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RESUMEN

Las altas temperaturas y la humedad en los sitios de contacto entre los dispositivos
ortoprotésicos de miembros inferiores y la piel de las extremidades afectadas,
proporcionan un ambiente ideal para la proliferacion de hongos y bacterias, los
cuales generan trastornos, afecciones y dolencias de la piel. En el presente trabajo
de grado de maestria, se desarrolld6 y se evalué un compuesto polimérico
nanoestructurado con particulas nanomeétricas de plata para reducir el crecimiento
de algunos microorganismos para su posible aplicacion en interfaces de encajes
para prétesis y oOrtesis externas de miembros inferiores.

Inicialmente se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs) mediante reduccion
fotoquimica. Se caracterizaron sus propiedades fisicoquimicas y se evaluaron sus
propiedades antimicrobianas mediante ensayos in vitro empleando Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y
Candida albicans ATCC 14053. Los efectos antibacteriales y antifungicos de las
AgNPs se determinaron por los métodos de macrodilucion y microdilucion con el fin
de obtener la Concentracion Minima Bactericida (CMB) y la Concentracion Minima
Fungicida (CMF) de la poblacion medida. Se obtuvieron AgNPs con forma esféricas
y semiesféricas, con una CMB contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) a 16.49 ug/mL y una CMF
de 6.18 pg/mL contra Candida albicans ATCC 140553.

Con las nanoparticulas de plata obtenidas y un elastomero de silicona comercial
Ecoflex 00-50 ® se obtuvo un compuesto polimérico nanoestructurado. Por ultimo,
se evalud la actividad antimicrobiana, la densidad y resistencia a la compresion de
muestras del material obtenido variando las concentraciones de AgNPs y de
solucion diluyente de AgNPs. La méxima actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 del material obtenido se encontré6 en
41.58 +2.97 % con muestras que incluyeron AgNPs y solucién diluyente de AgNPs
a concentraciones de 32.98 ug/mL y 25.55 % respectivamente. No se encontrd
diferencias estadisticamente significativas en la actividad antimicrobiana entre todas
las muestras que incluyeron AgNPs y solucion diluyente de AgNPs contra
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM). Por otro lado, se obtuvo
un material con dureza y resistencia a la compresion dentro del rango satisfactorio
para el uso en interfaces ortoprotésicas externas de miembros inferiores.

Estos resultados indican que el material obtenido puede contribuir a la disminucion
de la proliferacion de microorganismos, reduciendo los riesgos de infeccion en piel,
por lo cual podria ser implementado en la fabricacion de interfaces ortoprotésicas
de miembro inferior.
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ABSTRACT

The high temperatures and humidity at the contact sites between the ortho-prosthetic
devices of lower limbs and the skin of the affected limbs, provides an ideal
environment for the proliferation of fungus and bacterias, which generate disorders,
affections and skin ailments. In the present master's degree work, a nano-structured
polymeric composite with nano-metric silver particles was developed and evaluated
to reduce the growth of some microorganisms for its possible application in socket
interfaces for external prosthetics and orthoses of lower limbs.

Initially, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized by photochemistry reduction.
Its physicochemical properties were characterized and its antimicrobial properties
were evaluated by in vitro tests using Staphylococcus aureus ATCC 25923,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), and Candida albicans ATCC
14053. The antibacterial and antifungal effects of the AgNPs were determined by the
macrodilution and microdilution method to obtain the Minimum Bactericidal
Concentration (CMB), and the Minimum Fungicide Concentration (CMF) of the
population measured. Semi-spherical and spherical-shaped AgNPs were obtained,
with a CMB against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) at 16.49 pg/mL and a CMF of 6.18 pg/mL against
Candida albicans ATCC 140553.

With the silver nanopatrticles obtained and a commercial silicone elastomer Ecoflex
00-50 ®, a nanostructured polymeric compound was obtained. Finally, the
antimicrobial activity and the density and resistance to compression of samples of
the material obtained were evaluated by varying the concentrations of AgNPs and
diluent solution of AgNPs. The maximum antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 of the material obtained was found in 41.58%
+ 2.97 with samples that included AgNPs and diluent solution of AgNPs at
concentrations of 32.98 ug/mL and 25.55 % respectively. No statistically significant
differences were found in the antimicrobial activity among all the samples that
included AgNPs and diluent solution of AgNPs against methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). On the other hand, a material with hardness and
compressive strength was obtained within the satisfactory range for use in external
orthoprosthetic interfaces of lower limbs.

These results indicate that the material obtained can contribute to the decrease of
the proliferation of microorganisms, reducing the risks of skin infection, which could
be implemented in the manufacture of orthoprosthetic lower limb interfaces.

