes de areas
cubiertas por bacterias vivas calculados para cada muestra en funcion del Ti control a 3
h. Para las muestras Ti control y Ti-MPN-AG+PG se pudo constatar que luego de 24 h
de cultivo, se desarrollan biofilms que quintuplican el area cubierta por bacterias con
relacion al Ti control a 3 h de incubacion. En cambio, las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-
MPN-AG mantienen similar porcentaje de adhesion de bacterias a 3 y 24 h, indicando
que dichas superficies presentan actividad antibiofilm. Es decir, que si bien no presentan
efecto bactericida (no producen la muerte de las bacterias adheridas), las superficies de
Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG no permiten la proliferacion de las bacterias adheridas que
conduciria al desarrollo posterior del biofilm. Similares efectos antiadherentes y

antibiofilm han sido reportados para diversas MPN y NPe de FF [38,256-258].
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Figura 5.27. Tincion Live/Dead para las muestras A) Ti control, B) Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-
AGy D) Ti-MPN-AG+PG tras 3 y 24 h de incubacion con S. aureus.
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Tabla 5.3. Determinacion del porcentaje de area correspondiente a bacterias adheridas tras 3 h 'y
24 h de incubacioén con S. aureus (Live/Dead). Los resultados se expresan como % del area
cubierta por bacterias en relacion con el Ti control a 3 h.

Ti-MPN-AG+PG 98 +7 470 £ 30%**
*** indica diferencias significativas con el Ti control a 3 h (p<0,01).

Muestras 3 h (%) 24 h (%)

Ti control | 100 + 4 500 + 30 ***
Ti-MPN-PG | 102+5 110+ 6
Ti-MPN-AG 103 + 4 115+8

5.3.8.3 Evaluacion de la produccion de EPS

Con el objeto de completar la investigacion sobre la formacion de biofilms sobre
las diferentes superficies en estudio, se evaluo el efecto de las MPN sobre la produccion
de EPS tras 24 h de incubacion con S. aureus (Figura 5.28). En sintonia con los resultados
obtenidos mediante la tincién Live/Dead, las muestras de Ti control y Ti-MPN-AG+PG
presentaron gran produccion de EPS sobre la superficie de Ti (Figura 5.28-A y D
respectivamente), lo que es indicativo de la formacion biofilms sobre dichas superficies.
En cambio, el desarrollo de EPS en las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG fue menor
(un 70% menos) que las muestras Ti control (Tabla 5.4). Estos resultados revelan que las
Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG que cubren en forma continua la superficie impide que las
bacterias puedan producir EPS sobre la misma, reduciendo su capacidad de producir
biofilm. Se ha informado que EGCG y polifenoles presentes en extractos de té verde
presentan actividad antibiofilm por interferir fuertemente en el desarrollo del EPS de
diversas cepas bacterianas [259]. Dichos FF interfieren en el ensamblaje de los diversos
componentes del EPS (proteinas, polimeros, ADN, etc) impidiendo de esta forma la
formacion de la pelicula condicionante, del propio EPS y, como consecuencia, las
bacterias no pueden desarrollar biofilms [260]. Ademas, al igual que el TOH, se ha
reportado que el AG inhibe la produccion de PIA en S. aureus, componente esencial para

la formacion del EPS [261].

Por otra parte, el AG, EGCG, AT y otros polifenoles presentes en hojas de té verde
presentan actividad anti-quorum sensing inhibiendo la proliferacion bacteriana y la
formacion de biofilms [262-264]. Asimismo, se ha reportado que el PG tiene propiedades
anti-quorum sensing sobre E. coli y S. aureus inhibiendo la produccion de EPS y la
formacion de biofilms [265]. También se inform6 que dicho FF reduce la formacion de
biofilm de S. aureus y S. epidermis por estrés oxidativo como consecuencia del

incremento de ROS [266]. Por ultimo, el AG y PG en estado puro (libre) presentan accion
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disruptiva de la membrana bacteriana de S. aureus interactuando con las glicoproteinas y
peptidoglucano, provocando la lisis celular [267,268]. De esta forma, al igual que el TOH
y Carv, el AG y PG en estado puro son agentes antimicrobianos multi-targets afectando
la viabilidad bacteriana y la formacion de biofilms por diferentes vias. Sin embargo, dicha
accion se reduce cuando estos compuestos forman MPN. Por ese motivo las superficies
de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG no presentan accién de muerte sobre S. aureus. A
diferencia de las superficies de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv donde habia liberacion de
TOH y Carv puro (Capitulo 4), el PG y el AG no se liberarian desde las superficies de Ti-
MPN-PG y Ti-MPN-AG, respectivamente, por lo cual no podrian ejercer accidén

bactericida.

Figura 5.28. Tincion Sypro Ruby para la determinacion de la produccion de EPS tras 24 h de
cultivo con S. aureus de: A) Ti control, B) Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-AG y D) Ti-MPN-
AG+PG.
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Tabla 5.4. Determinacion de la produccion de EPS tras 24 h de incubacion con S. aureus. Los
resultados se expresan en funcion del Ti control.

Muestras EPS (%)
Ti control | 100 + 10
Ti-MPN-PG | 35 4 6 *H*
Ti-MPN-AG | 33 £ 8 *k
Ti-MPN-AG+PG | 98 +5

*** indica diferencias significativas con el Ti control (p<0,01).

Por lo tanto, los resultados confirman que las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-
AG no tienen efecto bactericida, pero confieren propiedades antibiofilm a la superficie de
Ti, ya que disminuyen la produccion del EPS y, en consecuencia, el posterior desarrollo
del biofilms. Este efecto, de moderado impacto cuantitativo, es de suma importancia en

relacion con la accion de los antibidticos tal como se vera en la proxima seccion.

5.3.8.4 Evaluacion de posible efecto sinérgico en la accion

antimicrobiana de MPN + antibiotico

Como se indico en la introduccion (Capitulo 1), la produccion de EPS constituye
un mecanismo de resistencia y proteccion de los biofilms contra agentes antimicrobianos,
como los antibidticos, debido a que reducen la penetracion de éstos hacia el interior del
biofilm. Por lo tanto, las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG pueden sensibilizar a
las bacterias adheridas en su superficie a la accion de antibioticos, ya que inhiben la
produccion del EPS. Para evaluar posibles efectos sinérgicos entre Ti-MPN-PG y Ti-
MPN-AG y antibioticos, se realizaron ensayos de recuento en placa de UFCs utilizando
amikacina, antibidtico ampliamente utilizado para tratar infecciones nosocomiales y de
materiales implantables. Primeramente, se incubaron las muestras de Ti control, Ti-MPN-
PG y Ti-MPN-AG durante 24 h para favorecer la formacion del biofilm sobre dichas
superficies. Luego, se retird el medio de cultivo y se adicion6 medio fresco con una
concentracion de 5 mg/mL de amikacina y se incubaron 24 h mas para evaluar el posible
efecto antimicrobiano sinérgico entre las MPN y el antibiotico (Figura 5.29). Los
resultados arrojaron que en presencia de amikacina las muestras de Ti sin MPN reducen
en aproximadamente 2 6rdenes la cantidad de bacterias presentes en el biofilm temprano
desarrollado comparado con el biofilm desarrollado sobre Ti sin amikacina en el medio
acuoso. Sin embargo, en las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG con amikacina la
cantidad de UFCs disminuyen en 5 6rdenes de magnitud en comparacion a dichas

superficies sin tratamiento antibidtico y 4 ordenes en comparacion al Ti control con
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amikacina. Efectos sinérgicos similares se encontraron en ensayos de PG puro +

amikacina en cultivos de Chromobacterium violaceum [265].

Los resultados de la tincion Live/Dead concuerdan con los anteriores. Puede
observarse (Figura 5.30) que la mayoria de las bacterias estan vivas sobre la superficie
del Ti control luego del tratamiento con amikacina (Figura 5.30-A). En cambio, para las
muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG, se observa que la gran mayoria de las bacterias
estan muertas por la accion combinada entre las MPN y el antibiotico (Figura 5.30-B y
C, respectivamente), siendo el proceso mixto mas efectivo que cada tratamiento por
separado. Por lo tanto, los resultados demuestran que hay un efecto sinérgico entre las

MPN vy la accién de la amikacina.

Como se pudo observar en los resultados anteriores, las muestras de Ti control
desarrollan un biofilm prominente tras 24 h de cultivo con S. aureus, con gran produccion
de EPS. Cuando estas muestras son sometidas al tratamiento con amikacina, dicho
antibiotico no puede ejercer plenamente su accion antimicrobiana debido a la presencia
del biofilm y de abundante EPS protector que impide su llegada hacia las bacterias del
interior del biofilm. Como consecuencia, la accidén bactericida de la amikacina se ve
bloqueada y sélo reduce en 2 6rdenes de magnitud las UFCs desarrolladas en el biofilm
sobre el Ti control. Por lo contrario, las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG al
impedir la produccion del EPS, dejan a las bacterias adheridas mas expuestas a la accion
de la amikacina. Como consecuencia de la importante accion antibiofilm de las Ti-MPN-
PG y Ti-MPN-AG, dicho antibidtico puede ejercer su accion bactericida reduciendo en 5
ordenes de magnitud las UFCs desarrolladas sobre Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG.
Finalmente, se puede concluir que los efectos sinérgicos entre las MPN-PG y MPN-AG
con la amikacina constituyen un prometedor tratamiento preventivo para impedir la

formacion de biofilms sobre materiales implantables de Ti.
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Figura 5.29. Efectos antimicrobianos sinérgicos entre Ti-MPN-PG + amikacina y Ti-MPN-AG

+ amikacina. *** indican diferencias significativas con el Ti control + amikacina (p<0,01).

Figura 5.30. Tincién Live/Dead luego del tratamiento con amikacina para A) Ti control +
amikacina, B) Ti-MPN-PG + amikacina y C) Ti-MPN-AG + amikacina. Bacterias verdes o

amarillas: vivas; bacterias rojas: muertas

5.4 Conclusiones

A través de los resultados presentados en este Capitulo se concluye que es posible
desarrollar MPN de AG y PG coordinados mediante iones Mg" por procedimientos NEC
simples, en solucidn, que involucran fendmenos espontdneos de autooxidacion y
polimerizacion del AG o PG para formar MPN estables y altamente adhesivas sobre la
superficie Ti.

La formacion de las MPN es facilmente detectable por cambios de color de la
solucion de sintesis en el tiempo verificados a través de espectroscopia UV-visible. La

presencia de las MPN de PG y AG fue sencillamente identificada por el cambio de color
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anaranjado a rojo intenso en la solucidon de sintesis y por maximos de absorbancia a 404
y 423 nm, respectivamente, obtenidos por espectroscopia UV-visible. Asimismo, el
proceso de formacion de las MPN puede ser detectado por cambios en el valor del OCP
a lo largo del tiempo de sintesis. Cada MPN presento6 registros de OCP muy diferentes
entre si, que muestran que el proceso de ensamblado/polimerizacion de las MPN sobre la
superficie de Ti es complejo y muy particular para cada FF. Esto fue confirmado por
imagenes AFM donde se observo que las MPN adheridas sobre Ti presentaron diferentes
estructuras, parametros de rugosidad y topografias. Las MPN obtenidas con PG y AG
produjeron recubrimientos lisos, continuos y estables sobre toda la superficie de Ti, con
topografias mas lisas y caracteristicas mas hidrofilicas que las muestras de Ti control. En
cambio, las MPN desarrolladas con mezclas de AG+PG dieron como resultado depdsitos
particulados de gran tamafio (> 1 um) distribuidos aleatoriamente sobre la superficie de
Ti que no modificaron la hidrofilicidad con relacion al Ti control.

Las MPN presentaron similares grupos funcionales revelados por espectroscopia
ATR-FTIR debido a la similitud estructural del AG y PG. Las sefiales obtenidas indican
que los grupos -OH de dichas moléculas se oxidan a grupos éteres y polimerizan
formando redes o MPN y que dichos grupos interaccionan con el TiO2> mediante la
formacion de enlaces tipo puente de hidrégeno.

La estabilidad de la union de las MPN a la superficie de Ti fue evaluada mediante
liberacion de productos en PBS y por imagenes AFM. No se detectaron productos de
liberacion a partir de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG mediante mediciones en UV-visible ni
se observaron modificaciones topograficas de las peliculas desarrolladas, indicando que
forman recubrimientos estables y altamente adheridos sobre el Ti. Por el contrario, las
MPN-AG+PG presentaron una unién débil a la superficie de Ti, ya que luego de 24 h de
incubacion en PBS se detect6 que los depositos particulados de esta MPN se desprendian
por completo. Ademads, no se identificaron por espectroscopia UV-visible productos de
liberacion de AG y PG puros y libres, sino que los maximos de absorbancia se
correspondieron con los obtenidos para la formacion de las MPN-AG+PG. Estos
resultados indican que una vez que los FF polimerizan para formar las redes, no se liberan
de forma individual, sino que es la red completa la que se desprende al medio acuoso.

Es de destacar que las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG aumentan la
citocompatibilidad de la superficie de Ti con células pre-osteoblasticas, duplicando la

proliferacion de las mismas y los pardmetros de actividad osteogénica en relacion con el
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Ti control. Estos resultados sugieren una mejora del proceso de oseointegracion evaluado
en condiciones in vitro para el Ti modificado con recubrimientos de MPN-PG o MPN-
AG. Este aumento en la citocompatibilidad y en la actividad osteogénica puede explicarse
por efectos combinados principalmente entre el aumento considerable de la hidrofilicidad
de la superficie y la presencia en las redes de AG y PG con efectos osteogénicos propios
y conocidos.

Finalmente, a diferencia de las NPe autoensambladas de TOH y Carv, las
superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG presentan baja actividad bactericida contra S.
aureus. Esto puede deberse a que las MPN no liberan AG o PG puro al medio. Sin
embargo, se demostro que las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG exhiben actividad
antibiofilm, ya que impiden que las bacterias adheridas sobre su superficie produzcan
EPS suficiente para el posterior desarrollo del biofilm. Este efecto permite inducir una
accion antimicrobiana sinérgica con amikacina, ya que las MPN, al reducir la produccion
de EPS y su consecuente accion protectora, expone a las bacterias adheridas a la accion
del antibidtico llegando con muy bajo porcentaje de supervivencia.

Por ultimo, la estabilidad de la adhesion de las MPN-PG y MPN-AG a la
superficie de Ti, junto con su actividad antibiofilm, hacen interesante su funcionalizacion
con NPaAg. Estas NPa fueron desarrolladas también por NEC, tal como se describira en
el Capitulo 6, con el objetivo de inmovilizarlas sobre las MPN (Capitulo 7), para aumentar

el efecto antimicrobiano gracias a la accion bactericida de las NPaAg.
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Capitulo 6: Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de
plata por métodos ecocompatibles formadas a partir de acido
galico puro o de extracto de té verde.

6.1 Introduccion general

Entre las NPa con propiedades antimicrobianas, las NPaAg son las mas utilizadas
para combatir bacterias resistentes a agentes antimicrobianos tradicionales y la formacion
de biofilms. Esto se debe a que dichas NPa pueden afectar la viabilidad bacteriana por
diferentes mecanismos de accidon, como se abordara en mas detalle en la Seccion 6.3.5.
La capacidad bactericida de las NPaAg es ampliamente reconocida y constatada en
numerosos reportes tanto para bacterias Gram negativas como Gram positivas [85,269—

271] y también se ha reportado actividad antifungica y antiviral [272-275].

La alta efectividad bactericida de las NPaAg se debe principalmente a su gran
capacidad de liberar al medio iones Ag" (eficaces agentes antimicrobianos) dada su alta
relacion superficie/volumen. Por esos motivos las NPaAg de menores tamafios muestran
mayor interaccion con el entorno y elevado nivel de penetracion, asi como alto grado de
toxicidad [271,276]. Dicha capacidad de liberar iones Ag" al medio es el principal
mecanismo, aunque no el Unico, que explica la actividad antimicrobiana de las NPaAg.
Esto se debe a que, en medio acuoso neutro, las NPaAg se encuentran parcialmente
oxidadas (Ecuacion 6.1) formando una delgada capa de 1-2 nm de 6xido de plata en su

superficie que se disuelve liberando iones Ag" tal como indica la Ecuacién 6.2 [277,278]:

4Ag (s) + Oy === 2Ag,0 (s) Ecuacion 6.1
Agr0 (s) + 2H" mmmmmm 2 Ag”™ + H,O Ecuacion 6.2

En el presente trabajo se sintetizaron NPaAg por NEC que implica, tal como se
detallé en el Capitulo 1, evitar el uso de reactivos toxicos/contaminantes, mediante la
utilizacién como estabilizantes y agentes reductores al AG (NPaAgAG) y a un extracto
natural de té verde (NPaAgTV). Las NPaAg obtenidas fueron -caracterizadas
fisicoquimicamente a través de TEM, DLS, espectroscopias FTIR, UV-visible e ICP-OES
y luego se evaluo la actividad antimicrobiana de las mismas contra las bacterias S. aureus,
P. aeruginosa y K. pneumoniae. Asimismo, se determin6 la citocompatibilidad de las

NPaAgAG y NPaAgTV en lineas celulares fibroblasticas y pre-osteoblasticas.
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6.2 Materiales v métodos

6.2.1 Sintesis ecocompatible de nanoparticulas de plata utilizando
acido galico

La obtencion de NPaAgAG se realiz6 a partir de la modificacion y puesta a punto

de diferentes protocolos previamente reportados [279-281]:

1. Se prepar6 una solucion de AgNO3 (8 mM) y otra de AG (4 mM).

2. Se mezclaron en un vaso de precipitado 1 mL de AgNO;3 (8 mM) con 0,5 mL
de AG (4 mM) llevando a un volumen final de 20 mL con el agregado de agua
Milli-Q.

3. Se ajusto el pH de la soluciéon a 10 con agregado de 10 uL. de NaOH 1M.

4. Se mantuvo la reaccion a temperatura ambiente durante 48 h y en agitacion
magnética (500 rpm).

5. Una vez finalizada la sintesis, las NPaAgAG obtenidas fueron purificadas por
dialisis.

6. Las NPaAgAG se conservaron en heladera a 4°C.

6.2.2 Sintesis ecocompatible de nanoparticulas de plata utilizando
extracto de té verde

En primer lugar, se obtuvo un extracto de té verde (ExTV) utilizando las hojas de
un té verde comercial estilo ban cha marca Jesper producido en la provincia de Misiones,
Argentina. Se seleccion6 dicha marca debido a que provee las hojas del té tal cual son
obtenidas desde las ramas del arbusto de té (Figura 6.1-A). El té verde estilo ban cha se
diferencia de los demas tipos de té verde debido a que se obtiene con las ramas y hojas
mas gruesas del arbusto de Camellia sinensis que se dejan madurar/secar por 2 o 3 afos
de forma natural, obteniéndose un té no fermentado y ligeramente mas alcalino con
contenidos bajos de cafeina y purina [282].

Por otra parte, se ha reportado que los principales componentes de t€¢ verde en
general son el AG y diferentes tipos de FF derivados del AG, como el AT, catequinas
(EGCQG, principalmente), taninos y otros [283,284]. Se sabe que estos FF presentan un
poder reductor apropiado para la sintesis de NPa metalicas. Los extractos de té verde son
extensamente utilizados para la obtencion via NEC de NPa de Ag, Au, Cu, otras [285—
288].

El EXTV se obtuvo de la siguiente manera:
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1. Se extrajeron las hojas del té y se colocd 1 g de hojas trituradas (Figura 6.1-
B) en un vaso de precipitado con 20 mL de agua Milli-Q.

2. Sellevo a ebullicién por 5 minutos y se dejo enfriar por otros 20 minutos.

3. Luego se filtro la solucion para separar las hojas de t¢ del ExTV obtenido. Se
obtuvieron aproximadamente 15 mL finales de ExTV, el cual presentd una
coloracion verde-amarilla (Figura 6.1-C).

4. Para purificar el ExXTV obtenido y eliminar precipitados de materia organica,
se filtro la solucion del EXTV con un filtro de 0,1 um y posteriormente se
centrifugd en un tubo falcon de 15 mL durante 1 h a 17.000g. Luego de la
centrifugacion, se separ6d el sobrenadante (ExTV) del pellet y se obtuvo

finalmente el ExTV purificado a partir del cual se obtuvieron las NPaAgTV.