Keywords: Polymeric composite, silver nanoparticles, orthoses, prosthesis,
interfaces, antibacterial, lower limb.
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1. INTRODUCCION

Los problemas en las funciones corporales son deficiencias tales como las
limitaciones en la actividad fisica, problemas en las funciones o estructuras
corporales y la pérdida o ausencia de partes anatomicas del cuerpo [1].
Aproximadamente 200 millones de personas a nivel mundial presentan dificultades
motoras funcionales. En Colombia el 29 % de las personas con discapacidad
presentan limitaciones para moverse o caminar y entre el 5y 10 % presentan
amputacion de alguna extremidad [2]. Estadisticamente las amputaciones de
miembro inferior son mucho mas frecuentes que las de miembro superior [3]. Como
soluciébn a esta problematica los dispositivos ortoprotésicos representan una
alternativa Gtil para rehabilitar una persona que ha sufrido un trauma o pérdida de
alguna extremidad [4]. Sin embargo, existen problemas relacionados con el uso de
ortesis y protesis de miembro inferior [5].

Uno de los mayores problemas asociados al uso de los dispositivos ortoprotésicos,
son las afecciones dermatolégicas, generadas por el acoplamiento del dispositivo
con la extremidad, las fuerzas generadas al interior de los dispositivos al realizar el
ejercicio de la marcha que favorece la presencia y la proliferacion de hongos y
bacterias en la piel de los pacientes. Estos microorganismos son los causantes de
grandes afecciones, infecciones e irritaciones que suscitan una tendencia de los
pacientes a abandonar estos dispositivos, lo que interfiere con sus actividades
cotidianas, de participacion en la sociedad, relaciones interpersonales y desempefio
laboral. Se estima que entre el 32 % y 90.90 % de la poblacién con amputacién de
miembros inferiores que hacen uso de dispositivos ortoprotésicos, presentan al
menos un problema de la piel del mufién del miembro amputado o extremidad
afectada [6]-[12].

De esta forma, el presente trabajo muestra el desarrollo un material compuesto por
nanoparticulas de plata (AgNPs) que posee la capacidad funcional de reducir la
proliferacion de algunas bacterias y puede ser empleado en un futuro como interfaz
de dispositivos ortoprotésicos de miembro inferior. Este objetivo general se ejecutd
a través de la sintesis de AgNPs, las cuales fueron caracterizadas e incorporadas
en una matriz polimérica. Se desarroll6 un compuesto nanoestructurado, al cual se
le evalué su capacidad antimicrobiana y algunas propiedades mecanicas para la
implementacion en dispositivos ortoprotésicos de miembro inferior. Asi, se obtuvo
un material con la capacidad de reducir la proliferacion microbiana por contacto y
con propiedades mecanicas aceptables para el uso como interfaz de dispositivos
ortoprotésicos, con el cual se espera fortalecer el campo de aplicacion de nuevos
materiales nanoestructurados a nivel regional y nacional, especificamente en el
sector salud.
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1.1. Planteamiento del problema

Segun estimativos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el afio 2011,
méas de mil millones de personas en todo el mundo poseian alguna forma de
discapacidad, de las cuales aproximadamente 200 millones contaban con
dificultades en su funcionamiento motor. Ademas, se estima que el nimero de
personas con discapacidad seguira aumentando durante los proximos afios [13]. En
Colombia se ha registrado que el 6.4 % de la poblacion posee algun tipo de
discapacidad, de los cuales el 29 % presenta limitaciones para moverse o0 caminar
[2]. Igualmente, entre el 5-10 % de las personas con discapacidad en nuestro pais
presentan amputacion de alguna extremidad [14].

Los problemas de funciones corporales son generados por diversas circunstancias,
dentro de las cuales se encuentran las lesiones trauméticas como los accidentes de
transito y la violencia [15]-[17]. Segun estimaciones de la OMS, a nivel mundial,
anualmente cerca de 50 millones de personas quedan lesionadas por accidentes de
transito, donde mas del 90 % de los casos ocurren en paises de ingresos bajos y
medianos [18]. En Colombia, durante el 2013 se registraron 48.042 casos atendidos
por este tipo de accidentes, de los cuales el 87.06 % corresponde a lesiones no
fatales [14]. Por otra parte, Colombia ocupa los primeros lugares en victimas de
guerra a nivel mundial, donde el conflicto armado es una de las principales causas
de limitaciones fisicas y amputaciones de miembros inferiores [19]. Hasta el 30 de
abril de 2018 se han reportado un total de 11.567 victimas de Minas Antipersonal
(MAP) y Municiones sin Explotar (MUSE), de los cuales el 80 % han resultado
heridas, que en gran medida requieren procesos de rehabilitacién [19]. De esta
forma, las lesiones traumaticas son las principales causas de problemas funcionales
y de amputacion de extremidades inferiores que en la mayoria de los casos,
requieren el uso de protesis u ortesis externas [20]. Se estima que por lo menos
mas de 100 millones de personas a nivel mundial requieren Ortesis o protesis
externas (cerca del 1.5 % de la poblacion) [21] y se espera que para el 2020 el
namero de personas que utilicen prétesis aumente a 2.4 millones, mientras que de
ortesis sea de 7.3 millones [22].