La sintesis de las NPaAgTV se realiz6 a partir del mismo protocolo de sintesis de
las NPaAgAG, pero reemplazando los 0,5 mL de AG (4 mM) por 1 mL de ExTV y
ajustandose el pH a 10 con el agregado de 25 pL. de NaOH 1 M. Se requirid mayor
cantidad de NaOH que en el caso de AG para llevar el pH a 10 debido a que el ExTV
presenta diversos FF (pKa AT = 4.,4; pKa EGCG = 7,6; pKa galo-catequina = 8,4, pKa
epigalo-catequina = 7,7) de mayor pKa que el AG puro (pKa = 4). La relacion entre la
concentracion de AgNOsy los diferentes extractos naturales utilizados para la elaboracion
de las NPaAg no es reportada habitualmente y es dificil de calcular debido a la presencia,
en porcentajes variables, de multiples tipos de FF en dichos extractos, y/o a los diferentes
tipos de sintesis llevadas a cabo. En el presente trabajo se optimizo el proceso, utilizando
una relacion 1:1 en volumen de ExTV y de la solucién de AgNOs3, encontrandose mejores
resultados en cuanto a la reproducibilidad de la sintesis, el tamafio de las NPaAgTV y su

estabilidad durante el almacenamiento.
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Figura 6.1. Obtencion del ExTV. A) Se muestran dos imagenes de hojas del té verde comercial
utilizado, B) Hojas separadas y trituradas para la elaboracion del ExTV y C) ExTV obtenido de

coloracion verde-amarilla.

6.2.3 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de plata
obtenidas

Las diferentes NPaAg sintetizadas por NEC fueron caracterizadas
fisicoquimicamente por espectroscopia UV-visible. Posteriormente se realizaron los
siguientes analisis:

1. Se determind la concentracion total de NPa obtenidas por espectroscopia ICP-
OES.

2. Se estimaron los tamafos promedios por imagenes S-TEM y por DLS. Se
evaluo la estabilidad de las NPa obtenidas sometiendo a las mismas a soluciones de mayor
fuerza ionica (PBS, con concentraciones de sales y pH similares a la condicion

fisiologica) y determinando el didmetro hidrodindmico resultante por DLS.
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3. Se evalud la presencia de grupos funcionales en el capping de las NPa por
espectroscopia FTIR.

6.2.4 Actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata

La actividad antimicrobiana de las NPaAgAG y NPaAgTV se determind sobre
bacterias planctonicas de cepas de S. aureus, P. aeruginosa y K. pneumoniae a través del

calculo de la CMI y CMB tal como se describi6 en el Capitulo 3.

La actividad antimicrobiana de las NPaAgAG y NPaAgTV contra bacterias sésiles
(biofilms) se determind sobre la superficie de materiales de Ti modificados
superficialmente sobre las que se inmovilizaron las NPaAg, cuyos resultados se abordan

en el Capitulo 7.
6.2.5 Citocompatibilidad de las nanoparticulas de plata

La citocompatibilidad de las NPaAgAG y NPaAgTV se determind en lineas
celulares fibroblasticas y pre-osteoblasticas a través de las técnicas de reduccion de MTT

y ensayo de RN, acorde a lo descripto en Capitulo 3.

La viabilidad celular se determind por tincion con naranja de acridina. Para esto
se sembraron 100.000 células en cada pocillo de una placa de 6-well y se adicioné medio
de cultivo con diferentes concentraciones de las NPaAg. Se incubaron las placas durante

24 h a 37°C y posteriormente se calculd el area cubierta por células.

En todos los casos, como grupo control se utilizaron células sin tratamiento, es

decir, sin la presencia de NPa.

6.2.6 Analisis estadisticos
Todos los ensayos presentados en este Capitulo fueron realizados al menos por
triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA (test de Bonferroni) previamente confirmada la

normalidad de los datos con un nivel de confianza del 95%.
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6.3 Resultados v discusion

6.3.1 Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de plata
obtenidas

6.3.1.1 Espectros UV-Visibles de las nanoparticulas de plata

Las suspensiones de las NPaAg obtenidas fueron caracterizadas por
espectroscopia UV-visible desde 250 a 700 nm en dos tiempos: i) inmediatamente
después de ser sintetizadas y dializadas y ii) luego de estar almacenadas en heladera a
4°C por un tiempo mayor a 6 meses y menor a 12 meses (NPaAgAG frescas y
NPaAgAG>6 meses, respectivamente). Las dispersiones de NPaAgAG mostraron
coloracion amarilla intensa, con un pH final después de la didlisis de 7,15+0,15 y el
espectro obtenido por UV-visible (Figura 6.2-A) presenté un maximo de absorbancia a
400 nm. Luego de su almacenamiento por mas de 6 meses, se observo que el maximo de
absorbancia se desplazo ligeramente hacia valores mas altos (404 nm), lo cual sugiere
una probable y leve formacion de aglomerados de las NPaAgAG. Sin embargo, estos
resultados indican que dichas NPa se mantienen estables durante su almacenamiento en

la heladera.

Por otra parte, las NPaAgTV presentaron una coloracién amarillo-anaranjado, un
pH final de 7,40+0,30 y su espectro UV-visible (Figura 6.2-B) present6 un maximo de
absorbancia a 418 nm. Con posterioridad a los 6 meses de almacenamiento en heladera,
mostraron un desplazamiento del maximo de absorbancia a 422 nm indicando una posible
formacion de aglomerados. Pudo inferirse nuevamente que, tal como las NPaAgAG, las

NPaAgTV se mantuvieron estables durante su almacenamiento.

También se tomaron espectros UV-visibles para el AG y el ExTV a pH = 10
(Figura 6.3). El AG mostro maximos de absorbancia a 210 y 260 nm, mientras que el
ExTV presentd méaximos de absorbancia a 205 y 286 nm. Otros autores han reportado
maximos de absorbancia entre 280-320 nm para ExTV y para catequinas [289,290]. Por
lo tanto, el maximo de absorbancia a 286 nm puede atribuirse a la presencia de las

catequinas, principales FF presentes en ExTV [284].
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Figura 6.2. Espectros UV-visible de la dispersion de las NPa recién sintetizadas y luego de 6
meses de almacenamiento en heladera a 4°C. (A) Espectro correspondiente a las nanoparticulas
sintetizadas con acido galico (NPaAgAG); a la derecha se muestra una fotografia de la
suspension de las NPaAgAG; (B) Espectro correspondiente a las nanoparticulas sintetizadas con
extracto de té verde (NPaAgTV); a la derecha se muestra una fotografia de la suspension de las

NPaAgTV.
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Figura 6.3. Espectros UV-visibles a pH = 10 para A) AG puro en agua y B) ExTV.

6.3.1.2 Determinacion de la concentracion de Ag por ICP-OES y

construccion de curvas de calibracion UV-visible

Una vez sintetizadas y purificadas, se determino el rendimiento de la reaccion y
se calculo la cantidad de Ag total por medio de la técnica de ICP-OES. Para esto, 1 mL
de cada una de las suspensiones de las NPaAgAG y NPaAgTV fueron tratados con HNO3
al 2% para disolver las NPa (Ag®) a iones Ag*. Dichas muestras se enviaron a la Unidad
Plapimu-Laseisic (UPL), dependiente de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP y de la
Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CIC-PBA),
para determinar la cantidad de Ag total. Los resultados se resumen en la Tabla 6.1. La
concentracion de Ag obtenida para NPaAgAG fue de 41,3+0,4 pg/mL, con un
rendimiento de reaccion de aproximadamente 96%, es decir, que el 96% de los iones Ag*
disponibles al inicio de la sintesis (provenientes del AgNO3) fueron reducidos a
NPaAgAG. Para las NPaAgTV, el rendimiento de la reaccion fue algo menor (86%

aproximadamente) y la concentracion de Ag total fue de 37,1+0,3 pg/mL. Los resultados
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de eficiencia son comparables y atn superiores a los reportados en literatura con
protocolos similares pero que incluyen pasos con calentamiento [280]. Por lo tanto, los

resultados confirman que el AG y el EXTV son excelentes agentes reductores.

Tabla 6.1. Determinacion de la concentracion de Ag total en las NPaAg sintetizadas por

NEC.

NPaAgAG NPaAgTV

[Ag*] inicial
(ug/mL) 432+0,2 43,103
proveniente del
AgNO;3
[Ag"] final
(ng/mL) 413+04 37,1+0,3
determinada por
ICP-OES

Rendimiento de 95,6 1,3 86,0+1,2
la reaccion (%)

A partir de los resultados de ICP-OES, se construyeron curvas de concentracion
total de Ag versus absorbancia para ambas NPaAg, acorde a trabajos previos [291,292].
Las NPaAgAG mostraron una relacion lineal en el rango de concentraciones de Ag total
de 0 a 40 pg/mL con R? de 0,9938 (Figura 6.4). Por otro lado, las NPaAgTV presentaron
relacion lineal en el rango de 0 a 30 pg/mL con R? de 0,9982 (Figura 6.5). Estas curvas
de calibracion fueron utilizadas para estimar, cuando fue necesario, las concentraciones

de Ag para cada NPa en ensayos posteriores.
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6.3.1.3 Analisis por ATR-FTIR del recubrimiento orgdnico de

las nanoparticulas

Para determinar la presencia del capping de AG y de EXTV en las NPaAgAG y
NPaAgTV, respectivamente, se vertié gota a gota y se seco la suspension de cada NPa 'y
el ExTV sobre polvo de KBr y se analiz6 la presencia de grupos funcionales por ATR-

FTIR.
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En la Figura 6.6 se muestran los espectros FTIR para las NPaAgAG y para el AG
de forma comparativa. Como se explic6 en el Capitulo 5, el espectro obtenido para el AG
puro (Figura 6.6-A) presentd, para los grupos -OH, una sefial amplia a 3268 cm™! y varias
sefiales débiles entre 3000-2600 cm™. El -OH del grupo carboxilo reveld contribuciones
a 3493 y 1696 cm™'. Las sefiales del grupo acido (-COOH) se detectaron a 1538 y 1200
cm! y el pico del grupo -C=O dentro grupo 4cido se identific6 a 1610 cm™. EI
estiramiento del grupo C-O se reveld por las contribuciones a 1307 y 1022 cm™.
Finalmente, las vibraciones del anillo fendlico presentaron sefiales a 1421, 866, 766y 731
cm'. En las NPaAgAG (Figura 6.6-B) se detectd una sefial amplia a 3396 cm™ y varias
contribuciones débiles entre 3000-2650 cm! correspondientes a los grupos -OH del AG,
lo cual coincide con otras sintesis de NPa con AG [293]. El desplazamiento y la amplitud
del pico a 3396 cm™! indica que hay gran interaccién entre las moléculas de AG que
desarrollan el capping mediante formacion de enlaces de tipo puente de hidrogeno [294].
Por otra parte, el pico del grupo -C=0 dentro grupo 4cido se identificé a 1604 cm™ y la
sefial del grupo 4cido desprotonado (COO") se encontré a 1382 cm’!, indicando la
presencia del grupo carboxilo en el recubrimiento de las NPaAgAG. En el Capitulo 5, el
grupo COO" fue identificado en sefiales de 1392 cm™ para la MPN de AG depositada
sobre Tiy se indico que otros autores [222,231,232] reportaron esta sefial en le region de
1390-1380 cm! para diferentes coberturas de AG. Ademds, la contribucion de este grupo
desprotonado también fue reportada para el capping de NPa de Ag y de Au sintetizadas
por NEC utilizando AG como agente reductor en sefiales de 1384 y 1387 cm™
respectivamente [293]. Los picos a 1351 cm™'y 765 cm™ se corresponden con la vibracion
de C-O y el anillo feno6lico, respectivamente [295]. Todos estos resultados indican que el
AG forma un recubrimiento sobre las NPaAg en el cual las moléculas de AG interactiian
entre si mediante enlaces de puente de hidrégeno, sin indicios de polimerizacion, y donde
el grupo COO" estaria disponible en la superficie de las NPaAgAG. Esta presencia sugiere
la posibilidad de que las NPaAgAG se puedan adherir sobre sustratos de Ti, ya que
trabajos previos han indicado la importancia de la presencia del grupo funcional COO™ en
el capping de NPaAg para su inmovilizacion sobre Ti [296,297].

En la Figura 6.7 se esquematiza una posible representacion del recubrimiento de
las NPaAgAG obtenidas por NEC. Se sabe que a pH cercanos a 10 el AG se encuentra
parcialmente desprotonado con dos cargas negativas (Figura 6.7-B) sugiriendo que las

NPaAgAG presentan carga neta negativa, tal como ha sido reportado por otros autores
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para NPa sintetizadas con AG en pH alcalino [88,235,280,281]. Los resultados ATR-
FTIR sugieren que los grupos COO" estarian libres sobre la superficie de las NPaAgAG
y que los grupos -OH interactuarian entre si por puente hidrogeno (lineas rojas, Figura
6.7-A), ademas las moléculas de AG podrian interactuar directamente con la NPaAg
posiblemente mediante interacciones electroestaticas (linea verde, Figura 6.7-A). Otros
autores han propuesto similares mecanismos de formacion para NPaAgAG obtenidas a

partir de otros protocolos [222].
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Figura 6.7. A) Esquematizacion de posibles interacciones intermoleculares en el capping de las
NPaAgAG. Las lineas rojas indican interacciones de tipo puente de hidrogeno entre las
moléculas de AG que forman el capping y las lineas verdes la interaccion de las moléculas de
AG con la NPa. B) Desprotonacion del AG segun el pH: a valores cercanos a pH=10 conduce a
dos cargas negativas y a pH>11 se encuentra totalmente desprotonado. Esquema adaptado a

partir de [222,298].

Los espectros ATR-FTIR para el ExXTV y las NPaAgTV se presentan en la Figura
6.8. E1 EXTV (puro y sin alcalinizar) revelo la fuerte presencia de grupos -OH a través de
una sefial amplia a 3395 cm™! y una débil a 2648, lo cual coincide con analisis FTIR
realizados por otros autores para otros ExTV [299,300]. La fuerte transmitancia asociada
a 3395 cm! indica la abundancia de interacciones de tipo puente hidrégeno entre los
numerosos grupos -OH de los diferentes FF que componen el ExTV. La sefial de 1615
cm’! estd asociada a la vibracion del doble enlace del anillo fendlico, sin embargo, en el
caso del AG, catequinas, AT y sus diferentes derivados esta sefial esta atribuida al grupo
-C=0 del grupo carboxilo y es identificatoria y caracteristica para sefiales de EGCG
[301]. Ademas, la sefial de 1408 cm™ es atribuida a la flexion fuera del plano de grupos
C-OH de EGCG y AT. Por otra parte, las contribuciones comprendidas entre 1100-1000
cm™! han sido asociadas a los grupos C-O del anillo de glucosa del AT y de EGCG
[290,301,302], y también han sido reportadas para otros ExTV [299,300].

Los resultados FTIR del ExTV confirman la presencia de grupos funcionales
correspondientes a catequinas, taninos y sus derivados que coinciden con los reportados
en bibliografia [290,302,303]. Muchos trabajos sustentan que los ExTV se componen

principalmente de polifenoles de estructura molecular grande como catequinas,
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epicatequinas y AT y que el FF simple méas abundante es el AG (ver Figura 6.9)
[283,284,302,304,305].

En el caso de las NPaAgTV (Figura 6.8-B), el espectro ATR-FTIR presento
sefiales de grupos -OH a través de picos en 3405, 2956, 2920 y 2648 cm™!, lo cual coincide
con otras sintesis de NPaAg con ExTV [289,299,300,306]. La banda amplia a 3405 cm’!
indica la gran interaccion de estos grupos mediante enlaces puente de hidrogeno entre las
diferentes moléculas de FF que conforman el capping de las NPaAgTV. El grupo C=0
del carboxilo de las catequinas y AT fue identificado a 1620 cm™!, mientras que el doble
enlace fendlico se detectd a 1571 cm™!, como ha sido reportado para taninos [301,302].
La sefial de 1395 cm™ coincide con sefales correspondientes al grupo carboxilo
desprotonado, lo cual indica que, en las NPaAgTV al igual que en las NPaAgAG, este
grupo se encuentra disponible en la superficie de las NPa sintetizadas con ExTV, lo cual
podria favorecer su adhesion sobre sustratos de Ti, tal como se evaluard en el proximo
Capitulo. Esta sefial del grupo COO™ no fue identificada en el ExTV puro, sugiriendo que
la alcalinizacion de este extracto durante la sintesis de las NPaAgTV puede provocar la
desprotonacion y la carga neta negativa de los FF que componen el ExTV. Finalmente,
las contribuciones comprendidas entre 1100-1000 cm™ han sido asociadas a los grupos
C-O del AT y de catequinas, como EGCG, las cuales también se presentan en el ExTV
puro. Ademas, el pico para el C-O también ha sido reportado en dicha region para NPaAg
sintetizadas con ExTV por otros autores [289,299,300]. Algunos investigadores han
sugerido que los picos entre 1050-1040 cm™! pueden ser atribuidos a grupos éteres que se
pueden formar durante la sintesis por la polimerizacion de los FF presentes en el ExTV
para formar el capping de las NPaAgTV [306]. Ademas, como se menciono en Capitulos
anteriores, las sefiales comprendidas en dicha region (1050-1040 cm™!) estan fuertemente
asociadas a la formacion de grupos éteres cuando diferentes FF polimerizan sobre Ti, Cu

y otros sustratos.

Resumiendo, los resultados expuestos arriba muestran que el capping de las
NPaAgTV presenta contribuciones de 1) grupos -OH de diferentes FF del ExXTV que
interactian entre si por enlaces puente de hidrogeno, i1) grupo funcional COQO, iii) sefiales
tipicas de ECGC y AT (1620, 1571 y 1073 cm™) y iv) posible polimerizacion de los FF
del EXTV por enlaces éteres (1045 cm™). No se encontraron sefiales caracteristicas del
AG, pero si de catequinas y AT, lo cual sugiere que el capping de las NPaAgTV se

conforma principalmente a partir de estos ultimos FF. Asimismo, debido al mayor tamafio
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de los FF que componen el EXTV es posible pensar que el recubrimiento de las NPaAgTV
puede ser de un espesor variable y tal vez mayor que el de las NPaAgAG. El posible

capping para las NPaAgTV se esquematiza de forma resumida en la Figura 6.10.
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Figura 6.10. Esquematizacion de posibles interacciones intermoleculares en el capping de las

NPaAgTV. Las lineas rojas indican los diferentes tipos de interacciones tipo puente de

hidrogeno entre las moléculas de FF que forman el capping y las lineas verdes la interaccion de

los diferentes FF con la NPa.
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6.3.2 Estimacion de tamafios y distribucion de poblaciones de las
NPa por S-TEM y DLS. Influencia de la temperatura y fuerza
ionica del medio
6.3.2.1 Estimaciones de tamarios y distribucion de poblaciones de

las NPaAgAG y NPaAgTV por S-TEM

El tamaio promedio y la distribucion de las poblaciones de las NPaAg obtenidas
por NEC fueron estimados por imagenes S-TEM y por determinacion del didmetro

hidrodinamico utilizando DLS.

En la Figura 6.11 se muestran imagenes S-TEM vy el andlisis estadistico para la
distribucion de tamanos de las NPaAgAG. Dichas NPa presentaron forma cuasi-esférica
y se encontraron en forma individual sin presencia de aglomerados (Figura 6.11-A, By
C. El andlisis de distribucion de frecuencias de tamafio presentd una poblacion
mayoritaria (X;) con un tamafio promedio de 17,5+0,5 nm y otra poblacién pequefia de
mayor tamano (Xz) de 42,5£0,5 nm (Figura 6.11-D). En el histograma obtenido se
observa una gran polidispersidad de tamafos para las NPaAgAG donde el minimo fue de
2 nm y el médximo de 75 nm. La mediana (valor intermedio que separa la mitad de los
valores mayores y la mitad de los valores menores del conjunto de datos analizados)
arrojo un valor de 18,6+0,5 nm, similar al tamafio promedio de Xi, lo cual sugiere que
esta poblacion X es la mas representativa de la muestra. En la Figura 6.11-E se presenta
la curva de probabilidad acumulada para la distribucion de tamaios de las NPaAgAG en
la cual se comprueba que las NPa con tamanos de hasta 25 nm representan el 78% de la

muestra y, en consecuencia, las NPa con tamafios entre 25 y 80 nm representan solo el

22%.
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Figura 6.11. Analisis S-TEM de las NPaAgAG. A, B, C) Imagenes S-TEM a diferentes escalas
de estudio donde se presentan las NPaAgAG monodispersas, tal como fueron encontradas, sin
presencia de aglomerados D) Histograma de distribucion de tamafios para las NPaAgAG y E)

Diagrama de probabilidad acumulada del tamafio de las NPaAgAG.