El uso de dispositivos ortoprotésicos representa una alternativa Gtil para modificar
las caracteristicas estructurales o funcionales del sistema neuro-musculo-
esquelético de una persona que ha sufrido traumas o pérdida de miembro inferior
[4]. De esta forma, se espera que las oOrtesis y protesis puedan mejorar, mantener o
recuperar parte de las funciones normales, mientras que brindan comodidad y
buena apariencia a quienes posean dificultades en el movimiento de sus
extremidades, permitiéndoles retornar a un estilo de vida funcional [23]. Sin
embargo, existen problemas relacionados con la interaccion directa entre la piel de
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los usuarios y las ortesis o proétesis, los cuales limitan los objetivos técnicos de los
dispositivos y afectan directamente la salud y bienestar de los pacientes [5].

El correcto uso de los dispositivos ortoprotésicos requiere un ajuste adecuado con
el usuario y durante un largo periodo de tiempo. Sin embargo, se estima que entre
el 32 %y 90.90 % de la poblacion con amputacion de miembros inferiores que hacen
uso de protesis, presentan al menos un problema de la piel del mufién del miembro
amputado o extremidad afectada [6]-[12].

Los problemas dermatolégicos se pueden producir a lo largo de todo el ciclo de vida
de los dispositivos y son generados por diversas circunstancias. Debido al ajuste
apretado y el calor generado por el encaje de la prétesis u ortesis, existe una
tendencia de la piel a transpirar, lo que genera un aumento en la humedad
provocando lesiones e infecciones en la piel. Esto es sumado a las reacciones
alérgicas causadas por unguentos empleados en el cuidado de la piel y a los
trastornos inducidos mecanicamente debido a las fuerzas de cizallamiento y estrés
gue resultan en la destruccion de la dermis, lesiones que estimulan la proliferacion
de tejidos como ampollas, Ulceras, callosidades, edemas en el mufion o miembro
inferior, ampollas, liquenificacion, hiperqueratosis verruciforme, quistes
epidermoides, acro-angiodermatitis, hiperplasia verrugosa, celulitis, edemas y
eczemas atdpicos [24]. Estos problemas se pueden incrementar por el tiempo de
uso del dispositivo [24].

Hall y colaboradores [8], al estudiar la prevalencia de problemas dermatolégicos en
amputados transtibiales, reportaron que el 78 % de los pacientes evaluados
presentaba sudoracion excesiva, picazén y enrojecimiento de la piel. De igual forma,
Dillingham y colaboradores [9], encontraron que alrededor de una cuarta parte de
las personas encuestadas amputadas por lesiones, reportaban problemas de
irritacion en la piel, heridas o dolor constante en el miembro residual, al estudiar la
satisfaccion en el uso de las protesis y salud relacionada con la calidad de vida de
las personas. Asimismo, K. Hagberg y R. Branemark, al estudiar individuos que
hacian uso de protesis transtibial, amputados por razones no vasculares, en su
mayoria traumas, encontraron que los problemas mas frecuentes que condujeron a
la reduccidon en la calidad de vida fueron el calor y la sudoracion en el encaje
protésico (72 %) [25].

Estas condiciones de humedad, acompafados de los trastornos generados
mecanicamente por el uso de los dispositivos ortoprotésicos, favorecen el
crecimiento de hongos y bacterias que producen frecuentemente afecciones como
foliculitis, forunculosis, pioderma, hidradenitis, erupciones e infecciones, sarpullido,
enrojecimiento e irritacion en la piel de la extremidad afectada [10]. Entre las
especies de bacterias que comunmente colonizan esta zona, se encuentra
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Staphylococcus aureus, causante de forunculos, impétigo, celulitis y sindrome
estafilocécico de la piel escaldada entre otras afecciones [26], [27]. La interaccion
constante de la piel con los dispositivos ortoprotésicos también proporciona un
ambiente ideal para el crecimiento del hongo Candida albicans, que genera
erupciones rojizas, infecciones de los foliculos pilosos, abrasiones en la piel, dolor
en las articulaciones y picazon entre otras afecciones [24], [28]-[30]. Las infecciones
cutdneas son mas frecuentes en pacientes inmunocomprometidos y debido a la
presencia de microorganismos, los trastornos de la piel pre-existentes pueden
reaparecer [31].