Por otra parte, las NPaAgTV mostraron NPa individuales sin presencia de
aglomerados en todas las imagenes analizadas y con forma cuasi-esférica (Figura 6.12-
A, By C). El anélisis de distribucion de tamafios mostr6 un histograma con una Unica
poblaciéon definida de didmetro promedio de 9,24+0,3 nm (Figura 6.12-D). Ademas, la
sintesis con ExTV produjo una menor polidispersidad de tamafios para las NPaAgTV, en
comparacion a las NPa sintetizadas con AG, con un minimo de 2 nm y un maximo de
27,5 nm. La mediana arrojé un valor de 8,8+0,6 nm resaltando la proximidad y, por lo
tanto, representatividad del promedio calculado. En sintonia, la curva de probabilidad
acumulada indica que las NPaAgTV con tamafios de hasta 12,5 nm representan el 88%
de la muestra (Figura 6.12-E). Por lo tanto, al comparar estos resultados con los de la
sintesis con AG, puede observarse que la sintesis con ExTV conduce a una distribucion

de tamafios menos polidispersa, con un promedio mas controlado y menor que 10 nm.
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presencia de aglomerados; D) Histograma de distribucion de tamafios para las NPaAgTV y E)

Diagrama de probabilidad acumulada del tamafio de las NPaAgTV.

6.3.2.2 Estimaciones de tamarios y distribucion de poblaciones de
las NPaAgAG y NPaAgTV por DLS. Efecto del

almacenamiento

El tamafio hidrodindmico promedio determinado por DLS se obtuvo a temperatura
ambiente (25°C) y a 37°C luego de incubar las suspensiones de las NPaAgAG y
NPaAgTV frescas por 24 h en estufa de cultivo. Se evalud también el efecto del
almacenamiento en heladera a 4° C de las NPaAgAG y NPaAgTV en suspensiones
guardadas entre 6 y 12 meses (denominados de a aqui en adelante NPaAgAG > 6 meses

y NPaAgTV > 6 meses, respectivamente).

En la Figura 6.13 se muestran los graficos con los valores promedio obtenidos
para las NPaAgAG y NPaAgAG > 6 meses en medidas de intensidad y volumen obtenidas
a partir de DLS. Los tamafios de didmetro hidrodindmico asociados se resumen en la

Tabla 6.2. Al igual que los resultados obtenidos por S-TEM, las medidas con NPaAgAG
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frescas revelaron dos poblaciones determinadas por intensidad y volumen a las dos
temperaturas evaluadas (Figura 6.13 A y B). La primera o X; con un tamafio promedio
de 23+4 nm y de 22+4 nm determinados por intensidad y volumen a 25 °C,
respectivamente. En forma similar, la segunda poblacion X, revelo valores de 130+£20 y
130+£30 nm determinados por intensidad y volumen, respectivamente. Asimismo, de los
valores obtenidos por volumen (Tabla 6.2) se puede conocer que la poblacion X; de 22+4
nm corresponde el 96% de la muestra, mientras que la poblacion Xo de 130+£30 nm solo
el 4%. Estos resultados coinciden con los obtenidos por TEM a través del grafico de
probabilidad acumulada, donde la poblacion X es la més representativa y mayoritaria de
la muestra de NPaAgAG. El indice que determina la polidispersidad de la muestra por
DLS, PDI (por sus siglas en inglés, Poly-dispersity Index), arrojé un valor promedio de
0,41+0,1 para las NPaAgAG frescas a 25 °C, indicando que la suspension de NPa es
polidispersa, ya que valores mayores a 0,3 indican polidispersidad [307]. Esto se
comprobd en el histograma de tamafios obtenidos mediante S-TEM para dichas NPa
donde se encontr6é un amplio rango de tamafio de particulas desde 2 a 75 nm. Cuando las
NPaAgAG frescas fueron incubadas a 37°C por 24 h se observo que los valores del
diametro hidrodindmico no cambiaron sustancialmente en relaciéon con las mismas
muestras medidas a 25°C, lo cual indica que las NPaAgAG frescas no sufren cambios
significativos por la modificacion de la temperatura (ver Figuras 6.13 A y B y valores de

Tabla 6.2).

Las suspensiones de NPaAgAG>6 meses de almacenamiento no mostraron
alteraciones significativas en los valores del indice de PDI y tampoco en los tamafios
hidrodindmicos determinados por intensidad a 25°C y 37°C (ver Figura 6.13-C y valores
de Tabla 6.2). Para los datos de volumen, se observa que el valor promedio determinado
aumenta ligeramente cuando las NPaAgAG>6 meses de almacenamiento fueron
incubadas a 37°C. No obstante, puede concluirse que las NPaAgAG permanecen estables,
mostrando solo alteraciones leves, luego de periodos de tiempo de almacenamiento en

heladera mayores a 6 meses.
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Figura 6.13. Diametro hidrodindmico promedio para las NPaAgAG frescas (Ay B) y
luego de > 6 meses de almacenamiento (C y D) determinados por intensidad (A y C) y

volumen (B y D) a 25 y 37°C.

En el caso de las NPaAgTV frescas, las medidas de intensidad y volumen
arrojaron valores para dos poblaciones de NPa (Figura 6.14-A y B), a diferencia del
histograma obtenido por TEM donde se identifica solo una poblacion mayoritaria. El
tamafio de la primera poblacion X correspondi6 a 12,4+1,1 y 11£2 nm, valores asociados
a intensidad y volumen respectivamente, en medidas a 25°C; mientras que los
correspondientes a la poblacion Xo fueron de 130+20 y 120+20 nm por intensidad y
volumen, respectivamente (Tabla 6.2). Sin embargo, a través de los valores obtenidos por
volumen se puede inferir que la poblacion X; de 11+£2 nm representa casi el 99% de
muestra, mientras que la poblacion X> solo el 1%. Estos resultados sugieren que la
presencia de NPa grandes y de aglomerados es minima en las NPaAgTV y que la muestra
seria monodispersa. Ademas, el indice PDI arroj6 un valor promedio de 0,20+0,05, menor
a 0,3, lo cual indica que la muestra es monodispersa o con baja polidispersidad tal como
se puede comprobar en el histograma obtenido por imdgenes S-TEM y en los valores de

volumen obtenidos por DLS. Al mismo tiempo, al comparar las medidas para las
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NPaAgTV frescas a 25°C y 37°C no revelaron cambios en los valores de tamafio
hidrodindmico ni en el indice de polidispersidad, lo que indica que estas NPa no son

afectadas por la temperatura en el rango estudiado (ver Tabla 6.2).

Asimismo, las NPaAgTV>6 meses de almacenamiento en heladera no mostraron
cambios significativos en los valores de intensidad, volumen y polidispersidad en relacion
con las NPa frescas (Figura 6.14-C y D). Sin embargo, se detectdé un incremento de la
representatividad de la poblacion X> determinada por volumen que pasé del 1% (en las
NPaAgTV frescas) al 5% (Tabla 6.2) para las almacenadas (>6 meses), indicando que el
almacenamiento incrementa levemente el proceso de aglomeracion de las NPaAgTV.
Resumiendo, los resultados indican que las NPa sintetizadas con ExTV mantienen su

estabilidad a lo largo del tiempo de almacenaje y sus tamafios no se ven afectados por el

cambio de temperatura.
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Figura 6.14. Diametro hidrodindmico promedio para las NPaAgTV frescas y luego de > 6 meses

de almacenamiento determinados por intensidad (A y C) y volumen (B y D) a 25y 37°C.
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Tabla 6.2. Tamaiios estimados por DLS (intensidad y volumen) para las suspensiones de las
NPaAgAG y NPaAgTV a 25y 37°C. X;= poblacion 1, X,= poblacion 2. En los valores
determinados por volumen se indica entre paréntesis el porcentaje (%) que representa cada
poblacién dentro de la medida obtenida. Todos los resultados son expresados como el valor

promedio + desviacion estandar.

Diametro NPaAgAG NPaAgAG > 6 NPaAgTV NPaAgTV > 6
. s . frescas meses meses
hidrodina- frescas
mico
promedio
determina-
do por: Xi X2 Xi X2 Xi X Xi X

Intensidad  23+4 130+20  25+4  130+20 12,4+  130+20 1644 150420
a 25°C L1
(nm)

Intensidad 22+3 140+20 2747 140+20 12,5+  140+30 1542 160+20

a 37°C L7
(nm)
Volumen a 22+4 1304+30  25£5 130£20 1142 120£20 1543 150+30
25°C (nm)

(% de 96,0 (4,0 (94,1 (6,0 (98,5 (1,5 (95,0 (5,0
cada +0,8)  £0,2) +1,2) 10.8) +0,8) +0,2) 10.8) +0,2)
poblacion)

Volumena 2243 140+20  40+5  140+£30  12+£2  145+40 15£3(  160+30
37°C (nm)

(%de (960 (40 (972 (38 (982 (2.8 95,0 (5,1
+0,8) +02) 0,8 +02) *1,8) +0,1)  +04)  =+0,6)

cada
poblacién)

PDI a 0,41+0,07 0,43+0,15 0,20+0,05 0,21+0,06

25°C

PDI a 0,42+0,20 0,45+0,35 0,22+0,06 0,23+0,08

37°C

Las NPaAgAG revelaron valores de diametro hidrodinamico més altos en caso de
la poblacioén Xz que los obtenidos por imagenes S-TEM y el histograma derivado. Por el

analisis de imagenes, el tamafio de la poblacion X> presentd un valor promedio de 42,5
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nm, mientras que los valores de intensidad y volumen fueron de 130 nm
aproximadamente (3 veces mas). En el histograma de las NPaAgAG obtenido a partir de
S-TEM puede observarse que la poblacion X; es pequena y poco definida. Ademas, de la
curva de probabilidad acumulada puede notarse que las NPaAgAG comprendidas en el
rango de 35-50 nm (X32) representan aproximadamente el 6%, mientras que las NPa de
50-75 nm corresponden al 4% de la muestra analizada. Estos datos obtenidos de las
iméagenes S-TEM muestran que la cantidad de NPa de entre 35-75 nm es solo 10%,
aproximadamente. Cabe mencionar que los resultados de los calculos de la distribucion
de intensidad basadas en medidas DLS se obtienen a partir varios supuestos, entre ellos
que todas las particulas son esféricas y homogéneas y, en consecuencia, una pequeia
agregacion de particulas puede dominar la distribucion [112]. Por lo tanto, un efecto para
el 10% de particulas puede ser poco significativo para ser discriminado por medidas de
DLS por lo que los didmetros hidrodindmicos de una pequeia agregacion de particulas
pueden dominar la distribucion y, probablemente los valores de X> obtenidos por esta
técnica deriven de pequenas aglomeraciones de las NPa lo cual arroja valores de
diametros hidrodindmicos de 130 nm aproximadamente, 3 veces mayores que los vistos

por TEM para la poblacion Xo.

En el caso particular de las NPaAgTV, no se detectd la presencia de aglomerados
ni de una segunda poblacion en el histograma en las imagenes de TEM. Los valores de
PDI y los de volumen sugieren que la muestra puede considerarse monodispersa y que la
poblacién X, obtenida por DLS es poco representativa o despreciable, ya que representa

menos del 2% (ver Tabla 6.2 y Figura 6.12-D)
6.3.2.3 Estabilidad de las NPaAg en medios biologicos simulados

Con el proposito de analizar la estabilidad de las NPaAgAG y NPaAgTV a una
fuerza i6nica y pH similares a los de los sistemas biologicos, se colocaron suspensiones
de estas NPa en PBS (fuerza i6nica >100mM) y se incubaron en estufa a 37°C por 24 h.
Luego, se determiné el diametro hidrodinamico por DLS con el objeto de realizar un
analisis cualitativo de los cambios observados. Las NPaAgAG frescas en PBS
presentaron un valor de PDI similar a las NPaAgAG frescas sin tratamiento con PBS.
Ademas, se reveld un incremento del r didmetro hidrodindmico de la poblacion X; (con
valores 3048 y 25+7 nm determinados por intensidad y volumen, respectivamente) pero

no se presentaron cambios en los datos obtenidos para la poblacion X, (Figura 6.15-A'y
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Tabla 6.3). Estos resultados sugieren que las NPaAgAG frescas sufren un leve proceso
de aglomeracion en la poblacion X en respuesta a la fuerza idnica de soluciones de PBS,
pero sin percibirse otros cambios sustanciales. Por lo contrario, las NPaAgAG>6 meses
de almacenamiento presentan mayor desestabilizacion en respuesta a la fuerza idnica del
PBS. Por un lado, la poblacion X; de estas muestras sufre un incremento del tamafio
hidrodindmico similar a las NPaAgAG frescas en PBS, pero también un incremento en la
poblacion X> y un aumento considerable del PDI (Tabla 6.3). Estos resultados indican
que las NPaAgAG > 6 meses de almacenamiento son mas susceptibles a la variacion de

la fuerza i6nica que las NPaAgAG frescas.

Por otra parte, a través de un andlisis cualitativo podemos inferir que las
NPaAgTV frescas en PBS sufren procesos de aglomeracién que duplican el tamafio
hidrodindmico de la poblacion X; en relacion con las NPaAgTV frescas a 37°C pero sin
tratamiento en PBS (Figura 6.15-B y Tabla 6.3). Asimismo, la poblacion X> reduce su
tamafio hidrodindmico (20 nm en estas condiciones). Estos resultados sugieren que, en
respuesta a la mayor fuerza idnica, las NPaAgTV frescas podrian forman pequefios
aglomerados de NPa (ya que el diametro hidrodindmico se duplica) y que las NPa que
pasan a forman estos acumulos provendrian de la pequena poblacién X». Por otro lado,
las NPsAgTV > 6 meses de almacenamiento sufren cambios mas drasticos en respuesta
a la fuerza i6nica del PBS. En primer lugar, el valor del tamafio hidrodinamico
nuevamente se duplica para X; y los valores de X> se ven duplicados en relacion con las
NPaAgTV frescas en PBS y también incrementa la representatividad de esta poblacion
(5% del total de la muestra). Asimismo, el indice PDI toma un valor de 0,57+0,05 (casi 3
veces mas grande que el PDI determinado para NPaAgTV frescas en PBS). Todos estos
resultados indican que las NPaAgTV con tiempos mayores a 6 meses de almacenamiento
son mas susceptibles que las NPaAgTV frescas al aumento de la fuerza idnica
experimentado en soluciones de PBS, la cual incrementa considerablemente la

polidispersidad y los tamafios promedios de las NPa.
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Tabla 6.3. Tamafios estimados por DLS para las suspensiones de las NPaAgAG y NPaAgTV
luego de 24 h de incubacién a 37°C en PBS (pH= 7,4). X;= poblacion 1, Xo= poblacién 2. Para
los valores determinados por volumen se indican entre paréntesis (%) el porcentaje que
representa cada poblacidon dentro de la medida obtenida. Todos los resultados son expresados

como el valor promedio + desviacion estandar.

Muestra Didametro hidrodiniamico promedio determinado por: .
Intensidad (nm) Volumen (nm) polgcllli(;i)c:r(siiedad
(%) promedio
Xi X Xy X (PDI)

NPaAgAG 30+8 130+30 2547 130420 0,41+0,05
frescas (93,5+0,6) (6,5+£0,4)

NPaAgAG 35+7 145+ 20* 30+5 140+40* 0,58+0,1*
> 6 meses (93,3+0,3) (7,7£0,7)

NPaAgTV 25+5 110+40 24+6 120+30 0,23+0,03
frescas (98,4+0,6) (2,6+0,4)

NPaAgTV 40+£10%* 200+60* 30£10 210+70* 0,57+0,05*
> 6 meses (95,3+0,8) (5,7+0,2)

* indica diferencias significativas entre las NPa frescas y las NPa > 6 meses de almacenamiento
6.3.3 Ensayos antimicrobianos

Para evaluar la actividad antimicrobiana de las NPa obtenidas por NEC en este
trabajo se determind también la CMI y CMB utilizando concentraciones crecientes de
dichas NPaAg (de 0,15 a 75 pg/mL) contra cepas de S. aureus, P. aeruginosa y K.
pneumoniae. Una vez trascurridas las 24 h de incubacion, se leyo la absorbancia a 600
nm en lector de placas y se determin6 la CMI como la minima concentracion a la cual no
habia crecimiento visible de bacterias en placas y ademas no se detectaba cambio en la
absorbancia. Para determinar la CMB se plaquearon todas las concentraciones para las
que se midid baja absorbancia con el propdsito de determinar en qué concentracion
minima se lograba la muerte del 99,9% del inoculo inicial (ver protocolos del Capitulo

3).

Los resultados de CMI y CMB para cada NPa se resumen en la Tabla 6.4. En el
caso de S. aureus y P. aeruginosa no se encontraron diferencias en el efecto
antimicrobiano entre las NPaAgAG y NPaAgTV, ya que ambas NPa presentaron la

misma CMI y CMB para cada cepa. Cabe destacar que S. aureus fue la cepa que mayor
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susceptibilidad present6 frente a ambas NPa, ya que el crecimiento se inhibié con una
CMlI de 1,2 pg/mL (NPaAgAG o NPaAgTV). En cambio, para P. aeruginosa la CMI fue
de 2,35 pg/mL para ambas NPa (el doble que para S. aureus). Sin embargo, la CMB para
ambas cepas bacterianas coincidié en 4,7 pg/mL (NPaAgAG o NPaAgTV). El menor
efecto inhibitorio de las NPa contra P. aeruginosa puede deberse a que estas bacterias
producen gran cantidad de EPS de consistencia gelatinosa de forma mas rapida que la
cepa S. aureus, por lo cual se requiere mayores concentraciones de iones Ag' que

difundan a través de la matriz polimérica para inhibir su desarrollo rapidamente.

La cepa de K. pneumoniae reveld un comportamiento diferencial tanto respecto a
las otras cepas estudiadas como también frente a la actividad antimicrobiana de cada
NPaAg. En primer lugar, el valor més alto de CMI para esta cepa respecto de S. aureus 'y
P. aeruginosa indica una menor susceptibilidad a la accion de las NPaAg. Cabe destacar
que la cepa de K. pneumoniae ensayada es una bacteria multiresistente a agentes
antimicrobianos y es de esperarse una mayor resistencia. Las NPaAgAG mostraron para
K. pneumoniae una CMI = CMB = 9,4 pg/mL, mientras que en el caso de las NPaAgTV
el valor obtenido fue 4,7 ng/mL indicando que las NPa sintetizadas con ExTV presentan

mayor efecto bactericida que las NPaAgAG contra esta bacteria.

Tabla 6.4. Resultados de la CMI y CMB obtenidos para las NPaAgAG y NPaAgTV.