Estas infecciones fungicas y bacterianas pueden ser dificiles de erradicar por
completo a causa del ambiente humedo, calor y maceracion de las zonas
implicadas. Las terapias pueden incluir la aplicacion de fungistaticos o cremas
fungicidas si las condiciones no son graves, o de agentes anti-fiungicos orales. Sin
embargo, estos tratamientos que se desarrollan durante largos periodos de tiempo,
requieren de disciplina, motivacion de los pacientes y son limitados por los posibles
efectos secundarios ademas de la correcta dosificacion de los medicamentos [32],
[30]. Igualmente, la creciente resistencia bacteriana como resultado de la evolucion
natural, el abuso de antibiéticos en seres humanos, animales y practicas agricolas,
son situaciones que incrementan la necesidad de desarrollar alternativas eficientes
para el control del crecimiento microbiano [33], [34].

Para evitar estos problemas, algunas personas optan por lavar frecuentemente el
mufion de la extremidad amputada, usar productos para la limpieza y antibacteriales
comunes. No obstante, estas medidas pueden incrementar las posibilidades de
presentar trastornos, afecciones y dolencias de la piel en contacto con el dispositivo
[12]. En consecuencia, la mayoria de los usuarios deciden restringir el uso de los
dispositivos ortoprotésicos, primordialmente por las consecuencias de uso que
estos pueden generar, lo cual interfiere con sus procesos de rehabilitacion,
actividades cotidianas, desempefio social y deterioran significativamente la
capacidad para trabajar de las personas [7], [12].

Dada la alta prevalencia de los problemas relacionados con las afecciones
generadas en la piel de los usuarios, por el uso de los dispositivos ortoprotésicos
externos, y las fuerzas aplicadas sobre los dispositivos, que desgastan las interfaces
ortoprotésicas, se debe considerar el desarrollo de materiales que posean la
capacidad funcional de controlar la proliferacion de bacterias y hongos en los sitios
de contacto entre los dispositivos y la piel de los usuarios [7]. Asi, se plantea en este
trabajo la siguiente pregunta de investigacion: ¢Como se puede desarrollar y
evaluar un material compuesto con capacidades antimicrobianas para su aplicacion
en interfaces de ortesis y protesis de miembro inferior?
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1.2. Aportes y alcances

En Colombia existen dos causas trauméticas importantes en torno a la discapacidad
relativa al movimiento de miembros inferiores: los accidentes de transito y el
conflicto armado. Estadisticamente las amputaciones de miembro inferior son
mucho mas frecuentes que las de miembro superior. De acuerdo con Ramos [3],
esta relacion es aproximadamente de 3 a 10. Esta problematica se trata con
dispositivos ortoprotésicos externos que facilitan el reintegro social de los afectados,
sin embargo, el uso de estas ayudas puede generar reacciones adversas en la piel
de los usuarios, las cuales estan asociadas a la compresion de los tejidos durante
largos periodos de tiempo, esfuerzos y concentraciones de tensiones, al aumento
de la temperatura y la humedad; factores que favorecen la aparicion de bacterias y
hongos que producen complicaciones dermatologicas. Como consecuencia de
estos problemas, es comun que los pacientes abandonen el uso de estos
dispositivos, lo que dificulta el desarrollo de sus actividades cotidianas [7]. Debido a
esto, se hace pertinente el desarrollo de nuevos materiales para futuras aplicaciones
ortoprotésicas.

El alcance del presente trabajo de grado consiste en obtener un material compuesto
nanoestructurado con capacidades antimicrobianas que permita en un futuro, la
obtencién de interfaces y liners ortoprotésicos externos de miembros inferiores.
Para esto se sintetizaron AgNPs, se caracterizaron y se incorporaron en una matriz
polimérica. Finalmente, se evalué algunas de sus propiedades mecanicas y la
capacidad antimicrobiana del material obtenido. El desarrollo de estos objetivos no
contempla la obtencién de prototipos funcionales ni su evaluacion en pacientes.

En el presente trabajo de grado no se realizaron evaluaciones de biocompatibilidad
del compuesto polimérico obtenido. Sin embargo, a pesar de que se ha considerado
que las AgNPs en bajas concentraciones no son téxicas_para los seres humanos
[31], [35], [36], es necesario identificar los dafios citotoxicos y genotdxicos que el
material desarrollado pueden ocasionar. Ademas, pese a que la matriz empleada
para el material desarrollado es considerada segura para el uso en la piel por el
fabricante, la incorporacion de AgNPs puede generar cambios fisicoquimicos del
material compuesto que afecten los tejidos humanos. Es asi como la evaluacién la
inocuidad del material obtenido para el uso en personas, que permitan conocer los
efectos de las AgNPs en las células humanas se plantea como trabajo futuro
derivado del presente trabajo de grado.

Por otro lado, los resultados de este trabajo contribuiran en el mejoramiento de los
disefios de las interfaces actuales para desarrollar dispositivos que posean la
capacidad de reducir la proliferacion de hongos y bacterias y propiedades
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mecanicas requeridas por los entes reguladores. De esta forma, se fortalecera el
campo de aplicacion de nuevos biomateriales nanoestructurados a nivel regional y
nacional.

Este trabajo pretende apoyar El Plan Nacional de Desarrollo de Colombia 2014-
2018 del Gobierno nacional en los esfuerzos por asistir integralmente a la poblacién
en discapacidad fisica a través de la implementacién de procesos y medios para
rehabilitar a este tipo de poblacion y asi permitirles desempefiar un rol en
condiciones de normalidad frente a la comunidad y el contexto laboral [37].

Por ultimo, gracias al desarrollo del presente trabajo de grado, la Universidad
Pontificia Bolivariana fortalecera su area de trabajo en los campos relacionados con
nuevos materiales, nanotecnologia aplicados a la ingenieria y a la salud, en
investigaciones encaminadas a la rehabilitacion fisica de miembros inferiores,
relacionadas con el desarrollo de dispositivos médicos orto-protésicos que
beneficien el reingreso social y calidad de vida de las personas con discapacidad.

1.3. Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un compuesto polimérico con capacidades antimicrobianas, mediante el
uso de nanoparticulas de plata, para su aplicacion en oOrtesis y proétesis externas de
miembro inferior.

Objetivos especificos

. Sintetizar nanoparticulas de plata para su aplicacibn en un compuesto
polimérico
. Caracterizar las propiedades fisicas y funcionales de las nanoparticulas de

plata sintetizadas.

. Obtener un material estructurado con nanoparticulas de plata.
. Evaluar la actividad antimicrobiana y propiedades mecanicas del material
nanoestructurado.

22



1.4. Descripcion general de la tesis

En general, el desarrollo de esta tesis se divide en ocho capitulos, donde los tres
primeros corresponden a la introduccion, marco tedrico y estado de arte. El capitulo
4, 5y 6 desarrollan los cuatro objetivos especificos planteados en la seccion 1.3 de
este apartado, los cuales contienen metodologia, resultados y discusion. Para
finalizar, los capitulos 7 y 8 presentan las conclusiones y el trabajo futuro. A
continuacion, se describen los capitulos:

El capitulo 1 presenta una introduccidén general del trabajo, un planteamiento del
problema que se desea abordar, los aportes y alcances obtenidos en el desarrollo
de la tesis. Igualmente, presenta un objetivo general y cuatro especificos que
permiten alcanzar la meta propuesta, asi como la descripcidon general de la tesis
aqui planteada.

El capitulo 2 contiene un marco teérico, que incluye una descripcion de las
definiciones basicas requeridas para el desarrollo de este trabajo de grado, como
los conceptos asociados con protesis y oOrtesis externas, los materiales, técnicas y
requerimientos de uso para estos dispositivos, las técnicas de caracterizacion
mecanicas que se emplean en este trabajo y un acercamiento a las nanoparticulas
de plata (AgNPs) y sus métodos de caracterizacion.

El capitulo 3 describe un estado del arte relacionado con el uso de interfaces
ortoprotésicas para miembros inferiores, los materiales mas empleados en esta
aplicacion y la necesidad que ha surgido para investigar nuevas alternativas que
permitan reducir la presencia de microorganismos al hacer uso de estos
dispositivos. De esta forma, en este capitulo también se realiza una revision de las
capacidades antimicrobianas de las AgNPs y su aplicacion en polimeros.

El capitulo 4 describe el desarrollo del objetivo especifico 1 y 2, en los cuales se
sintetizan AgNPs por el método de reduccién foto-quimica de nitrato de plata
(AgNO3) empleando quitosano y radiacion ultravioleta. Las AgNPs se caracterizaron
fisicoquimicamente y se evalu6 su capacidad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) y Candida albicans ATCC 14053.

El capitulo 5 presenta el desarrollo del tercer objetivo especifico, el cual consistio
en obtener un material compuesto por elastomero de silicona y AgNPs sintetizadas
bajo las condiciones descritas en el capitulo 4. Para esto, se definié el proceso de
curado del material. Por ultimo se evalta la dureza del compuesto polimérico al
variar las revoluciones por minuto del proceso de mezclado, la concentracion de
AgNPs y de solucion diluyente de AgNPs.
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El capitulo 6 desarrolla el ultimo objetivo especifico que consiste en realizar la
evaluacion de la actividad antimicrobiana de muestras del material obtenido y, por
otro lado, se presenta la caracterizacion de la resistencia a la compresion del
material compuesto con diferentes concentraciones de AgNPs y de solucién
diluyente de AgNPs.