Cepa NPaAgAG NPaAgTV
CMI (pg/mL) CMB (pg/mL) CMI (ng/mL) CMB (pg/mL)
S. aureus 1,2+0,1 4,7+0,3 1,2+0,1 4,7+0,3
P. aeruginosa 2,35+0,25 4,7+0,3 2,35+0,25 4,7+0,3
K. pneumoniae 9,4+1,2 9,4+1,2 4,7+0,3 4,7+0,3

También se evalud cualitativamente la capacidad de liberacion de iones Ag™ de
las NPaAgAG y NPaAgTV en medios de cultivos de agar mediante ensayos de halo de
inhibicion. Primeramente, se inoculd 100 pL de una suspension con ~10% UFCs/mL de
cada cepa estudiada sobre agar-agar solidificado en placa de Petri. Luego, se retird con
sacabocado 5 mm de agar-agar en el centro de placa y se sembraron 100 pL de suspension
de 5 0 10 pg/mL de cada NPa, es decir masas de 0,5 ng y 1 ug de NPa respectivamente
en el centro de la placa. Tras 24 h de incubacion en estufa de cultivo, se procedid a
determinar el halo de inhibicion midiendo el didmetro de difusion de las NPaAg y de los

iones Ag". Los resultados se resumen en la Tabla 6.5.
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Se pudo comprobar que las NPaAgAG y NPaAgTV no presentaron halo de
inhibicion evidente para una masa de NPa de 0,5 pg (100 uL de 5 pg/mL), lo cual indica
que las NPaAg y los iones Ag" que han difundido en la superficie del agar no llegaron a
alcanzar niveles suficientes para ejercer accion antimicrobiana. En cambio, para una masa
de NPa de 1 pg (100 puL de 10 pg/mL) se encontraron halos de inhibicién de ambas
NPaAg para todas las cepas estudiadas revelando que se alcanzaban valores capaces de
ejercer inhibicion del crecimiento bacteriano (valores cercanos a la CMI en dichas
regiones). Los halos fueron ligeramente mas grandes para las NPaAgTV, mostrando, en
coincidencia con otros autores [308,309], que el tamafio mas pequenio de estas NPa
podrian acelerar o aumentar el proceso de liberacion de iones Ag” y su difusion en medios
de cultivos de agar. Asimismo, la presencia de los FF componentes del TV puede ejercer

un efecto adicional [299]. En la Figura 6.16 se muestran algunos ejemplos de los halos

encontrados.
Tabla 6.5. Halo de inhibicion de las NPaAgAG y NPaAgTV.
NPaAgAG NPaAgTV
Cepa 100puL de 100uL de 100uL de 100puL de
5 pg/mL 10 ug/mL 5 pg/mL 10 ug/mL
S. aureus Sin halo 13,4 + 0,6 mm Sin halo 15+ 0,5 mm
P. aeruginosa Sin halo 12 £0,8 mm Sin halo 14+ 1 mm
K. pneumoniae Sin halo 13+ 0,7 mm Sin halo 13,8+ 0,7 mm
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£

Figura 6.16. Halos de inhibicion obtenidos inoculando 100 pL de solucién de 5 pg/mL o 10
pg/mL de NP de Ag. A) NPaAgTV (5 pg/mL) contra S. aureus (sin halo), B) NPaAgAG (5

pg/mL) contra S. aureus (sin halo), C) NPaAgTV (10 pg/mL) contra P. aeruginosa, D)
NPaAgAG (10 pg/mL) contra P. aeruginosa y E) NPaAgTV (10 ng/mL) contra K. pneumoniae.

La barra negra indica el diametro de inhibicion.

6.3.4 Ensayos de citocompatibilidad y citotoxicidad celular

La citocompatibilidad y citotoxicidad celular de las NPaAgAG y NPaAgTV fue
evaluada a través de diferentes ensayos (MTT, RN, tincién con naranja de acridina) en
rangos de concentraciones de Ag total de 5 a 80 pg/mL. Se seleccionaron valores mas
altos que la CMB con el propdsito de evaluar si las células eucariotas (fibroblastos y pre-
osteoblastos) se ven afectadas por las concentraciones de Ag total que inhiben el

crecimiento de las bacterias.

6.3.4.1 Reduccion de MTT
La actividad mitocondrial se determiné por ensayos de reduccion de MTT, acorde
a los protocolos descriptos en el Capitulo 3. Las NPaAgAG presentaron citotoxicidad a
partir de concentraciones mayores a 20 pg/mL, tanto para células fibroblasticas como pre-
osteoblasticas (Figura 6.17-A y B, respectivamente). En el caso de células pre-

osteoblasticas, la viabilidad celular cae drasticamente a partir de concentraciones de 20
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pug/mL, mientras que en células L929 la disminucidn de la viabilidad celular es progresiva
y acorde a curvas tipicas de dosis-respuesta de agentes citotoxicos.

Para las NPaAgTV se revelaron resultados similares, con disminucién de la
citocompatibilidad a partir de concentraciones mayores a 20 pg/mL. Nuevamente, las
células pre-osteoblasticas fueron mas susceptibles a la accion citotoxica de las NPa, ya
que la viabilidad celular cae drasticamente con concentraciones de 20 pg/mL, al igual que
en el caso de las NPaAgAG (Figura 6.17-C y D)

Un dato ampliamente utilizado para evaluar la citotoxicidad de compuestos o
reactivos es el valor de la tasa EC50 (por sus siglas en inglés, effective concentration 50)
que se define como la concentracion del agente que provoca la reduccion del 50% de la
viabilidad celular. A partir de los datos de la Figura 6.16, se resumen en la Tabla 6.6 los
valores de EC50 determinados por ensayo de MTT. Como puede verse, las células
fibroblasticas L929 presentan mayor EC50 y, por lo tanto, son mds resistentes a los

efectos citotoxicos de las NPa en suspension.

Tabla 6.6 Valores de la EC50 obtenidos para las NPaAgAG y NPaAgTV en el ensayo

de reduccion de MTT.
Linea celular NPaAgAG NPaAgTV
L929 20-40 pg/mL 20-40 pg/mL
MC3T3-E1 > 10 pg/mL > 10 pg/mL
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Figura 6.17. Citotoxicidad determinada por disminucion de la actividad mitocondrial a través
del ensayo de reduccion de MTT. A y B) NPaAgAG, Cy D) NPaAgTV. *** indica diferencias

con el control de células (p<0,01).

6.3.4.2 Reduccion de RN

La citotoxicidad de las NPaAg sintetizadas por NEC se determind también
mediante el ensayo de reduccion de RN que permite estimar la viabilidad celular

evaluando la actividad lisosomal, acorde a lo explicado en el Capitulo 3.

Las NPaAgAG revelaron similares efectos citotoxicos para células fibroblasticas
y pre-osteoblasticas donde a partir de 20 pg/mL se reduce la actividad lisosomal
significativamente en relacion con el control de células sin NPa (Figura 6.18-A y B). En

el caso de las NPaAgTV, se observa que la actividad se mantiene hasta concentraciones
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de 40 pg/mL para células fibroblasticas, mientras que para células pre-osteoblasticas
disminuye considerablemente a partir de 20 pg/mL (Figura 6.18-C y D). Estos resultados

sugieren que las células pre-osteoblasticas son mas susceptibles a la accion citotoxica de

estas NPa.
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Figura 6.18. Citotoxicidad determinada por disminucion de la actividad lisosomal a través del
ensayo de reduccion de RN. A y B) NPaAgAG, C y D) NPaAgTV. *** indica diferencias con el
control de células (p<0,01).

En la Tabla 6.7 se resumen los valores calculados de EC50 para las NPaAgAG y
NPaAgTV. Al igual que los resultados de MTT, las células MC3T3-E1 mostraron mayor
sensibilidad a la accion citotoxica de las NPaAgTV. Sin embargo, ambas NPaAg
revelaron mayores valores de EC50 por RN que los correspondientes a MTT. Esto
indicaria, que las NPaAg obtenidas por NEC presentan mayores niveles de citotoxicidad

a nivel mitocondrial que a nivel lisosomal.
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Tabla 6.7 Valores de la EC50 obtenidos para las NPaAgAG y NPaAgTV en el ensayo

de reduccion de RN.
Linea celular NPaAgAG NPaAgTV
L929 20-40 pg/mL 40-80 pg/mL
MC3T3-E1 20-40 pg/mL >20 pg/mL

6.3.4.3 Viabilidad celular por tincion con naranja de

acridina

Finalmente, se evalu6 la citocompatibilidad de las NPaAgAG y NPaAgTV a
través de la tincién con naranja de acridina. Para esto, se sembraron 100.000 células en
cada pocillo de una placa de 6 wells y se incubaron por 24 h para su crecimiento.
Posteriormente, se retir6 el medio de cultivo y se adicion6 en cada uno una concentracion
de NPaAg de 5, 10, 20, 40 o 80 pg/mL disueltos en medio de cultivo DMEM. Como
control, se utilizaron cé€lulas sin tratamiento con NPaAg. Tras 24 h de cultivo se revelaron

los ensayos y se calculo el area cubierta por células, tal como fue descripto en el Capitulo

3.

Los resultados del ensayo de tincion con naranja de acridina revelaron que, en
forma similar a los ensayos previos, las NPaAgAG disminuyeron la viabilidad celular a
partir de concentraciones de 20 pg/mL en células fibroblasticas, mientras que para células
pre-osteoblasticas la viabilidad se redujo a partir de 40 pg/mL (Figura 6.19-A y B,
respectivamente). Por otro parte, las células L929 mostraron una disminucion progresiva
de la viabilidad celular con el aumento de las concentraciones de las NPaAgAG acorde a
las tipicas curvas de dosis-respuesta. En cambio, las células pre-osteoblasticas
mantuvieron la viabilidad celular hasta 20 pg/mL, pero a partir de concentraciones de 40
pg/mL la viabilidad cay6 drasticamente a valores cercanos a cero, ya que no se
encontraron células viables adheridas sobre el well de la placa multipocillo. Esto indicaria
que las NPaAgAG a concentraciones mayores de 20 pg/mL producen la muerte y
desprendimiento completo de las células pre-osteoblasticas, revelando, en coincidencia
con otros ensayos de citotoxicidad, que estas células son mas susceptibles a la accion

citotoxica de las NPaAgAG que las células fibroblasticas.
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En el caso de las NPaAgTV se observo una disminucion de la viabilidad
progresiva de las células fibroblasticas con el aumento de la concentracion de las NPa
(Figura 6.19-C), similar a lo observado con NPaAgAG para estas mismas células. En
cambio, para las células pre-osteoblasticas se observa una disminucion de la viabilidad
celular de 50% aproximadamente para concentraciones de 20 pg/mL y, al igual que las
NPaAgAG, a partir de 40 pg/mL se produce la muerte y desprendimiento completo de

las células pre-osteoblasticas (Figura 6.19-D).

En la Tabla 6.8 se resumen los valores de EC50 determinados por tinciéon con
naranja de acridina. Los resultados muestran que las NPaAg obtenidas por NEC son

citocompatibles hasta concentraciones menores que 20 pg/mL.
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Figura 6.19. Citocompatibilidad determinada por tincion con naranja de acridina A y B)

NPaAgAG, Cy D) NPaAgTV. *** indica diferencias con el control de células (p<0,01).
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Tabla 6.8 Valores de la EC50 obtenidos para las NPaAgAG y NPaAgTV en los ensayos

de tincion con naranja de acridina.

Linea celular NPaAgAG NPaAgTV
L929 20 pg/mL 20 pg/mL
MC3T3-E1 > 20 pg/mL 20 pg/mL

6.3.4.4 Comparacion de los resultados de citotoxicidad evaluada

por distintos métodos

A partir de los resultados obtenidos por reduccion de MTT y RN y de viabilidad
con naranja de acridina se puede concluir que las NPaAgAG y NPaAgTV son
citocompatibles hasta concentraciones mas elevadas que las toleradas por las bacterias
(CMB). Los resultaron mostraron que, mientras que con concentraciones de 5 pg/mL
(para S. aureus S. aureus 'y P. aeruginosa) o de 10 pg/mL (para K. pneumoniae) se alcanza
un efecto bactericida (CMB), para producir una disminucioén similar de la viabilidad
celular se requieren concentraciones de NPaAg mayores a 20 pg/mL para producir la
muerte del 50% o mas de las células fibroblasticas y pre-osteoblasticas. Por lo tanto, las
NPaAg sintetizadas en este trabajo presentan buena citocompatibilidad para tolerar las
CMI capaces de erradicar las bacterias y combatir infecciones bacterianas en sistemas

bioldgicos.

6.3.5 Analisis comparativo de las caracteristicas fisicoquimicas de
las NPaAgTV y NPaAgAG, su accion antimicrobiana y su
citocompatibilidad evaluada en células fibroblasticas y pre-

osteoblasticas

Los resultados obtenidos por TEM y DLS permiten concluir que las NPa
sintetizadas por NEC son estables por periodos largos de tiempo, manteniendo su tamafio
nanométrico y sin sufrir procesos considerables de aglomeracion durante su
almacenamiento. Ademas, las NPaAgAG y NPaAgTV frescas no sufren grandes cambios
en respuesta a la fuerza i6nica de soluciones de PBS, manteniendo su polidispersidad
inicial y tamafio. En cambio, las suspensiones de ambas NPa almacenadas por tiempos
mayores a 6 meses han mostrado que son susceptibles a los cambios de fuerza idnica y

composicion del medio, experimentando procesos de aglomeracion y aumento

217



considerable de la polidispersidad en PBS. Por ese motivo seria aconsejable almacenarlas

en el medio original.

Como se menciono en el apartado 6.1, la liberacion de los iones Ag’ es el
principal, aunque no el inico, mecanismo antimicrobiano propuesto para la actividad
biocida de las NPaAg. Se ha demostrado que cuando las NPaAg se encuentran a pH
neutro, como el fisiologico, el o6xido de plata AgrO superficial, que se forma
espontaneamente sobre la superficie de las NPaAg (ver Ecuaciéon 6.1 y 6.2), conforma
grupos Ag-OH que, por ligera acidificacion del medio, pueden protonarse formando
grupos Ag-OH,, favoreciendo la liberacion de iones Ag” [310,311]. Algunos autores
consideran que el mecanismo antimicrobiano estd basado en la difusion y facil
penetracion de estos cationes en la membrana bacteriana produciendo dafio celular por
estrés oxidativo y aumentando la produccion de ROS que dafian organelas, proteinas y
lipidos intracelulares y el ADN microbiano [312]. Es decir, que los iones Ag" alteran e
impiden el correcto funcionamiento metabolico de las bacterias provocando su muerte o

lisis celular.

Sin embargo, algunos investigadores también consideran otras alternativas para
interpretar los mecanismos antimicrobianos de las NPaAg, como por ejemplo [309,313]:
1) su adhesion a la membrana plasmatica de las bacterias alterando su permeabilidad o
incluso provocando la disrupcion de 1a misma, 2) internalizacion de las NPaAg dentro del
citoplasma bacteriano ocasionando la interrupcion del metabolismo normal por
interaccion con proteinas intracelulares y ADN microbiano, y 3) cambios en las vias de
sefializacion celular que provocan apoptosis y muerte celular. Por lo tanto, la accion
antimicrobiana de las NPaAg podria ser multi-target y afectar la viabilidad bacteriana por
diferentes vias, lo cual, a su vez, dificultaria el desarrollo de mecanismos de resistencia
microbiana. Sin embargo, se ha reportado que en condiciones especificas y particulares
(como por ejemplo, el crecimiento repetitivo de un mismo cultivo bacteriano expuesto a
NPaAg o el crecimiento de un cultivo con concentraciones inferiores a la CMI de
determinadas NPaAg, entre otros) ciertas cepas bacterianas pueden desarrollar
mecanismos de resistencia microbiana a NPaAg por incremento de la produccion de
proteinas que atrapan y/o agregan las NPaAg reduciendo o eliminando su accién

bactericida [314,315].
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La actividad antimicrobiana de las NPaAg ha sido ampliamente demostrada tanto
para cepas Gram negativas como Gram positivas. La técnica més empleada para evaluar
la capacidad antimicrobiana de NPaAg contra bacterias planctonicas es la determinacion
de la CMI y CMB, ya que son técnicas estandarizadas, reproducibles y comparables para
diferentes agentes antimicrobianos. En la bibliografia se ha informado una amplia
variedad y rangos de valores de CMI y CMB para diferentes tipos de NPaAg, ya que en
definitiva el valor de estos parametros depende del tamafio, forma, carga, dispersidad,
aglomeracion, recubrimiento o capping de las NPaAg y de su capacidad de liberar iones
Ag[269]. A modo de ejemplo de la variabilidad de resultados obtenidos se ha reportado
que NPaAg de 9-16 nm de diametro y recubiertas por PVP obtenidas por sintesis quimica
tradicionales presentaron una CMB de 15 pg/mL para S. aureus, E. coli 'y P. aeruginosa
[316] mientras que NPaAg de 5-8 nm también recubiertas con PVP revelaron una CMB

de 60 y 120 pg/mL para E. coli y S. aureus, respectivamente [317].

En el caso de las NPaAg sintetizadas por NEC, Martinez-Castafion et al. [318]
determinaron la CMI de NPaAgAG de tres tamafios (7, 29 y 89 nm) y los valores
encontrados fueron desde 6,25 a 11,8 pg/mL para E. coli y desde 7,5 a 33,7 pg/mL para
S. aureus; siendo los valores de la CMI mas bajos para las NPaAgAG mas pequeias lo
cual indica la importancia del tamafio en la accion bactericida. Kim et al. [280] emplearon
NPaAgAG de 8 nm promedio y encontraron que la CMI para E.coli fue de 20 ug/mL y
de 50 pg/mL para S. aureus. Por otra parte, Rolim ef al. [306] sintetizaron NPaAgTV de
5 nm promedio y determinaron que la CMI fue igual que la CMB resultando valores
notablemente altos (250 pg/mL) para S. aureus y K. pneumoniae y valores de 30 ug/mL
para P. aeruginosa. En contraposicion, Sun ef al. [300] obtuvieron NPaAgTV de 20 nm
promedio con alta actividad antimicrobiana para E.coli ya que la CMIy CMB fue de 1,56
pg/mL. Nuestros resultados, arrojaron valores de CMI y CMB inferiores (ver Tabla 6.6)
a los valores generalmente informados para NPaAg obtenidas tanto por métodos
tradicionales como por procedimientos NEC. Sin embargo, es importante destacar que
los valores de CMI y CMB pueden variar dependiendo del método empleado, la cepa
analizada, el medio de cultivo empleado y, lo mas importante, de la naturaleza propia e

individual de cada NPaAg [271,314,319].

Por otra parte, en los ensayos con la cepa de K. pneumoniae (conocida por ser
multiresistente) se observo que el tamafio de las NPa podria influir en la accién

bactericida determinada por CMI y CMB, ya que los valores de CMI y CMB obtenidos
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para NPaAgTV fueron la mitad que los observados para las NPaAgAG (cuyo tamafo
promedio es casi el doble que las NPaAgTV) (ver Tabla 6.6). Por otra parte, siendo la
CMI = CMB puede inferirse que inicialmente la cepa de K. pneumoniae es mas resistente
a la accion de las NPa, cualquiera sea el mecanismo involucrado, que las otras cepas; pero
que una vez que se logra el efecto inhibitorio también se alcanza inmediatamente el efecto
bactericida dada la mayor concentracion del agente antimicrobiano. Ademas, el menor
tamafio y por lo tanto mayor superficie expuesta, podria conducir a una mayor liberacion
de los FF componentes del TV que podrian contribuir a la accidon bactericida de los iones.
En cambio, en cepas de S. aureus y P. aeruginosa (cepas que no presentan
multiresistencia) los valores de CMI y CMB fueron coincidentes para NPaAgTV y
NPaAgAG (ver Tabla 6.6). Existe un gran acuerdo que la mayor actividad antimicrobiana
de las NPa pequenas se asocia a dos motivos: i) primero a que pueden penetrar la
membrana bacteriana y alojarse dentro del citoplasma interfiriendo con funciones vitales,
y ii) segundo a que su menor tamafo aumenta la relacion superficie/volumen
favoreciendo la libracion de iones Ag" que aumentan la generacion de dafio por
incrementos de ROS [320]. A modo de ejemplos, Skomorokhova ef al. [321] demostraron
que NPaAg de 10, 20 y 75 nm presentan una relacion lineal decreciente del poder
bactericida contra E. coli para mayores tamafios de NPaAg. En concordancia, Korshed e?
al. [308] reportaron que NPaAg de 19 nm presentan mayores niveles de produccion de
ROS que NPaAg de 47nm, provocando mayor dafio celular contra E. coli. Por lo tanto,
es posible inferir que las NPaAgAG y NPaAgTV sintetizadas en el presente Trabajo de
Tesis afecten la viabilidad de las bacterias estudiadas por diferentes vias y mecanismos,
generando la muerte por: i) liberacion de iones Ag', ii) incremento de ROS, iii)

penetracion de la membrana bacteriana, entre otros.