El capitulo 7 presenta las conclusiones para cada uno de los objetivos especificos
planteados para lograr el cumplimiento del objetivo general de este trabajo de grado.
Por ultimo, el capitulo 8 presenta los trabajos a futuros que se podrian seguir
desarrollando gracias a los resultados aqui presentados.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Protesis y Ortesis externas

Segun lanorma ISO 8549-1, las protesis ortopédicas son dispositivos que se utilizan
para reemplazar de forma parcial o total un segmento de una extremidad ausente o
deficiente. El objetivo principal de las prétesis es proporcionar a las personas con
amputaciones la posibilidad de recuperar sus capacidades funcionales, e
idealmente, deben convertirse en extensiones del cuerpo del usuario [4], [38]. Las
protesis de miembro inferior se pueden categorizar de acuerdo al nivel de
amputacién como se detalla en la Tabla 1. Las protesis transtibiales son las mas
comunes y estan compuestas por un encaje protésico, un pilar y un pie protésico,
mientras que las transfemorales adicionalmente poseen una articulacion protésica
de rodilla [38]. Las ortesis son dispositivos aplicados externamente que se utilizan
para modificar las caracteristicas estructurales y funcionales del sistema
neuromuscular y esquelético [4]. Estos dispositivos se clasifican en un sistema de
nomenclatura en inglés segun los segmentos anatémicos y las articulaciones que
abarcan [39], [4], [40], [41].

Tabla 1. Nomenclatura para protesis y ortesis de miembro inferior
Prétesis Ortesis
AK | Protesis por encima de la | FO Ortesis de pie
rodilla
AB | Protesis por debajo de la | AFO Ortesis de tobillo y pie
rodilla
TT | Protesis transtibial KO Ortesis de rodilla
TF | Protesis trasfemoral KAFO | Ortesis de rodilla, tobillo y pie
HpO Ortesis de cadera
HKO Ortesis de cadera y rodilla
HKAFO | Ortesis de cadera, rodilla y tobillo
SIO Ortesis sacroiliaca

Los encajes y sus revestimientos representan algunos de los principales
componentes de las oOrtesis y protesis, siendo estos los elementos de interés para
el presente estudio. En el caso de las protesis, existen encajes rigidos de estructura
concava que cubren el mufidn y deben distribuir las cargas que se generan durante
el ejercicio de la marcha sobre el miembro residual [42]. Por otro lado, los encajes
blandos, revestimientos o liners protésicos son sistemas disefiados para lograr un
ajuste adecuado del mufion, lograr una mayor libertad de movimiento, control y
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transferencia apropiada de las fuerzas, al igual que la difusion de la presion uniforme
sobre toda la superficie del miembro afectado [43]-[46]. Estos dispositivos han
permitido la eliminacién de sistemas externos de fijacion adicional [44]. En el caso
de las Ortesis, éstas pueden estar compuestas por un encaje rigido que permita
alcanzar los objetivos clinicos de cada paciente y una interfaz blanda para
amortiguar y distribuir las fuerzas y presiones generadas en el ejercicio de la marcha
[41]. En todos los casos, los revestimientos deben fabricarse de acuerdo al grado
de movilidad requerido y la forma de cada paciente [46]. Los revestimientos blandos
para protesis y las interfaces de las értesis, se encuentran en contacto permanente
con la piel del miembro afectado, son cruciales para la comodidad de los pacientes
y el logro de los objetivos clinicos de los dispositivos ortoprotésicos [42]. En la Tabla
2 se ilustran los revestimientos.

Tabla 2. Interfaces y encajes ortoprotésicos de miembro inferior.
Rigidos Blandos
Transtibial
Prétesis
Transfemoral
Ortesis
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2.2. Requerimientos basicos de los materiales empleados en revestimientos

protésicos e interfaces para Ortesis de miembros inferiores

Entre los objetivos clinicos de los dispositivos ortoprotésicos se encuentran: aliviar
el dolor, controlar deformidades, prevenir un rango excesivo de movimiento articular
o0 incrementarlo, compensar anormalidades, proteger tejidos, promover la
cicatrizacion y para el caso especifico de las protesis, reemplazar un miembro
ausente o deficiente. Estos objetivos se logran gracias a requerimientos funcionales,
tales como prevenir, reducir o estabilizar una deformidad, asi como limitar la
movilidad de una articulacién, reducir o redistribuir una carga sobre tejidos
concretos. De esta forma, algunos materiales empleados para la construcciéon de
los dispositivos ortoprotésicos son flexibles para adaptarse al cuerpo o absorber
energia generada durante el ciclo de la marcha, mientras que otros son rigidos para
controlar las flexiones generadas por las cargas [39], [47], [48].

Entre los criterios de funcionamiento generales para encajes, liners e interfaces
ortoprotésicos se encuentran: durabilidad, seguridad y discrecién, minimo peso,
realizacion de la funcion requerida por el tiempo que sea necesario y un bajo costo
de fabricacion [41], [49]. Estos dispositivos deben poseer la resistencia suficiente
para soportar las tensiones maximas esperadas por encontrarse sujetos a fuerzas
normales de presién por la accidén del peso y el ejercicio de la marcha, que generan
tensiones de traccion y compresion [50], [51]. Los esfuerzos por cargas de fatiga y
las concentraciones de tensiones, reducen la resistencia mecénica del material y
son generalmente responsables de la aparicion de las fallas y rupturas estructurales
[41]. Para prevenir estas fallas, las tensiones internas no deben superar los limites
maximos soportados por el material.

Estas piezas deben permitir la variabilidad de la forma y adaptarse a las
fluctuaciones en el volumen de los miembros inferiores, mientras mantienen su
estructura general, grosor, contacto total con la piel y tolerancia a las presiones
generadas durante el ciclo de la marcha [44], [52].. Estas se encuentran sometidas
a fuerzas de compresion constantes generadas por el miembro afectado y el
dispositivo, las cuales dependen del peso del usuario, la extremidad afectada y las
dimensiones de los dispositivos [52].

Materiales con elevada resistencia a la traccién y compresion mejoran la suspension
y el ajuste de los dispositivos al disminuir el pistoneo o deslizamiento durante la
marcha [43], [44], [53]. Es importante la rigidez y dureza de estos materiales por
estar en contacto con los tejidos blandos en la extremidad afectada. Los individuos
gque presentan poco recubrimiento del extremo 0seo, requieren recubrimientos con
baja rigidez a la compresién para proporcionar mayor amortiguacion de fuerzas e
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individuos con abundante tejido blando pueden obtener una mejor sensacion de
control a partir de interfaces con un poco mas de rigidez [43].

Por otro lado, se ha reportado que los encajes ortoprotésicos deben resistir
tensiones tangenciales cercanas a 4.5 MPa para evitar fallas y poseer un moédulo
de elasticidad aproximado a 3 GPa. Estos célculos se han realizado a partir de
valores variables del radio de la region poplitea y considerando un espesor de 3 mm
en las paredes de encajes convencionales [50], [51], [54]. De forma similar otros
estudios han calculado que en una persona que pese 79 Kg se pueden generar
fuerzas internas de compresion en encajes protésicos aproximadas de 23.16 KPa
durante condiciones estéaticas y presiones entre 41 a 118.6 KPa durante el contacto
inicial de la fase de apoyo en la ambulacién normal [52]. Por otro lado, se ha
establecido que la densidad de las interfaces ortoprotésicas deben encontrarse
entre 1 y 2.5 g/lcm® mientras que el porcentaje de deformacién por compresion
aceptados se encuentran entre 8 y 59 % [55], [56].

Finalmente, el uso de estos dispositivos debe evitar problemas en la piel de los
usuarios que sean inducidos mecanicamente y que resulten en lesiones o
destruccion de la dermis. Igualmente no debe generar reacciones alérgicas sobre
los pacientes y debe controlar variables como la temperatura y humedad en el
miembro residual o extremidad inferior [6], [7], [24].

2.3. Materiales empleados para la fabricacion de revestimientos protésicos
e interfaces para oOrtesis

Las interfaces blandas de los dispositivos ortoprotésicos se han desarrollado a partir
de espumas amortiguadoras y sistemas de interfaz disefiados para proporcionar
relleno y amortiguacion de los miembros afectados. Las espumas de amortiguacion
pueden disefiarse a partir de uretano, éstas pueden ser rigidas, suaves o elasticas
y variar extremadamente su densidad de acuerdo a su celdas, por lo cual son
ampliamente utilizadas como recubrimientos internos de Ortesis y proétesis con
propiedades hipoalergénicas [57]. Igualmente, las espumas amortiguadoras de
latex y poliuretano como el Plastazote ® y Pelite son de bajo peso, y poseen buenas
capacidades para recuperarse y soportar cargas de compresion. Estas espumas
son utilizadas generalmente en combinacion con otras mas densas para alcanzar
interfaces mas suaves y la compresion de cargas mas lenta [41]. Sin embargo, las
espumas en general pierden la elasticidad con el tiempo y son afectadas por la
humedad, por lo que deben ser reemplazadas con regularidad [41]. Ademas, aislan
el calor corporal, lo que aumenta la transpiracion contribuyendo en la presencia de
problemas dermatoldgicos.
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Especificamente para préotesis de miembros inferiores, es comun encontrar liners o
revestimientos para el mufion de los pacientes. Estos, en su mayoria estan
elaborados a partir de geles de silicona, elastobmeros termoplésticos (TPE), silicona
y algunos aditivos como aceites minerales, extractos Aloe Vera y mentol [43], [52].
Las interfaces de gel de silicona contienen redes de polisiloxano ligeramente
reticuladas, con alto contenido de fluido libre de polidimetilsiloxano (PDMS) por lo
que permiten la extension del liquido bajo carga [43]. Sin embargo, presentan una
menor resistencia a la compresion, cizalladura y rigidez a la traccion que los liners
elastoméricos de silicona, los cuales son altamente reticulados lo cual les permite
mantener sus liquidos bajo presion [43]. De esta forma, los liners elastoméricos de
silicona otorgan una mayor comodidad, poseen ventajas relacionadas con la
suavidad al tacto, mejoran la interfaz con el encaje protésico por presentar buena
absorcion al impacto y caracteristicas de amortiguacion, disminuyen el dolor y
brindan una mayor proteccion de la piel [43]. Ademas, la naturaleza viscoelastica
del material, permite el flujo de presiones altas a zonas de baja presion al someterse
a cargas importantes y ha permitido aumentar el rendimiento para caminar al reducir
el uso de ayudas adicionales y mejorar la suspension de las proétesis [57]-[59]. En
la Figura 1 se representa un resumen de polimeros empleados en dispositivos
ortoprotésicos externos de miembro inferior [11], [41], [52], [57], [59]-[63].