En cuanto a la citotoxicidad en células eucariotas, NPaAgAG y NPaAgTV
presentaron niveles de toxicidad mas bajos en células fibroblasticas y pre-osteoblasticas
de ratén en comparacion a las cepas bacterianas ensayadas. Se han reportado resultados
similares para NPaAg de 27 nm que presentaron alta toxicidad en cepas de E. coli, P.
aeruginosa 'y S. aureus, pero no se encontraron efectos toxicos significativos en lineas
celulares endoteliales humanas [309]. En sintonia, Korshed et al. [308] sintetizaron
NPaAg con alta actividad antimicrobiana contra E. coli, sin presentar efectos toxicos en
células epiteliales y fibroblasticas humanas a las concentraciones ensayadas. Sin

embargo, la citocompatibilidad dependeria del periodo de incubacidon testeado ya que hay
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estudios que demuestran que en células osteoblasticas y mesenquimales humanas la
citotoxicidad de las NPaAg comienza a manifestarse luego de 7 dias de incubacion para
concentraciones de 25 pg/mL o de 21 dias para concentraciones de 10 ug/mL [322].
Asimismo, Albers ef al. encontraron efectos citotoxicos en osteoblastos a concentraciones

de 5 pg/mL luego de 72 h de incubacion [323].

La menor toxicidad de las NPaAg en células eucariotas con respecto a las bacterias
puede deberse a que las primeras presentan mecanismos de detoxificacion mas avanzados
que las bacterias, ya que cuentan con organelas especificas (lisosomas y sistemas de
endomembranas) capaces de internalizar las NPaAg y descomponerlas. Ademads, las
células eucariotas presentan el ADN protegido en el nticleo, por lo cual la interaccion de
las NPaAg o de los iones Ag" con el ADN es mas baja, en comparacion a las bacterias
cuyo ADN se encuentra libre dentro del citoplasma [324]. Esta particularidad es muy
importante ya que permitiria combatir las infecciones utilizando valores de CMB que son

inferiores a los niveles toxicos para las células eucariotas.

6.4 Conclusiones

A partir de los resultados presentados en este Capitulo se puede concluir que es
posible obtener NPaAg de tamafio nanométricos estables en el tiempo (> 6 meses)
empleando procedimientos NEC.

La sintesis con AG produjo una suspension de NPaAgAG de coloracion amarilla
intensa con una banda de resonancia de plasmones a 400 nm, una poblacion principal con
tamafio promedio de 17,5 nm (>88% de las NPa de la muestra) y una segunda poblacion
pequefia de mayor tamafo (valor promedio de 42,5 nm). El histograma de frecuencias
derivado de las mediciones por S-TEM muestra que la sintesis de NPaAgAG da lugar a
una poblacion polidispersa con un rango de NPaAg medidas por S-TEM de 2 a 75 nm. El
analisis por DLS también mostré polidispersidad y dos poblaciones principales. El
rendimiento de reaccion determinada por ICP-OES fue de 96%. La composicion del
capping de AG fue investigada por ATR-FTIR y present6 sefales caracteristicas de este
FF y se detecto la presencia del grupo COO".

La sintesis con ExTV mostré suspensiones de NPaAgTV de coloracion amarillo-
anaranjada con una banda de resonancia de plasmones a 418 nm. A través de mediciones
por S-TEM se determiné el histograma de frecuencias con una unica poblacion de un
tamafio promedio de 9 nm. Estos resultados, junto al valor del PDI (~ 0,20) y el

histograma de frecuencia, sugieren que la sintesis con ExTV produce una poblacién de
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NPaAgTV monodispersa y con menor rango de tamafios (2 a 27 nm) y un menor
rendimiento de reaccion (86% medido por ICP-OES) que las NPaAgAG. El capping de
las NPaAgTV revel6 sefiales por ATR-FTIR caracteristicas de catequinas y taninos,
principales componentes de ExXTV. Ademas, se detecto la presencia del grupo COO", al
igual que en el caso de las NPaAgAG.

Las NPaAgAG y NPaAgTV mostraron estabilidad durante su almacenamiento en
heladera hasta periodos de 6 a 12 meses, sin que se afecte significativamente su tamafio
promedio determinado por DLS. Asimismo, las suspensiones frescas de estas NPaAg se
vieron poco desestabilizadas por la fuerza idnica de soluciones de PBS, sin embargo, se
observd que las suspensiones con un tiempo de almacenamiento mayor a 6 meses se
vieron afectadas en el tamafo promedio y polidispersidad determinadas por DLS.

Ambas NPaAg sintetizadas por NEC mostraron alta actividad antimicrobiana
determinada por CMI y CMB donde con concentraciones de menores a 5 ug/mL se logra
efecto bactericida para todas las cepas estudiadas. Ademas, las NPaAgAG y NPaAgTV
fueron citocompatibles hasta concentraciones menores a 20 pg/mL, indicando que
utilizando concentraciones > 5 pg/mL (CMI) y <20 pg/mL (citotoxicidad) se pueden

combatir posibles procesos infecciosos de bacterias planctonicas.

Finalmente, las NPaAgAG y NPaAgTV presentan caracteristicas fisicoquimicas
(tamafio nanométrico y presencia del grupo COO™ en el capping) y antimicrobianas (bajas
dosis para producir inhibicién o muerte bacteriana) que las convierten en promisorias para
la evaluacion de su adhesion sobre Ti (previa funcionalizacion con fitocompuestos) y
conferirles actividad antimicrobiana con el fin de combatir o prevenir procesos

infecciosos. Este desarrollo se describira en el proximo Capitulo.
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Capitulo 7: Inmovilizacion de las nanoparticulas de plata
sobre la superficie de materiales de Ti modificados

superficialmente.

7.1 Introduccion general

La combinacién de dos o mas nanoproductos con actividades antimicrobianas
sinérgicas es una estrategia novedosa para desarrollar superficies multifuncionales que
prevengan la adhesion y crecimiento de bacterias, combatiendo la formacion de biofilms.
Larelevancia de estas superficies radica en el hecho de combinar la accién antimicrobiana
de dos agentes con el objetivo de atacar a las bacterias sésiles en diferentes niveles
metabolicos (a nivel de membrana, ADN, quorum sensing, produccion de EPS, etc) [34].

En la fabricacion de superficies multifuncionales se incluyen diferentes
combinaciones de agentes antimicrobianos, como por ejemplo NPa+NPe, NPa+
antibiodticos, NPa + fotosensibilizadores, péptidos y proteinas antimicrobianas, etc. Se han
reportado superficies multifuncionalizadas de Ti que combinan NPa con antibidticos
(ampicilina y vancomicina y NPaAg inmovilizadas), con efectos antimicrobianos
sinérgicos contra S. aureus [325,326]. Asimismo, hidrogeles de poliacrilamida cargados
con ampicilina o NPaAg mostraron una importante actividad bactericida contra dicha
bacteria [327] Por otra parte, hidrogeles de quitosano con deposicion in-situ de NPaAg
confirieron propiedades antimicrobianas contra S. aureus y E. coli adheridos a superficies
de Ti [328].

La utilizacion de péptidos, proteinas o biopolimeros antimicrobianos y
citocompatibles, pueden conferir a los materiales de Ti otras propiedades bioldgicas
interesantes, como aumento de la biocompatibilidad y/o actividad osteogénica.
Recientemente se han reportado superficies de Ti multiproposito tales como NPe de 2
péptidos antimicrobianos [329] recubrimientos de polidopamina+NPaAg [330] y las
funcionalizadas con lactoferrina+tNPaAg que, ademés de propiedades antimicrobianas,
presentan oseointegracion mejorada [57].

Como se demostr6 en el Capitulo 5, las MPN desarrolladas sobre materiales de Ti
presentan actividad antibiofilm. Se ha informado previamente que, algunos sistemas,
también pueden presentar propiedades osteogénicas in vitro e in vivo [249]. Asimismo,
se ha reportado el desarrollo de sistemas de MPN de AT+Fe®" con inmovilizacion de

NPaAg obtenidas por sintesis tradicionales para recubrimientos de fibras de madera para
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aplicaciones ambientales [331] y sobre diferentes fibras textiles para usos industriales

[209].

En el Capitulo 5 se demostréo que las muestras de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG
presentan actividad antiadherente y antibiofilm, es decir que, si bien no muestran
caracteristicas biocidas, inhiben la adhesion de las bacterias y reducen la produccion de
EPS impidiendo la formacion posterior del biofilm. Las bacterias adheridas, al estar
aisladas entre si y sin suficiente EPS que las proteja, son mas susceptibles a la accion de
otros agentes antimicrobianos. Por otra parte, en dicho Capitulo se demostr6 que, cuando
se combina la accion antibiofilm de Ti-MPN-AG o Ti-MPN-PG con un antibidtico como
la amikacina, se observa una actividad antimicrobiana sinérgica capaz de reducir en 5
o6rdenes de magnitud la cantidad de UFCs/cm? practicamente eliminando el biofilm
formado. En el presente Capitulo se pretende lograr la erradicacion de los biofilms, para
ello se utilizard como posibles agentes antimicrobianos sinérgicos a las NPaAgAG o
NPaAgTV inmovilizadas sobre las superficies de Ti-MPN-AG o Ti-MPN-PG y se
investigard su eficacia antibiofilm y antibacteriana, asi como su potencial poder
erradicador de bacterias. Se describe por lo tanto el desarrollo de dichas superficies
multifuncionalizadas de Ti que combinan la formacion las MPN (Capitulo 5) con la
posterior inmovilizacion de NPaAgAG y NPaAgTV (Capitulo 6). De esta forma, se
evaluara el desarrollo de un novedoso sistema mixto entre NPe y NPa obtenido

completamente por NEC.

7.2 Materiales v métodos

7.2.1 Preparacion de las muestras

Se utilizaron muestras de T1 control, Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG obtenidas como
se describi6 en el Capitulo 5. En algunos casos y con fines comparativos, las muestras de

Ti control fueron pulidas a espejo empleando sucesivamente papeles abrasivos P320,

P400, P600, P1000, P1500 y P2500 y luego pulidas con una suspension de silice coloidal.

7.2.2 Adhesion de las nanoparticulas de plata sobre la superficie de

Ti

La caracterizacion de las muestras de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG fue descripta

en el Capitulo 5, donde se demostrd que son estables y estan fuertemente adheridas sobre
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Ti. Sobre dicho sistema se inmovilizaron NPaAgAG y NPaAgTV preparadas segun lo

reportado en el Capitulo 6.

Para inmovilizar las NPaAgAG y NPaAgTV sobre Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG se
colocaron las muestras en wells dentro de una placa de 24 pocillos y en cada uno de ellos
se adiciond6 1 mL de las suspensiones de las NPaAgAG y NPaAgTV con una
concentracion de aproximadamente 20 pg/mL, manteniendo la placa multipocillo cerrada
y a temperatura ambiente por 3 h, siguiendo la metodologia recientemente reportada para
sistemas similares [48,57,332]. Finalizado dicho periodo, las muestras con NPaAgAG o
NPaAgTV inmovilizadas sobre las superficies de Ti-MPN-AG (Ti-MPN-AG+NPaAgAG
y Ti-MPN-AG+NPaAgTV, respectivamente) y Ti-MPN-PG (Ti-MPN-PG+NPaAgAG y
Ti-MPN-PG+NPaAgTV, respectivamente) fueron lavadas en agua Milli-Q para eliminar
aquellas NPa que no estuvieran fuertemente adheridas. También se evaluo la adherencia
sobre Ti control de las NPaAgAG y NPaAgTV (Ti+NPaAgAG y Ti+NPaAgTV) con

fines comparativos.

7.2.3 Caracterizacion fisicoquimica

La inmovilizacion de las NPaAgAG y NPaAgTV sobre las diferentes superficies
fue evaluada por AFM. Ademas, se investigo la estabilidad de la union de las NPa a la
superficie sumergiendo las muestras Ti-MPN-PG+NPaAgAG, Ti-MPN-PG+NPaAgTV,
Ti-MPN-AG+NPaAgAG y Ti-MPN-AG+NPaAgTV en sendas soluciones de PBS por 24
h. Cumplido dicho periodo se volvieron a tomar imagenes AFM para comprobar si las
NPa seguian adheridas sobre la superficie y se tomaron espectros UV-visible de las
soluciones de PBS para detectar posibles NPa liberadas.

Se evaluo la hidrofilicidad de las superficies resultantes a través de medidas del

angulo de contacto en forma similar a lo descripto en Capitulos previos.

7.2.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Se estudid la actividad antimicrobiana de las diferentes superficies contra S.
aureus a 3 h 'y 24 h de incubacion para evaluar la colonizacion inicial y la posible
formacion de biofilm temprano respectivamente sobre las superficies modificadas. Se
utiliz6 medio GMP para evitar interferencias en la accién antimicrobiana de las NPaAgy

se empled el protocolo de ensayo descripto en la Seccion 3.3.5 del Capitulo 3. La
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actividad antimicrobiana fue evaluada por recuento en placa de UFCs, tincion Live/Dead

y cuantificacion de la produccion de EPS por tincién Sypro Ruby.
7.2.5 Citocompatibilidad celular y actividad osteogénica

Para determinar la citocompatibilidad de las muestras obtenidas, se determind el
area cubierta por células fibroblasticas (L929) y pre-osteoblasticas (MC3T3-E1l) por
tincidon con naranja de acridina luego de 1, 2, 5 y 7 dias de incubacion. También se
determind la actividad osteogénica de las superficies en estudio a través de la
cuantificacion de produccion de FAL colageno tipo I y mineralizacion por depdsitos de

calcio tal como se detalla en el Capitulo 3 (Seccion 3.2).

7.2.6 Analisis estadisticos
Todos los ensayos presentados en este Capitulo fueron realizados al menos por
triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA (test de Bonferroni) previamente confirmada la

normalidad de los datos con un nivel de confianza del 95%.

7.3 Resultados vy discusion

7.3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las superficies de Ti con
NPaAg
7.3.1.1 Estudio de la adhesion de las NPaAg sobre superficies de
Ti por AFM.

En primer lugar, se evalud la inmovilizacion de las NPaAgAG y NPaAgTV (con
periodos de almacenamiento menor a 6 meses) sobre materiales de Ti control con el
proposito de determinar la interaccion de las NPa con el TiO2. Como se describio en
capitulos anteriores, las muestras de Ti control presentan una topografia nanoestructurada
altamente rugosa en la cual se pudo detectar la presencia de NPaAgAG (Figura 7.1-A) y
NPaAgTV (Figura 7.1-D). Tanto sobre las muestras de Ti+NPaAgAG como sobre las de
Ti+NPaAgTV se encontr6 después de 3 h una baja cantidad de NPa, adheridas en forma
individual sobre la superficie metalica y se observaron también aglomerados. Con fines
comparativos se evalud la inmovilizacion de las NPaAg sobre Ti empleando muestras de
Ti control pulido a espejo (Ti control-PE). En este caso se observo muy poca adhesion de
dichas NPa después de 3 h, las mismas se encontraban aisladas o bien formando pequeiios

aglomerados (Figura 7.1-B y C). Por otra parte, la adhesion de NPaAgTV también fue
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escasa sobre el Ti control-PE, y se observaron principalmente aglomerados con un
aspecto o forma similar a un “coliflor” (Figura 7.1-E y F). Estos resultados sugieren que
ambas NPaAg tienen baja afinidad para inmovilizarse sobre la superficie de Ti. Ademas,
las NPaAgAG tienden a adherirse de forma solitaria, mientras que las NPaAgTV lo hacen
principalmente en forma de aglomerados. En ese sentido, la formacion de aglomerados
reduce la relaciéon superficie/volumen y, por lo tanto, disminuye la capacidad de
liberacion de iones Ag' por parte de las NPaAg. Este comportamiento ya ha sido
reportado por otros autores [48] y se ha visto que la presencia de diferentes coberturas
revierte esta situacion, permitiendo incrementar la cantidad de NPaAg inmovilizadas

sobre Tiy, a la vez, favorecer su adhesion en forma aislada [49,51].
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Figura 7.1. Imagenes AFM para: A) Ti control + NPaAgAG (5x5 pm?), B) Ti control-PE +
NPaAgAG (3x3 um?), C) Ti control-PE + NPaAgAG (1x1 um?), D) Ti control + NPaAgTV
(5x5 um?), E) Ti control-PE + NPaAgTV (3x3 um?) y F) Ti control-PE + NPaAgTV (1x1 pm?).

Las flechas fucsias indican NPa aisladas y las flechas celestes indican aglomerados.

Para aumentar la cantidad y la proporcion de NPaAg inmovilizadas en forma
aislada sobre la superficie de Ti, se desarrollaron MPN de AG y PG sobre la superficie

metalica y luego se inmovilizaron sobre ellas las NPaAgAG y NPaAgTV.
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Inmovilizacion de NPaAgAG sobre Ti-MPN-PG (Ti-MPN-PG+NPaAgAG):

Como se describi6 en el Capitulo 5, las muestras de Ti-MPN-PG presentan una
topografia mas lisa y homogénea que el control gracias al desarrollo de la MPN. En la
Figura 7.2 se muestran las imagenes AFM obtenidas para las muestras de Ti-MPN-
PG+NPaAgAG. En primer lugar, puede observarse que la cantidad de NPaAgAG
adheridas sobre la superficie de Ti aumenta considerablemente en comparacion al Ti
control (Figura 7.2-A). Ademas, dichas NPa se encuentran adheridas de forma aislada (no
se detectaron aglomerados) y se distribuyen en forma homogénea sobre toda la superficie
de Ti-MPN-PG (Figura 7.2-A y B). Por lo tanto, la presencia de la pelicula de MPN-PG
desarrollada sobre Ti aumenta considerablemente la capacidad de inmovilizar NPaAgAG
sobre su superficie.

Por otra parte, se evalu6 si la inmovilizacion de las NPaAgAG era estable sobre
las muestras de Ti-MPN-PG sumergiendo el sistema Ti-MPN-PG+NPaAgAG en PBS
por 24 h y volviendo luego a tomar imagenes AFM para observar posibles cambios. Se
comprobd, en imagenes a distintas escalas, que la adhesion de las NPaAgAG se mantiene
luego de 24 h de inmersion en PBS (Figuras 7.2-C y D, respectivamente). Estos resultados
indican que la inmovilizacion de las NPaAgAG sobre muestras de Ti-MPN-PG es fuerte
y estable. También se tomaron espectros UV-visible de las soluciones de PBS luego de
24 h de inmersion de las muestras de Ti-MPN-PG+NPaAgAG (resultados no mostrados)
y no se encontr6 sefial o maximo de absorbancia correspondiente a las NPaAgAG,
reforzando la idea que la adhesion de las NPaAgAG sobre Ti-MPN-PG es estable y que
estas NPa no se desprenden de la superficie en las condiciones ensayadas.

En las imagenes AFM de 1,7x1,7 pum? (Figura 7.2-B) se observa que las
NPaAgAG se encuentran inmovilizadas sobre la superficie de Ti-MPN-PG en forma
aislada, dejando espacios libres de NPa sobre la MPN. Ademads, a esta escala se pudo
medir el tamafio de las NPaAgAG inmovilizadas sobre Ti-MPN-PG a través de los
perfiles presentados en la Figura 7.2-E. Los valores de altura se corresponden con los
tamafios de las NPa medidos mediante DLS y TEM, indicando que las NPaAgAG son
cuasi esféricas, donde los tamafios de las NPa halladas sobre Ti-MPN-PG se encuentran

entre 18 y 45 nm, acorde a la polidispersidad de estas NPa.

230



413.3 nm

-606.3 nm

Height 1.0 um

D

138.6 nm 121.5 nm

-142.2 nm -151.0 nm

e

330.0 nm

Height 330.0 nm

50 45 nm
b 30 nm

1 I 1 1 1
0 100 200 300 400 500
22 nm

0 25 nm

v T T T Y T y T Y 1
0 100 200 300 400 500
] 18 nm

0 50 100 150 200
X/nm
Figura 7.2. Imagenes AFM para las muestras en distintas escalas para Ti-MPN-PG+NPaAgAG:
A) (5x5 um?), B) (1,7x1,7 um?); y para Ti-MPN-PG+NPaAgAG tras 24 h en PBS: C) (5x5
um?), D) (1,7x1,7 um?). E) Perfiles verde, azul y rojo de las NPaAgAG sefialadas con flechas de
los respectivos colores en la imagen B. Las flechas negras indican el punto de referencia para el

valor de la altura indicada en cada perfil.
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Inmovilizacion de NPaAgTV sobre Ti-MPN-PG (Ti-MPN-PG+NPaAgTV):

En el caso de las NPaAgTV se observo que las mismas se depositan recubriendo
toda la superficie de Ti-MPN-PG y en mayor proporcion que las NPaAgAG, (Figura 7.3-
A). El caso de las NPaAgTV adheridas se detecta gran superposicion lo cual dificulta su
individualizacion de forma precisa, a diferencia de lo observado para el caso de Ti-MPN-
PG+NPaAgAG (Figura 7.2-B). Estos resultados indican una mayor afinidad entre la
superficie de Ti-MPN-PG y las NPaAgTV y sugieren que las NPa se depositan unas sobre
las otras. Luego de 24 h de inmersion de las muestras Ti-MPN-PG+NPaAgTV en PBS se
constatod que no hay cambios en la topografia ni en el grado de adhesion de las NPaAgTV
(Figura 7.3-C y D), lo cual confirma que la unién de estas NPa sobre la superficie de Ti-
MPN-PG es estable.

A diferencias de las muestras de Ti-MPN-PG+NPaAgAG, sobre la superficie de
Ti-MPN-PG no se observan espacios libres de NPaAgTV en escalas de analisis de 1,7x1,7
pum?, indicando que las NPaAgTV tapizan toda la superficie de estudio (Figura 7.3-B y
D). En el perfil topografico tomado se encontraron NPaAgTV de 10 a 25 nm (Figura 7.3-
E), acorde al histograma de la distribucion de frecuencias de tamano para estas NPa (ver
Figura 6.12) También es importante mencionar que, aun en la escala 1,7x1,7 um?, es
dificil individualizar las NPaAgTV (especialmente las de tamaiios inferiores a 10 nm) por
la gran cantidad de NPa que tapizan la superficie de Ti-MPN-PG.

Todos estos resultados sugieren que las NPaAgTV presentan mayor afinidad que
las NPaAgAG para adherirse sobre Ti-MPN-PG. Esta mayor afinidad podria deberse a
los componentes del capping de las NPaAgTV ya que el mismo presentd sefiales de
diferentes FF (catequinas y taninos) que componen el ExTV, mientras que las NPaAgAG
solo presentan sefiales del AG. De forma que las NPaAgTV podrian interactuar con la Ti-
MPN-PG a través de los diversos grupos funcionales de los FF, mientras que las
NPaAgAG solo podrian interactuar a través de grupos -COO" y grupos -OH del AG. Por
otra parte, diversos autores han reportado que cappings de diferentes NPa desarrolladas
con extractos de polifenoles, con presencia de ECGCy TA, tienen efectos adhesivos tanto
para unirse entre ellas como a diferentes sustratos [84,333] lo cual, considerando la
variedad de componentes del ExTV, podria explicar la gran adherencia de las NPaAgTV
sobre Ti-MPN-PG.
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Figura 7.3. Imagenes AFM en diferentes escalas para las muestras Ti-MPN-PG+NPaAgTV: A)

(5x5 um?), B) (1,7x1,7 um?), y para Ti-MPN-PG+NPaAgTV tras 24 h en PBS: C) (5x5 pm?),

D) (1,7x1,7 um?). E) Perfil de las NPaAgTV sefialadas linea roja en B. Las flechas de colores
negro, azul y verde indican el punto de referencia para cada medida reportada en los picos

acorde a cada color.

Finalmente, la inmovilizacion de las NPaAgAG y NPaAgTV sobre la superficie

de Ti-MPN-PG también pudo ser detectada por cambios en los pardmetros de rugosidad

Ra, Rqy Rmax (Tabla 7.1). En presencia de las NPa, el valor de dichos parametros aumenta
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considerablemente respecto a la superficie Ti-MPN-PG, siendo mayor el efecto para las

NPaAgTV.

Tabla 7.1. Parametros de rugosidad obtenidos de imagenes AFM de 5x5 um?. Los datos
correspondientes a Ti-MPN-PG provienen de la Tabla 5.2 del Capitulo 5.

Parametros Ti-MPN-PG Ti-MPN-PG+NPaAgAG Ti-MPN-PG+NPaAgTV
R. (nm) 22+4 39+4* 50+6*a
Ry (nm) 30+5 48 +5* 72+5%* a

Rumax (nm) 150 +20 160 +£20 * 180+£20 *, a

* indica diferencias significativas con Ti-MPN-PG y «a indica diferencias entre Ti-MPN-

PG+NPaAgTV y Ti-MPN-PG+NPaAgAG (p<0,01).

Inmovilizacion de NPaAgAG sobre Ti-MPN-AG (Ti-MPN-AG+NPaAgAG):
Las NPaAgAG también se depositaron sobre superficies de Ti-MPN-AG (Ti-
MPN-AG+NPaAgAG). Como puede observarse en las Figuras 7.4-A y B dichas NPa se

adhieren sobre Ti-MPN-AG, principalmente formando grandes aglomerados aislados
sobre su superficie (flechas turquesas Figura 7.4-A) y con pocas NPa aisladas (flecha
fucsia); a diferencia de las muestras de Ti-MPN-PG donde se observo gran adhesion de
estas NPa y de forma aislada.

En imégenes de 1,7x1,7 um? se pudo medir el tamafio de las NPaAgAG solitarias
y usando los perfiles topograficos se determiné el tamafio de los aglomerados (Figura 7.4-
E). Las pocas NPa individuales visibles presentaron tamafios aproximados de 20 nm
(flecha verde en Figura 7.4-B y perfil verde en 7.4-E), acorde al diametro promedio
calculado por TEM. Mientras que los aglomerados formados durante la inmovilizacién
de las NPaAgAG alcanzaron alturas variables desde 60 a 100 nm (linea roja en Figura
7.4-B y perfil rojo en 7.4-E).

Luego de 24 h de inmersion en soluciones de PBS, se detect6 una disminucion de
la cantidad de NPaAgAG depositadas sobre Ti-MPN-AG (Figura 7.4-C y D). Se calculo
el area cubierta por NPa con el software Image ProPlus en las imagenes A, B, Cy D de
la Figura 7.4 y dicho célculo revel6 que luego de 24 h en PBS el area cubierta por NPa
disminuye ~20% en imagenes de 5x5 um? (Figuras 7.4-A y C) y un ~ 35% en imagenes
de 1,7x1,7 pm? (Figuras 7.4-B y D). También se tomaron espectros UV-visible de las

soluciones de PBS y se revel0 la presencia de las NPaAgAG por la aparicion de una banda
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de plasmones a 400 nm (Figura 7.5). Estos resultados sugieren que la union entre las
NPaAgAG y la superficie de muestras de Ti-MPN-AG es débil y conduce a la liberacion
de NPaAgAG desde la superficie al medio.

Los cambios en los pardmetros de rugosidad, resumidos en la Tabla 7.2, también
permitieron detectar la presencia de las NPaAgAG sobre Ti-MPN-AG. Como se puede
notar, en presencia de las NPa los parametros de las muestras de Ti-MPN-AG+NPaAgAG
aumentan en comparacion a las muestras sin NPa (Ti-MPN-AG). Por otra parte, el
desprendimiento de las NPaAgAG también se ve reflejado en el cambio de los pardmetros
de rugosidad de las muestras de Ti-MPN-AG+NPaAgAG que disminuyeron después de
la inmersion en PBS.

Todos estos resultados sugieren que las NPaAgAG presentan menor afinidad para
adherirse sobre las superficies de muestras de Ti-MPN-AG, en comparacion a la

observada en el caso de las superficies de Ti-MPN-PG.
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Figura 7.4. Imagenes AFM de las muestras Ti-MPN-AG+NPaAgAG: A) (5x5 um?) y B)
(1,7x1,7 um?) donde las flechas turquesas sefialan aglomerados y las flechas fucsias NPa
individuales; para Ti-MPN-AG+NPaAgAG tras 24 h en PBS: C) (5x5 um?), D) (1,7x1,7 um?).
E) Perfiles de las NPaAgAG senaladas con flecha verde (NPaAgAG solitaria) y barra roja
(aglomerado) en B segtn el color indicado. Las flechas negras indican el punto de referencia

para cada medida indicada en el pico correspondiente

236



0.07 o NPaAgAG liberadas desde Ti-MPN-AG

400
0.06

0.05

0.04 4

Absorbancia

e
o
@
1

0.02

0.01 4

T T v T T T T 1
300 400 500 600 700
Alfnm

Figura 7.5. Liberacion de NPaAgAG desde superficies de Ti-MPN-AG detectada por
espectroscopia UV-Visible.

Inmovilizacion de NPaAgTV sobre Ti-MPN-AG (Ti-MPN-AG+NPaAgTV):

Se pudo observar que la adhesion sobre la superficie de Ti-MPN-AG de las
NPaAgTV es mayor que las NPaAgAG, pero menor que la observada para las superficies
de Ti-MPN-PG (Figura 7.6-A). Luego de 24 h de inmersion en PBS, se detectdé una
perdida dréstica de la cantidad de NPaAgTV adheridas sobre Ti-MPN-AG (Figura 7.6-B
y C). Con fines comparativos se calcularon los porcentajes de area cubierta por NPaAgTV
antes y después de la inmersion en PBS y se determind que las muestras de Ti-MPN-
AG+NPaAgTV disminuyen dicha area en aproximadamente un 80% respecto a las
muestras no sumergidas en dicho medio. Paralelamente, se detectd la presencia de
NPaAgTV en las soluciones de PBS por la aparicion de una banda a 418 nm determinada
por espectroscopia UV-visible (Figura 7.7). Todos estos resultados indican una pobre
estabilidad en la union entre las NPaAgTV y Ti-MPN-AG, a diferencia de los resultados
obtenidos para estas mismas NPa sobre superficies de Ti-MPN-PG.

Tal como se evalu6 previamente para otros sistemas, la adhesion de las NPaAgTV
pudo revelarse también por cambios en los pardmetros de rugosidad (Tabla 7.2). Se
observo que la rugosidad de las muestras de Ti-MPN-AG+NPaAgTV aumenta en
relacion con Ti-MPN-AG indicando la presencia de las NPa sobre la superficie. Sin
embargo, tras 24 h de inmersion en PBS los parametros de rugosidad de las muestras de
Ti-MPN-AG+NPaAgTV disminuyen, alcanzando valores similares a Ti-MPN-AG. En
concordancia con los resultados descriptos previamente estos datos sugieren también que
las NPaAgTV se desprenden luego de la inmersion en PBS, reforzando la idea de que la

estabilidad de union de estas NPa sobre superficies de Ti-MPN-AG es baja.
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Figura 7.6. Imagenes AFM correspondientes a: A) muestras Ti-MPN-AG+NPaAgTV (5x5 um?)
y B) y C) Ti-MPN-AG+NPaAgTV tras 24 h en PBS (5x5 pm?).
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Figura 7.7. Liberacion de NPaAgTV desde superficies de Ti-MPN-AG detectadas por
espectroscopia UV-Visible.
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Tabla 7.2. Parametros de rugosidad obtenidos en imagenes AFM de 5x5 um?. Los datos
para Ti-MPN-AG provienen de la Tabla 5.2 del Capitulo 5.

Ti-MPN-AG Ti-MPN-AG Ti-MPN-AG Ti-MPN-AG
Parametros  Ti-MPN-AG +NPaAgAG +NPaAgAG en +NPaAgTV +NPaAgTV en
PBS PBS
R. (nm) 29+ 6 60 £+ 10* 40+ 7 65 £+ 9* 35+5a
R, (nm) 40+ 5 80 + 10* 60 + 8* 80+ 10* 50+ 10* a
Rumax (nm) 180 £ 20 300 £ 30* 240 + 30* 310+30 * 210+30a

* indica diferencias significativas con Ti-MPN-AG y a indica diferencias entre Ti-MPN-

AG+NPaAgTV y Ti-MPN-AG+NPaAgAG (p<0,01).

Todos los resultados presentados indican que las NPaAgAG y NPaAgTV
presentan una menor afinidad para adherirse sobre superficies de Ti-MPN-AG y que la
union es mas labil que la correspondiente a la inmovilizacion de ambas NPa sobre
superficies de Ti-MPN-PG. Estas diferencias podrian deberse a repulsiones
electroestaticas, ya que en el Capitulo 5 se demostrd por espectros ATR-FTIR que las
superficies de Ti-MPN-AG presentan sefiales del grupo COO™, al igual que el capping de
las NPaAgAG y NPaAgTV (espectros FTIR del Capitulo 6). De forma que es probable
que la presencia de grupos COO™ tanto en las NPa como en superficies de Ti-MPN-AG
produzcan dichas repulsiones que no permitan una union estable entre ambas [334]. En
el caso de las superficies de Ti-MPN-PG, este grupo no se encuentra presente debido a
que el PG no presenta grupo carboxilo. De esta forma, la presencia de grupos COO™ solo
en el capping de las NPaAgAG y NPaAgTV favoreceria una union estable y fuerte sobre
muestras de Ti-MPN-PG, como ha sido informado por otros autores para NPaAg

citratadas y adsorbidas sobre superficies modificadas de Ti [48,49,332].

7.3.1.2 Determinacion del angulo de contacto

En el Capitulo 5 se determin6 que la presencia de las MPN de PG y AG cambia
drasticamente el angulo de contacto del Ti, reduciéndolo en 30° y 20° respectivamente.
Estos resultados indican que las MPN vuelven mas hidrofilicas las superficies de Ti. Para
evaluar si la adhesion de NPaAgAG o NPaAgTV presenta cambios en la hidrofilicidad
de las superficies de Ti-MPN-PG y Ti- MPN-AG se determind el angulo de contacto para
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estas muestras. Ademas, a modo de comparacion, también se evaluo el angulo de contacto
para muestras de Ti control con NPa (Ti+NPaAgAG y Ti+NPaAgTV). Todos los

resultados se muestran en la Figura 7.8.

En primer lugar, puede notarse que la adhesion de las NPaAgAG y NPaAgTV no
cambian el angulo de contacto en las muestras Ti+NPaAgAG y Ti+NPaAgTV en
comparacion al Ti control sin NPa. Las medidas realizadas con las muestras de Ti-MPN-
PG revelaron que, en presencia de las NPaAgAG, el angulo de contacto baja levemente,
mientras que para las NPaAgTV el angulo decrece significativamente a valores cercanos
a 29° (casi 10° menos que Ti-MPN-PQG). Por lo tanto, en presencia de NPaAgTV las
superficies de Ti-MPN-PG se vuelven ligeramente més hidrofilicas. El descenso del
angulo de contacto también fue reportado para superficies de Ti modificadas con
lactoferrina o con lactoferrinatNPaAg de 15 nm donde se observo que el mismo
disminuye en aproximadamente 23° y 44°, respectivamente [49]. Ademas, similar
comportamiento se demostré para superficies de Ti funcionalizadas con polilisina y
polilisina+tNPaAg [51]. Asimismo, Hajdu ef al. [335] depositaron NPaAg de 60, 96, 149
y 368 nm sobre superficies de Ti grado II y demostraron que el tamafio de las NPa influye
en el angulo de contacto resultante: a menor tamafno de NPa menor angulo de contacto y,
por lo tanto, mayor hidrofilicidad de la superficie. De esta forma, seria posible atribuir la
diferencia en el angulo de contacto determinado para Ti-MPN-PG+NPaAgTV y Ti-MPN-
PG+NPaAgAG al menor tamafo de las NPaAgTV.

Ademas, como se detalldo en el Capitulo 5, y en concordancia con resultados
previos, la exposicion de grupos -OH del AG sobre la superficie de materiales de Ti
aumenta la hidrofilicidad de la superficie (determinada por angulo de contacto) debido a
que los grupos -OH expuestos pueden interactuar con las moléculas de agua del medio
[233]. Esto también fue sugerido para recubrimientos en Ti con extractos fendlicos de
uva [248]. De esta forma, la disminucidn del angulo de contacto en las muestras Ti-MPN-
PG+NPaAgTV y Ti-MPN-PG+NPaAgAG también podria deberse al aumento de la
rugosidad producida por la presencia de las NPa (ya que en dichas muestras aumentan los
valores de R. en comparacion a Ti-MPN-PG) y también podria relacionarse con la
presencia en superficie de grupos -OH provenientes de la MPN y del capping de las

NPaAg (cuya presencia se ha demostrado por espectroscopia ATR-FTIR en los Capitulos
5y6).
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Finalmente, en el caso de las muestras de Ti-MPN-AG el angulo de contacto no
se ve modificado en presencia de ninguna de las NPaAg. Estos resultados indican que la
adhesion de las NPa no modifica la hidrofilicidad de las superficies de Ti-MPN-AG, lo
cual es coherente con los resultados de AFM donde se comprobd que las NPaAg
sintetizadas por NEC se adhieren en pequefia proporcion, de forma labil y que se

desprenden de la superficie.

Ti control
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Figura 7.8. Determinacion del angulo de contacto para las superficies funcionalizadas con
NPaAgAG y NPaAgTV. *** indica diferencias significativas con el control correspondiente y #
indica diferencias significativas con las muestras de Ti-MPN-PG+NPaAgTV (p<0,01).

7.3.2 Actividad antimicrobiana de las superficies de Ti

funcionalizadas con NPaAg

La actividad antimicrobiana de las superficies de Ti modificadas con MPN y con
NPaAg se determin6 por ensayos a 3 y 24 h de incubacion con S. aureus en medio GMP

(ver protocolos Capitulo 3.3.5).

Luego de 3 h de incubacion, las muestras presentaron valores similares de
UFCs/cm? correspondientes a las bacterias adheridas en Ti control sin NPaAg y con
NPaAg (Ti+tNPaAgAG y Ti+NPaAgTV), lo cual indica que no hay efecto antimicrobiano
en las superficies control debido a la escasa cantidad de NPaAg adheridas sobre su
superficie (Figura 7.9). En el caso de los sistemas que incluyen MPN (Ti-MPN-
PG+NPaAgAG, Ti-MPN-PG+NPaAgTV, Ti-MPN-AG+NPaAgAG y Ti-MPN-
AG+NPaAgTV) se observa una leve reduccion de microorganismos de 1 orden de
magnitud en relacioén con los controles de Ti con y sin NPaAgAG o NPaAgTV. Estos
resultados indican que las NPaAg depositadas sobre las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-
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MPN-AG disminuyen ligeramente la adhesion inicial de las bacterias sobre dichas

superficies, pero las diferencias no son estadisticamente significativas.

Sin embargo, tras 24 h de incubacion (evaluacion de biofilms tempranos) las
diferentes NPa inmovilizadas sobre Ti-MPN-PG ejercen una importante actividad biocida
e inhiben parcialmente la formacion de biofilms de S. aureus, mientras que las NPa
adheridas sobre Ti-MPN-AG no presentan accion antibiofilm. En la Figura 7.10 puede
observarse que las muestras de Ti-MPN-PG+NPaAgAG reducen en 3 ordenes de
magnitud las UFCs/cm? en comparacion al Ti control y Ti-MPN-PG, por lo tanto, dicha
superficie presenta actividad bactericida contra S. aureus. Ademas, las NPaAgAG tienen
un efecto antimicrobiano sinérgico con la Ti-MPN-PG. Como se mencion¢ en el Capitulo
5, las superficies de Ti-MPN-PG tienen efecto antibiofilm y reduce la cantidad de EPS
producido, exponiendo entonces a las bacterias adheridas menos protegidas a la accion
de agentes antimicrobianos, en este caso, a las NPaAgAG. Este efecto bactericida
sinérgico en las superficies de Ti-MPN-PG+NPaAgTV es mayor que el de las muestras
Ti-MPN-PG+NPaAgAG, ya que reduce en 4 ordenes de magnitud el niimero de
UFCs/cm? respecto con el Ti control (Figura 7.10 barras rojas). Estos resultados son
coherentes con las imagenes AFM, ya que se observo que, sobre Ti-MPN-PG+NPaAgTV,
la adhesion de NPa es mayor en comparacion a las muestras de Ti-MPN-PG+NPaAgAG.
Por lo tanto, se puede concluir que ambas NPaAg presentan efectos bactericidas
sinérgicos con Ti-MPN-PG suficientes para prevenir y combatir la formacion de biofilms
tempranos de S. aureus sobre Ti, siendo los efectos mas importantes en el caso de Ti-

MPN-PG+NPaAgTV.
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Figura 7.9. Colonizacion inicial de S. aureus (3 h de incubacion en caldo nutritivo) sobre las
diferentes superficies de Ti modificadas segin se indica en la Figura. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 7.10. Efecto antimicrobiano sobre el desarrollo de biofilms tempranos (24 h de
incubaciéon en medio GMP) de S. aureus sobre las diferentes superficies de Ti modificadas
segun se indica en la figura. *** indica diferencias significativas con Ti control, a indica
diferencias significativas con Ti-MPN-PG y # indica diferencias significativas con Ti-MPN-

PG+NPaAgTV (p<0,01).

En el caso de las muestras de Ti-MPN-AG+NPaAgAG y Ti-MPN-AG+NPaAgTV
(Figura 7.10 barras azules) se observa que la cantidad de UFCs/cm? se reduce en 1 orden
de magnitud en relacion con las mismas muestras sin NPa y que la accién antimicrobiana
de las diferentes NPa tras 24 h de incubacion es similar a la obtenida inicialmente (a 3 h,
Figura 7.9). Estos resultados estan de acuerdo con lo observado por imadgenes AFM donde
se comprobo que las NPaAgAG y NPaAgTV se adhieren pobremente sobre la superficie
de Ti-MPN-AG y se liberaban desde la superficie al medio por la labilidad de la unién.
La relativamente baja cantidad de NPa sobre la superficie parece no ser suficiente para

disminuir la viabilidad de las bacterias adheridas.

A partir de estos resultados, se puede concluir que las superficies Ti-MPN-
PG+NPaAgAG y Ti-MPN-PG+NPaAgTV presentan una mayor actividad antimicrobiana
debido a la estabilidad de la union entre las MPN y las NPaAgAG y NPaAgTV. En
cambio, en las muestras de Ti-MPN-AG la poca adhesion de las NPaAg y la falta de
estabilidad en la union de las NPa con la MPN-AG traen como consecuencia la falta de
efectos antimicrobianos sinérgicos entre la MPN y las NPaAg adheridas. Ademas, como
las NPaAg se desprenden y se liberan desde la superficie al medio, el efecto antibiofilm
de las NPa se pierde y s6lo se observa el efecto antiadherente de la superficie de Ti-MPN-
AG que logra reducir un orden de magnitud la adhesion bacteriana tras 24 h de

incubacidn, tal como se explico en el Capitulo 5.
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Debido a que las superficies de Ti-MPN-PG con NPaAgAG o NPaAgTV son las
que presentan actividad bactericida, se evalué ademas su efecto antibiofilm por tincién
Live/Dead y Sypro Ruby para determinar el estado fisiologico de las bacterias adheridas

y la produccion de EPS, respectivamente.

En la Figura 7.11 pueden observarse las imagenes obtenidas luego de los ensayos
de tinciéon Live/Dead a 3 y 24 h de cultivo con S. aureus. Por un lado, las muestras de Ti
control presentaron una importante adhesion de bacterias vivas en forma individual
después de 3 h (no se detectaron bacterias muertas). Luego de 24 h se observaron que las
bacterias adheridas estaban vivas y, ademads, desarrollaron microcolonias bacterianas que
indican que se ha formado un biofilm temprano sobre la superficie de Ti (Figura 7.11-A).
Similares resultados se obtuvieron para las muestras de Ti control con NPaAgAG y
NPaAgTV (iméagenes no mostradas), en concordancia con los resultados de recuento en
placa de viables donde el desarrollo de UFCs sobre estas superficies fue similar al Ti

control (ver Tabla 7.4).

Las muestras de Ti-MPN-PG, en cambio, presentan efecto antibiofilm, es decir
las bacterias adheridas en su superficie estan vivas y aisladas (sin presencia de bacterias
muertas), pero sin posibilidad de desarrollar colonias (Figura 7.11-B). Por otra parte, las
muestras de Ti-MPN-PG+NPaAgAG también revelaron que las bacterias adheridas
estaban en forma aislada, similar a Ti-MPN-PG (sin NPa), sin evidencias de desarrollo
de biofilm temprano (Figura 7.11-C). Sin embargo, a diferencia de Ti-MPN-PG, se
detect6 que solo el 40% de las bacterias adheridas estaban vivas y el 60% muertas (Tabla
7.4), indicando que en presencia de las NPaAgAG hay efecto combinado (MPN-PG +
NPaAgAGQG) ejerciendo accion antibiofilm y bactericida. Finalmente, cuando se utilizaron
superficies con NPaAgTV (Ti-MPN-PG+NPaAgTV) se encontré un porcentaje de area
cubierta por bacterias muertas cercano al 80% (Tabla 7.4), coincidente con la mayor
reduccion de UFCs/cm? determinada por el ensayo de recuento en placa de viables. Estos
resultados evidencian que las NPaAgTV presentan mayor efecto bactericida que las
NPaAgAG que podria atribuirse a dos motivos: la mayor adhesion de estas NPa sobre la
superficie de Ti-MPN-PG (demostrado por imagenes AFM) y el menor tamafio de las
NPaAgTV, con mayor relacion superficie/volumen que permitiria mayor liberacién de

iones Ag".
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Por ultimo, se evalu6 la produccion de EPS cuyos resultados se presentan en la
Figura 7.12 y en la Tabla 7.5. En las muestras de Ti control, las bacterias adheridas
producen gran cantidad de EPS para desarrollar el biofilm temprano (Figura 7.12-A). En
el caso de Ti-MPN-PG, como se demostro anteriormente, las bacterias producen poco
EPS, cercano al 35% con relacion al Ti control, debido a las propiedades antibiofilm de
dicha superficie. Con la adicion de las NPaAgAG sobre Ti-MPN-PG, la produccion del
EPS desciende al 15% en relacion con el Ti control y a la mitad comparado con las
muestras de Ti-MPN-PG (sin NPa). Para el caso de las muestras con NPaAgTV se
produce una reduccidén aun mayor del EPS en relacion con el Ti control y con Ti-MPN-
PG. Estos resultados confirman efectos sinérgicos entre la superficie de Ti-MPN-PG y
las diferentes NPaAg que conducen a la reduccién de la produccion de EPS con la

consecuente inhibicion de la formacidn de biofilms sobre superficies de Ti.

Como se explico en el Capitulo 5, las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG
tienen pobre accion bactericida contra S. aureus posiblemente asociado a la escasa
liberacion de moléculas de PG y AG, ya que se ha demostrado que dichos FF en estado
libre disrumpen la membrana bacteriana de S. aureus provocando su muerte [267,268].
Sin embargo, conservan accion antibiofilm debido a que la presencia de AG y PG en la
MPN podria intervenir en el quorum sensing provocando la reduccion de la produccion
de EPS y del biofilm [262-265]. De esta forma, las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-
AG al impedir la formacion de EPS dejan mas susceptibles a las bacterias para la accion
antimicrobiana de otros agentes bactericidas. En este caso, nuestros resultados
demuestran que las superficies de Ti-MPN-PG presentan accion sinérgica con las
NPaAgAG y NPaAgTV permitiendo que estas ejerzan su accion antimicrobiana contra S.
aureus. Efectos sinérgicos similares se han reportado para otros tipos de sistemas de MPN

combinadas con NPaAg [209,331].
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Figura 7.11. Tincién Live/Dead luego de 3 y 24 h de exposicion a S. aureus de las muestras A)

Ti control, B) Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-PG+NPaAgAG y D) Ti-MPN-PG+NPaAgTV.
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Tabla 7.4. Determinacion del area cubierta por bacterias vivas y/o muertas sobre cada superficie
estudiada por tincion Live/Dead tras 3 y 24 h de incubacion con S. aureus.

Muestras 3h (%) 24 h (%)
Vivas Muertas Vivas Muertas
Ti control 100 - 100 -
Ti+NPaAgAG 100 - 100 -
Ti+NPaAgTV 100 - 100 -
Ti-MPN-PG 100 - 100 -
Ti-MPN-PG+NPaAgAG 100 - 40 £ &***. 4 60+2
Ti-MPN-PG+NPaAgTV 100 - 20 £ 5¥**.4 80+5

*#* indica diferencias significativas con el Ti control y a indica diferencias

significativas con Ti-MPN-PG (p<0,01).

Figura 7.12. Tincion Sypro Ruby para la determinacion de la produccion de EPS tras 24 h de
incubacion con S. aureus sobre: A) Ti control, B) Ti-MPN-PG, C) Ti-MPN-PG+NPaAgAG y
D) Ti-MPN-PG+NPaAgTV.
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Tabla 7.5. Determinacion de la produccion de EPS tras 24 h de incubacion en medio GMP con
S. aureus. Los resultados se expresan como % respecto del valor del Ti control.

Muestras EPS (%)

Ti control | 100 + 10
Ti-MPN-PG | 35 4 6 *H*
Ti-MPN-PG+NPaAgAG | 15 & 4 ***
Ti-MPN-PG+NPaAgTV | 8 £ 2k

. #** indica diferencias significativas con el Ti control (p<0,01).

7.3.3 Analisis de la citocompatibilidad y actividad osteogénica de las
superficies de Ti funcionalizadas con NPaAg

En el Capitulo 5 se demostré que las superficies de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG
incrementaban la citocompatibilidad con células pre-osteoblasticas y la produccion de
marcadores de actividad osteogénica, favoreciendo el proceso de oseointegracion del Ti
en condiciones in vitro. Esto podria vincularse al aumento de la hidrofilicidad de las
superficies de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG y también a la naturaleza quimica de las MPN,
ya que se ha demostrado MPN de AG y TA presentan actividad osteogénica
[247,249,250,253,254]. En esta seccidn, se evalua si la presencia de las NPaAgAG o
NPaAgTV produce cambios en la citocompatibilidad y actividad osteogénica de las
superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG.

En la Figura 7.13 se presentan los resultados de viabilidad celular a 7 dias de
incubacion de las muestras con células fibroblasticas. Se observa un incremento en la
adhesion celular en el tiempo sin diferencias significativas entre las muestras estudiadas
en periodos iguales. Estos resultados indican que las MPN y las NPaAg no interfieren

significativamente con la citocompatibilidad del Ti con células fibroblasticas.
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Figura 7.13. Viabilidad y proliferacion celular de células fibroblasticas L929 adheridas sobre
distintas superficies determinadas por tincion con naranja de acridina luego de 1 a 7 dias de

incubacion. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras.

Por lo contrario, las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG con ambas NPaAg
incrementan la viabilidad de las células pre-osteoblasticas demostrando que las
NPaAgAG y NPaAgTV (Figura 7.14 barras azules y rojas) no interfieren de forma
significativa en el incremento de la citocompatibilidad observado para las superficies de
Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG. Por lo tanto, las NPaAg no presentan efectos citotoxicos en
células fibroblasticas y pre-osteobldsticas que afecten la viabilidad celular. Resultados
similares se han encontrado para NPaAg sintetizadas por vias tradicionales y depositadas

sobre materiales de Ti [57,332,336].
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Figura 7.14. Viabilidad y proliferacion celular de células pre-osteoblasticas MC3T3-E1
adheridas sobre distintas superficies, determinadas por tincién con naranja de acridina luego de

1,2, 5y 7 dias de incubacion. *** indica diferencias significativas con el Ti control (p<0,01).

Para evaluar el efecto de las muestras de Ti-MPN-PG+NPaAgAG, Ti-MPN-
PG+NPaAgTV, Ti-MPN-AG+NPaAgAG y Ti-MPN-AG+NPaAgTV sobre la
diferenciacion osteogénica, se incubaron dichas muestras por 15 y 21 dias con células
MC3T3-El en medio osteogénico. Luego de 15 dias de incubacion pudo observarse
(Figura 7.15) que las superficies de Ti-MPN-PG+NPaAgAG, Ti-MPN-PG+NPaAgTV,
Ti-MPN-AG+NPaAgAG y Ti-MPN-AG+NPaAgTV mantienen la produccion de FAl en
niveles similares a los revelados en las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG
(duplicando los encontrados para Ti control), indicando que la presencia de las NPa no
altera el incremento de la produccion de FAI que, tal como se mostrd en el Capitulo 5, se
produce sobre las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG respecto del Ti control.
Como se explico en dicho Capitulo, los niveles de FAI alcanzados con Ti-MPN-PG y Ti-
MPN-AG son similares a los niveles de produccion de proteinas, lo cual indica que el
incremento en la produccion de FAI se debe al aumento y proliferacion de células sobre

dichas superficies.
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Figura 7.15. Determinacion de la produccion de fosfatasa alcalina (FAI) y proteinas tras 15 dias
de diferenciacion de células pre-osteoblasticas MC3T3-E1 adheridas sobre distintas superficies.

*** indica diferencias significativas con el Ti control (p<0,01).

Asimismo, tras 21 dias de incubacion, las muestras ensayadas presentaron similar
produccion de colageno tipo [ y de depositos de calcio (Figura 7.16). En las muestras de
Ti-MPN-PG+NPaAgAG y Ti-MPN-PG+NPaAgTV se observa una leve disminucion en
la produccion de calcio y coldgeno, pero que no llega a ser estadisticamente diferente a
las muestras de Ti-MPN-PG (Figura7.16, barras rojas). Nuevamente, el aumento en la
produccion de calcio y coldgeno es acompanado por el mismo nivel de incremento en la
cantidad de proteinas, por lo cual, el incremento de la actividad osteogénica corresponde
al aumento de la proliferacion de células sobre superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-
AG.

Todos los resultados presentados en esta Seccion confirman que las NPaAg
inmovilizadas sobre superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG no alteran la
citocompatibilidad ni la actividad osteogénica. En el caso particular de Ti-MPN-
PG+NPaAgAG y Ti-MPN-PG+NPaAgTV se obtienen superficies multifuncionales, ya

que por una parte presentan actividad bactericida contra S. aureus, reduciendo la
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posibilidad de formacion de biofilm sobre materiales de Ti y, por otra parte, incrementan
la citocompatibilidad y la proliferacion de osteoblastos con el consecuente incremento de

la actividad osteogénica favoreciendo el proceso de oseointegracion.

Ti Control
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Figura 7.16. Determinacion de la produccion de coldgeno tipo I, depositos de calcio y proteinas
tras 21 dias de diferenciacion de células pre-osteoblasticas MC3T3-E1 adheridas sobre distintas

superficies. *** indica diferencias significativas con el Ti control (p<0,01).

7.4 Conclusiones
A partir de los resultados presentados en este Capitulo, se puede concluir que es

posible adherir NPaAg sobre superficies de Ti modificadas mediante el desarrollo de
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MPN. Este procedimiento permite obtener superficies combinadas/mixtas con varias
funciones de interés en medicina mediante procedimientos NEC.

Las NPaAgAG y NPaAgTV se adhieren escasamente sobre el TiO: de las
superficies de Ti control. Sin embargo, en este trabajo se comprob6 que las peliculas de
MPN desarrolladas recubren la superficie de Ti e incrementan notablemente la
inmovilizacion de NPa.

Las NPaAgAG presentaron un comportamiento diferencial en lo referente a su
inmovilizacidon sobre superficies con las diferentes MPN ensayadas. En las muestras de
Ti-MPN-PG estas NPaAg se inmovilizaron y permanecieron estables, principalmente en
forma aislada dejando espacios libres entre ellas y areas libres de NPa sobre la cobertura
MPN-PG desarrollada sobre Ti. Por el contrario, en superficies de Ti-MPN-AG las
NPaAgAG se adhirieron escasamente formando principalmente aglomerados aislados
sobre la MPN-AG. Ademas, la adherencia fue débil, ya que tras 24 h de inmersion en
soluciones de PBS se desprendio6 gran cantidad de NPaAgAG de la superficie de Ti-MPN-
AG liberandose en el medio acuoso.

Las NPaAgTV también presentaron un comportamiento distintivo respecto a su
inmovilizacion sobre Ti-MPN-PG o Ti-MPN-AG. Sobre superficies de Ti-MPN-PG
constituyeron uniones fuertes y estables y se unieron abundantemente, tapizando
totalmente la pelicula de MPN-PG, donde fue dificil individualizarlas a través de AFM.
En cambio, sobre superficies de Ti-MPN-AG las NPaAgTV se adhirieron en menor
proporcién y mas débilmente por lo que, luego de 24 h de inmersion en PBS, gran parte
de estas NPa se desprendieron y liberaron en la solucion. Estos resultados indican que la
unién de dichas NPaAg sobre Ti-MPN-AG es labil y poco duradera.

La falta de la estabilidad en la unién de las NPaAgAG y NPaAgTV sobre
superficies de Ti-MPN-AG puede ser atribuida a repulsiones electrostaticas entre la MPN
desarrolladas y el capping de dichas NPa. Los espectros ATR-FTIR reportados en los
capitulos anteriores mostraron que tanto Ti-MPN-AG como las NPaAgTV y NPaAgAG
presentan sefiales del grupo funcional COO™ en superficie, lo cual puede dificultar la
estabilidad de la union de estas NPa sobre Ti-MPN-AG por repulsiones electroestaticas.

La presencia de las NPaAg sobre superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG pudo
ser detectada por cambios en los parametros de rugosidad y del 4angulo de contacto. El
aumento de los parametros de rugosidad superficial de las muestras de Ti-MPN-PG y Ti-

MPN-AG se relacionaria el aumento de la hidrofilicidad y con la adhesion de las NPa. El
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angulo de contacto de Ti-MPN-AG disminuye, aunque en forma no estadisticamente
significativa, en presencia de las NPaAg. Sin embargo, las muestras de Ti-MPN-
PG+NPaAgTV muestran un angulo significativamente menor (disminucion de 10°)
probablemente relacionado con la gran cantidad de NPaAgTV adheridas en su superficie.

Las NPaAgAG y NPaAgTV mostraron efectos antimicrobianos sinérgicos sobre
superficies de Ti-MPN-PG, ya que la presencia de dichas NPa confiere a esa superficie
actividad bactericida y antibiofilm contra S. aureus. En cambio, en superficies de Ti-
MPN-AG no se observan efectos antimicrobianos adicionales por la presencia de las
NPaAg, ya que las mismas se encuentran escasamente adheridas y/o aglomeradas y se
desprenden facilmente de la superficie al medio, lo cual impide que ejerzan su actividad
antimicrobiana sobre la superficie de Ti.

Cabe destacar que las NPaAgAG y NPaAgTV inmovilizadas sobre Ti-MPN-PG
y Ti-MPN-AG no alteran su citocompatibilidad con células fibroblasticas y pre-
osteoblasticas. Tampoco interfieren en la actividad osteogénica, manteniéndose el
incremento de actividad observado para las superficies de Ti-MPN-PG y Ti-MPN-AG.

Finalmente, se puede concluir que las superficies de Ti-MPN-PG con NPaAgAG
0 NPaAgTV adheridas son superficies multifuncionales con un futuro promisorio para su
utilizacion en materiales implantables a base de Ti, ya que presentan accidon bactericida
impidiendo o reduciendo la capacidad de S. aureus de adherirse y formar biofilms y, a la
vez, de acuerdo con ensayos in vitro, confieren un incremento en la citocompatibilidad y
de la proliferacion de osteoblastos, con el consecuente incremento de la actividad

osteogénica, favoreciendo el proceso de oseointegracion.
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Parte 1V:
Conclusiones
generales y

apendices




Conclusiones generales

La hipotesis que motivo el presente trabajo de Tesis Doctoral establece que es
posible desarrollar NPe y NPa citocompatibles y con efecto antimicrobiano por
metodologias NEC que permitan reducir los efectos adversos para la salud y el medio
ambiente que se producen a partir de las tecnologias tradicionales. Los resultados
expuestos en los Capitulos 4, 5, 6 y 7 permitieron comprobar la validez de dicha hipétesis.
Se lograron desarrollar diferentes NPe por diversos procedimientos (NPe
autoensambladas de TOH y Carv, y MPN de PG, AG y AG+PQG) y dos tipos de NPaAg
utilizando extractos naturales (ExTV) o componentes puros (AG) con distintas
propiedades fisicoquimicas y respuestas biologicas. Todos estos nanoproductos fueron
obtenidos a través de procedimientos simples y sin la utilizacion de agentes toxicos y/o
contaminantes (NEC). Seguidamente se resumen las conclusiones obtenidas luego de la
evaluacion de las propiedades fisicoquimicas, asi como la respuesta biologica de los

sistemas estudiados.

Propiedades fisicoquimicas de las nanopeliculas desarrolladas sobre Ti:

Se demostr6 que las NPe desarrolladas presentan estructuras y composiciones
diversas. Las Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv se adsorben formando parches aislados sobre la
superficie del Ti, modificando levemente la topografia rugosa de la superficie metalica.
Por otra parte, las peliculas Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG desarrolladas utilizando AG o
PG junto con iones Mg®" dan lugar a MPN continuas y homogéneas que recubren toda la
superficie de Ti, alisando marcadamente la topografia del metal. A diferencia de lo
detectado en el caso Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv, que presentan liberacion de los
componentes activos (Carv y TOH) durante 10 dias en soluciones de PBS, no se detectod
liberacion de AG o PG desde las superficies de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG,
respectivamente. Se pudo concluir, por lo tanto, que los recubrimientos obtenidos por
MPN son mas estables y se unen fuertemente a la superficie de Ti sin liberar productos al

medio ni degradarse.

Los resultados obtenidos por ATR-FTIR mostraron que las Ti-NPeTOH y Ti-
NPeCarv se forman por autooxidacion parcial de los grupos -OH para formar grupos
cetonicos (-C=0). En comparacion con dichas peliculas, las MPN se desarrollan sobre la
superficie de Ti mediante un mayor grado de oxidacion de los grupos -OH formando

enlaces de tipo éteres (-C-O-C-), con un nivel més alto de polimerizacion de los FF (AG
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y PG) para formar estas coberturas. Ademas, las superficies de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-
PG revelaron un marcado incremento de la hidrofilicidad respecto del Ti. Por lo contrario,
las superficies de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv no modificaron la mojabilidad de la
superficie de Ti. Estas diferencias podrian estar ligadas a la mayor cobertura de la
superficie y alta presencia de grupos -OH que presentan las distintas peliculas con MPN,
que modifica notablemente las propiedades superficiales y aumenta considerablemente la

hidrofilicidad con importantes consecuencias a nivel biologico.

Por técnicas electroquimicas (registros de OCP y voltamperometria ciclica) se
lograron monitorear los cambios en las variables electroquimicas durante y posteriores al
proceso de formacion de las peliculas (Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv; Ti-MPN-AG y Ti-
MPN-PG) detectdndose notables diferencias entre las respuestas obtenidas. Mientras las
superficies de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv no producen cambios significativos en los
valores de Ecorr, las muestras con MPN producen considerables desplazamientos anddicos
de dicho parametro, sugiriendo que las superficies con Ti-MPN-AG o Ti-MPN-PG son

mas protectoras.

Actividad antimicrobiana de las diferentes nanopeliculas formadas sobre Ti:

Las superficies modificadas con Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv, no obstante su
heterogeneidad superficial, demostraron ser superficies bactericidas (con poder
erradicador) y excelentes alternativas para combatir y prevenir infecciones de S. aureus
en implantes de Ti, ya que confieren a la superficie de dicho biomaterial actividad
bactericida por hasta 48 h. Esto se debe a que se liberan moléculas de TOH y Carv puros
desde las superficies de Ti-NPeTOH y Ti-NPeCarv, respectivamente, las cuales presentan
un gran efecto antimicrobiano ocasionando dafio por diversas vias (multi-target:
membrana bacteriana, quorum sensing, formacion de EPS, produccion de ROS, etc). En
cambio, las MPN presentes en las superficies de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG no
mostraron accion bactericida. Esto puede deberse a que no se detectd por espectroscopia
UV-visible liberacion de AG o PG puro desde dichas superficies al medio circundante.
Sin embargo, se comprobd que las superficies de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG exhiben
propiedades antibiofilm, ya que no permiten que las bacterias adheridas proliferen y
produzcan EPS sobre la superficie de Ti. En consecuencia, se reducen ampliamente las
posibilidades de S. aureus de formar un biofilm y se restringe también la posibilidad de

infeccion del material implantado, favoreciendo asi la accion de agentes antimicrobianos
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tradicionales (antibioticos) debido al aislamiento de las bacterias adheridas. De hecho, los
beneficios de las caracteristicas antibiofilm de las superficies de Ti-MPN-AG y de Ti-
MPN-PG se revelaron en la importante actividad bactericida sinérgica con amikacina,
logrando practicamente la eliminacion de los biofilms de S. aureus sobre superficies de

Ti.

Citocompatibilidad vy propiedades osteogénicas de las diferentes nanopeliculas

formadas sobre Ti:

Las superficies de Ti-NPeTOH exhibieron un incremento en la citocompatibilidad
con células pre-osteoblasticas aumentando, asimismo, la produccion de marcadores
osteogénicos que favorecen los procesos de oseointegracion. Ademads, dicha superficie
redujo la afinidad del Ti por células fibroblasticas, dificultando entonces las posibilidades
de encapsulamiento del implante de Ti por formacion de tejido conectivo. Por lo tanto, se
puede concluir que las superficies de Ti-NPeTOH presentan cardcter multifuncional, ya
que impiden la colonizacidn bacteriana por S. aureus del Ti por 48 h y, asimismo, mejoran
la citocompatibilidad y la oseointegracion in vitro. En cambio, las superficies de Ti-
NPeCarv presentaron menor citocompatibilidad con dichas células, reduciendo la
produccion de marcadores osteogénicos. Cabe destacar que, si bien dichas superficies
incrementan la proliferacion de células fibroblasticas sobre Ti, lo cual podria favorecer la
encapsulacion y posterior rechazo de implantes ortopédicos, dicho efecto podria ser de

utilidad para ciertas aplicaciones dentales.

Por otra parte, las superficies de Ti-MPN-AG y Ti-MPN-PG aumentaron la
proliferacion de células pre-osteoblésticas sobre Ti, incrementando su citocompatibilidad
y la produccion de marcadores osteogénicos. Por lo tanto, se puede concluir que dichas
superficies son multifuncionales y de gran utilidad para aplicaciones médicas, ya que

presentan accion antibiofilm y a la vez propiedades osteogénicas.

Caracteristicas fisicoquimicas v respuesta biologica de las nanoparticulas de

plata obtenidas por NEC:

Se pudo demostrar que tanto el AG puro como el ExTV producido en el
laboratorio son excelentes agentes reductores de iones Ag” permitiendo obtener NPaAg
de tamafios nanométricos, estables en solucidon por periodos mayores a 6 meses, con gran

poder antimicrobiano contra bacterias planctonicas de S. aureus, P. aeruginosa y K.
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pneumoniae 'y adecuada citocompatibilidad con células fibroblasticas y pre-

osteoblasticas.

Las NPaAgAG presentaron una distribucion bimodal con una poblacion
mayoritaria (80%) de tamano promedio de 17 nm y una segunda poblacion (20%) de 42
nm calculadas por imagenes S-TEM. En cambio, las NPaAgTV presentaron una Unica
poblacion mayoritaria de tamafio promedio de 9 nm que representa el 90% de las NPa
analizadas. Sin embargo, utilizando DLS se identificaron dos poblaciones: una de 12 nm
(98% de representatividad) y una pequefia fraccion de aglomerados de 120 nm (2%).
Ambas NPa presentaron un recubrimiento con sefiales FTIR tipicas del AG (NPaAgAGQG)
o de los FF presentes en el ExXTV (NPaAgTV), lo cual indica que dichos FF no solo actian

como agentes reductores sino también como agentes estabilizadores y formadores del

capping.

Ambas NPa sintetizadas por NEC presentaron gran poder bactericida contra
bacterias planctonicas, ya que se requirieron concentraciones menores a 5 pg/mL para
alcanzar la CMB, excepto en K. pneumoniae donde las NPaAgAG producen la CMB a
concentraciones de aproximadamente 10 ug/mL. Por otra parte, la citocompatibilidad con
células fibroblasticas y pre-osteoblasticas de las NPaAgAG y NPaAgTV no se vio
comprometida hasta concentraciones mayores de 20 pg/mL, lo cual indica que se pueden
utilizar dichas NPa a bajas concentraciones para combatir bacterias sin producir efectos

citotoxicos relevantes en células eucariotas.

Actividad antimicrobiana sinérgica v osteogénesis de los sistemas mixtos: MPN

desarrolladas sobre Ti con NPaAg inmovilizadas sobre las mismas:

Las NPaAg se adhirieron de forma escasa y principalmente aglomeradas sobre
superficies de Ti control. Sobre las superficies de Ti-MPN-AG, las NPaAgAG y
NPaAgTV tampoco se unieron en forma estable, ya que luego de inmersion en soluciones
de PBS las NPaAg se desprendieron de la superficie. Esto podria atribuirse a repulsiones
electroestaticas inducidas por la presencia del grupo funcional COO™ tanto en las MPN

como en el recubrimiento de las NPaAg.

En cambio, sobre superficies de Ti-MPN-PG se comprobo que, tanto NPaAgAG

como NPaAgTV fueron capaces de ser inmovilizadas de forma estable, en grandes
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cantidades y principalmente en forma aislada. Por lo tanto, la presencia de la MPN-PG

increment6 la afinidad de la superficie de Ti para inmovilizar NPaAg.

Por otra parte, sobre superficies de Ti-MPN-PG+NPaAgAG y Ti-MPN-PG+
NPaAgTV, se demostraron efectos antimicrobianos sinérgicos contra biofilms de S.
aureus, ya que se logrd reducir en 3 y 4 6rdenes de magnitud, respectivamente, la cantidad
de UFCs desarrolladas sobre Ti-MPN-PG. Finalmente, la presencia de las NPaAgAG y
NPaAgTV sobre la superficie de Ti-MPN-PG no afectd la citocompatibilidad ni la
osteogénesis aumentada lograda por la presencia de la MPN. De esta forma, se puede
concluir que las superficies de Ti-MPN-PG+ NPaAgAG y Ti-MPN-PG+ NPaAgTV son
multifuncionales, ya que presentan suficiente accion bactericida para combatir y prevenir
la formacion de biofilm sobre Tiy, a la vez, incrementan la citocompatibilidad y actividad

osteogénica en células pre-osteoblasticas.

Nanoproductos desarrollados a partir de NEC y sus caracteristicas.:

Finalmente, es posible concluir que, a partir de NEC, se pueden desarrollar
diferentes productos nanotecnolégicos (Ti-NPeTOH, Ti-NPe-Carv, Ti-MPN-AG, Ti-
MPN-PG, Ti-MPN-AG+NPaAg, Ti-MPN-PG+NPaAg, NPaAgAG y NPaAgTV) que son
faciles de sintetizar, econémicos, reproducibles y escalables, para ser aplicados sobre Ti
(y probablemente sobre otros sustratos). Pudo demostrarse que, tanto las NPe como las
NPaAg y los sistemas mixtos (NPe + NPaAg) fueron adecuados agentes antimicrobianos
que presentaron diferentes grados de eficacia (bactericida /inhibidora de crecimiento)
contra las cepas estudiadas logrando, en algunos casos, efectos erradicadores, asi como
adecuada citocompatibilidad con células fibroblésticas y pre-osteoblasticas y actividad

osteogénica.
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Apéndice A: Abreviaturas y acronimos

AFM: microscopia de fuerza atdmica
AG: acido galico

AT: 4cido tanico

ATR: reflexion total atenuada

Carv: carvacrol

CE: contraelectrodo

CMB: concentracion minima bactericida
CMI: concentracion minima inhibitoria
DLS: dispersion dindmica de luz

DO: densidad optica

E: potencial

Ecorr: potencial mixto

EGCG: galato de epigalocatequina, por sus siglas en inglés Epigallocatechin Gallate

EPS: matriz polimérica extracelular, por sus siglas en inglés Extracellular Polymeric
Substances

ER: electrodo de referencia

ET: electrodo de trabajo

FALl: Fosfatasa alcalina

FDA: Food and Drug Administration

FF: fitocompuestos fenolicos

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
icorr: densidad de corriente determinada por curvas de Tafel
ICP-OES: espectroscopia de emision atdmica de plasma acoplado por induccion
IR: Espectroscopia infrarroja

MPN: metal phenolic networks o redes metal-fenolicas
NEC: nanotecnologias ecocompatibles

NPa: nanoparticula

NPaAg: nanoparticula de plata

NPaAgAG: nanoparticula de plata sintetizada con acido galico
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NPaAgTV: nanoparticula de plata sintetizada con extracto de té verde
NPe: nanopeliculas

OCP: potencial a circuito abierto, por sus siglas en inglés Open Circuit Potential
PG: pirogalol

PVA: polivinilalcohol

PVP: polivinilpirrolidona

Ra: rugosidad promedio

Risad: diferencia en el area superficial de la imagen

Rmax: maxima altura del perfil

Ry: rugosidad cuadratica media

SCE: electrodo de calomel saturado

Sku : coeficiente de Curtosis

Ssk : asimetria en la rugosidad (skewness)

S-TEM: microscopia electronica de transmision de barridoTEM: microscopia electronica
de transmision

Ti-MPN-AG: MPN de AG formada sobre Ti
Ti-MPN-PG: MPN de PG formada sobre Ti
Ti-NPeTOH: NPe de TOH formada sobre Ti
Ti-NPe-Carv: NPe de Carv formada sobre Ti
TOH: timol

UFCs: unidades formadoras de colonias
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Apéndice B: Publicaciones y presentaciones a congresos

realizadas en el marco del presente trabajo de Tesis.

A) Publicaciones en revistas internacionales:

1.

A. Gonzalez, A. G. Miiian, C. A. Grillo, E. D. Prieto, P. L. Schilardi and M.
A. Fernandez Lorenzo de Mele. “Characterization and antimicrobial effect of
a bioinspired thymol coating formed on titanium surface by one-step
immersion treatment”. Dental Materials, Vol. 36, Issue 12, pp. 1495-1507,
2020, ISSN 0109-5641, doi: 10.1016/j.dental.2020.09.006.

V. C. Cajiao Checchin, A. Gonzalez, M. Bertuola and M. A. Fernandez
Lorenzo de Mele. “Multifunctional coatings of phenolic phytocompounds of
medical interest: Assembly methods and applications”. Progress in Organic
Coating, Vol.172, pp 107068, 2022, doi.org/10.1016/j.porgcoat.2022.107068.

(Review).

B) Capitulos de libro publicados:

1.

M. Tosato, M. Bertuola, N. Fagali, V. C. Cajiao Checchin, A. Gonzalez & M.
A. Fernandez Lorenzo de Mele. “Chapter 9. Applications of Volatile
(Essential) Oils in Human Health: Biodegradable Biomaterials”. In S. Singh,
Volatile Oils: Production, Composition and Uses. Nova Science Publishers,
2021.

M. Tosato, A. Gonzalez, V. C. Cajiao Checchin, M. Bertuola, N. Fagali & M.
A. Fernandez Lorenzo de Mele. “Chapter 10. Applications of Volatile
(Essential) Oils in Human Health: Cosmetic and Dental Applications”. In S.
Singh, Volatile Oils: Production, Composition and Uses. Nova Science
Publishers, 2021.

V. C. Cajiao Checchin, A. Gonzalez, D. 1. Arrieta Gamarra, N. Fagali & M.
A. Fernandez Lorenzo de Mele. “Chapter 4: Components of essential oils as
building blocks of functional materials for nanomedicine. Metal-phenolic
networks and self-assembly approaches” In S. Singh, Pharmacological
Aspects of Essential Oils: Current and Future Trends. Taylor & amp; Francis

Group, LLC,2023.
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C) Comunicaciones a congresos nacionales e internacionales:

1.

A. Gonzalez, E. Prieto, N. Fagali, , P. L. Schilardi, M. A. Ferndndez Lorenzo de
Mele. “Functionalization of Ti surface with metal phenolic networks and green
silver nanoparticles: in vitro evaluation of antimicrobial activity and
cytocompatibility”. XII Latin-American Congress of Artificial Organs and
Biomaterials (COLAOB) 2023. Mar del Plata, INTEMA, 2023.

A. Gonzalez, N. Fagali, E. Prieto, P. L. Schilardi, M. A. Fernandez Lorenzo de
Mele. “Estudio comparativo de nanopeliculas ecocompatibles de timol y carvacrol
adsorbidas sobre titanio. Efecto sobre la matriz polimerica bacteriana y
citocompatibilidad”. 20° Congreso Internacional de Materiales SAM CONAMET
2022. Mar del Plata, INTEMA, 2022.

A. Gonzalez, V. C. Cajiao Checchin, D. Prieto, P. L. Schilardi, M. A. Fernandez
Lorenzo de Mele. “Nanopeliculas de isomeros conformacionales: Comparacion
de los parametros de rugosidad”. Libro de actas XXII Congreso Argentino de
Fisicoquimica y Quimica Inorganica. La Plata, Argentina, 2021.

A. Gonzalez, E. D. Prieto, P. L. Schilardi & M. A. Fernandez Lorenzo de Mele.
“Caracterizacion de nanoparticulas de plata ecocompatibles y evaluacion de la
adsorcion sobre superficies de titanio”. Libro de resimenes XX Encuentro de
superficies y materiales nanoestructurados. Mar del Plata, INTEMA, 2021.

A. Gonzalez, M. A. Fernandez Lorenzo de Mele and P. L. Schilardi.”
Nanotecnologias ecocompatibles para aplicaciones médicas e industriales”.
Investigacion Joven, vol. 6, no. especial, pp. 70-71, 2019. ISSN: 2314-3991.

A. Gonzalez, M. Bertuola, N. Fagali, P. L. Schilardi, M. A. Fernandez Lorenzo
de Mele. “Utilizacion de nanotecnologias ecocompatibles para el desarrollo de
nanoparticulas y nanopeliculas”. Libro de actas V Jornadas de Investigacion,
Transferencia y Extension de la Facultad de Ingenieria. La Plata, Facultad de
Ingenieria - UNLP, 2019. ISBN: 978-950-34-1749-2.

A. Gonzalez, C. A. Grillo, P. L. Schilardi and M. A. Fernandez Lorenzo de Mele.
“Sintesis ecocompatible de nanoparticulas de plata: evaluacion de Ia
citotoxicidad”. Libro de resimenes XIX Encuentro de superficies y materiales
nanoestructurados. General San Martin, Instituto Nacional de Tecnologia

Industrial - INTI, 2019. ISBN 978-950-532-421-7.
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8. A. Gonzalez, N. Fagali, A. G. Minan, P. L. Schilardi and M. A. Fernandez
Lorenzo de Mele. “Adsorciéon de fitocompuestos fenolicos sobre materiales
implantables de titanio: evaluacion de la actividad antimicrobiana”. Libro de
resumenes 19° Congreso Internacional de Metalurgia y Materiales CONAMET-
SAM. Valdivia-Chile, 2019.

9. A. Gonzalez, A. G. Mifian, C. A. Grillo, P. L. Schilardi and M. A. Fernandez
Lorenzo de Mele, M. “Nanofilms of adsorbed thymol formed on Ti surfaces for

biomedical applications. Antimicrobial activity and biocompatibility”. Medicina,

Vol. 79, Supl. IV, 2019. ISSN 0025-7680 (Impresa) — ISSN 1669-9106 (En linea).

D) Futuras publicaciones:

Actualmente se encuentra finalizado y en proceso de envi6 el siguiente articulo:

1. A. Gonzalez, A.G. Mifian, E. D. Prieto, P. L. Schilardi, F.S. Fagali and M. A.
Ferndndez Lorenzo de Mele. “Self-assembled thymol antimicrobial
nanolayers favor osteogenic processes. Comparison with the coatings

obtained from its isomer carvacrol”. Revista: Progress in Organic Coating.

También se encuentra en estado avanzado de redaccion dos articulos con los

resultados de los Capitulos 5, 6 y 7 (titulos tentativos):

2. A. Gonzalez, A. G. Midan, E. D. Prieto, P. L. Schilardi, F.S. Fagali and M. A.
Fernandez Lorenzo de Mele. “Synergistic antimicrobial effects between metal phenolic
networks of gallic acid (developed on Ti surface) and amikacin”. Este articulo esta basado

en los resultados del Capitulo 5.

3. A. Gonzalez, F.S. Fagali, E. D. Prieto, P. L. Schilardi and M. A. Fernadndez
Lorenzo de Mele. “Multifuntional Ti surfaces with metal phenolic networks of pyrogallol
and “green” silver nanoparticles: bactericidal effect and improved osseointegration”. Este
articulo estd basado en los resultados de los Capitulos 6 y 7 de la Tesis Doctoral.
Resultados parciales fueron presentados y publicados en el congreso internacional XII
Latin-American Congress of Artificial Organs and Biomaterials realizado el 12 de

diciembre del 2023 en Mar del Plata, Argentina.
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