Estos liners también se han desarrollado a partir de materiales compuestos, los
cuales son materiales elaborados a partir de dos 0 mas componentes, generalmente
por una matriz y un agente reforzante, cada uno con diferentes propiedades fisicas
y quimicas [63], [64]. Los agentes reforzantes pueden ser fibras o particulas que
definen fundamentalmente las propiedades mecéanicas y funcionales de los
compuestos.

2.4. Técnicas de caracterizacion mecanica de materiales para liners

ortoprotésicos

Existen un gran namero de técnicas para caracterizar y evaluar las propiedades
mecanicas de los materiales. A continuacion se describen algunas de las mas
comunes que son importantes para el desarrollo del presente trabajo.

2.4.1. Ensayo de compresion

El esfuerzo de compresion se presenta sobre los materiales cuando se generan dos
fuerzas axiales centrales de igual magnitud y sentido contrario que tienden a
comprimir una pieza del material [65].
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Figura 1.

Materiales poliméricos empleados en dispositivos ortoprotésicos externos
de miembro inferior.

El ensayo de compresion determina la capacidad del material para retener su
elasticidad luego de ser sometido a una carga prolongada. Para los materiales
elasticos como el caucho y silicona, se ha empleado la norma internacional ASTM
D395 — 16F! (2016) [66]. Para este ensayo, una muestra del material de interés se
comprime por una deflexion o una fuerza determinada para mantener esta condicion
durante un tiempo y temperatura especifica. Finalmente, se mide la deformacion
residual y se calcula el esfuerzo de compresion expresado como un porcentaje de
la deflexion original.
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La evaluacion de esta propiedad en materiales empleados para la fabricacion de
encajes para protesis es necesaria debido a los esfuerzos de compresion que
permiten la suspension de estos dispositivos. Igualmente, las értesis deben generar
compresion en puntos estratégicos para cumplir con los objetivos clinicos, como por
ejemplo, la compresion anteroposterior, con una alineacion discretamente retrasada
del fémur, respecto a la tibia, que ayude a la hiperextension de la cadera en las
KAFO y la compresiéon femoral en el triangulo de Scarpa, para lograr estabilidad en
la marcha [67].

2.4.2. Ensayo de dureza

Se define como la resistencia de un material a la deformacion plastica localizada.
Es dtil para evaluar los componentes microestructurales del material y se
correlaciona con la resistencia al desgaste. Igualmente, la dureza de los materiales
depende de las fuerzas de enlace entre sus atomos [68].

La dureza se puede medir de diferentes formas, como lo es a través de la resistencia
al corte, la dureza eléstica y la resistencia a la indentacién. Esta Gltima, es una
técnica cuantitativa que consiste en penetrar un indentador sobre la superficie del
material a evaluar, controlando la cargay la velocidad de aplicacién de la carga. Asi,
se mide el tamafio y la profundidad de la huella generada, expresandose en
términos de un numero de dureza [69]. Los materiales mas blandos, son indentados
a mayor profundidad por lo que presentan un nimero de dureza menor.

Esta propiedad es importante en materiales empleados en la fabricacion de piezas
para Ortesis o proétesis de miembro inferior dado que estas son sometidas a
esfuerzos y cargas generados por la marcha y las condiciones de uso de cada
paciente [49]. La evaluacion de esta propiedad proporciona informacién valiosa de
la resistencia a la deformacion plastica de las interfaces orto-protésicas y los
resultados de este ensayo pueden permitir la estimacion de otras propiedades
mecanicas como la resistencia a la traccibn o compresion de una forma sencilla,
rapida y con una pequefa cantidad de material.

2.5. Nanotecnologiay AgNPs

El término nanotecnologia se emplea para describir la fabricacion precisa de
materiales hanoméetricos, entre los que se encuentran las nanoparticulas [70]. Las
nanoparticulas son agregados de &tomos o materiales con un rango de tamafio de
1 a 100 nm que, debido a su gran area de superficie con relacion al volumen,
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presentan propiedades quimicas y fisicas Unicas. Algunas nanoparticulas metélicas
por su parte han demostrado tener propiedades antibacterianas, el cual es un
campo de gran interés en investigacion [70]. Se han estudiado nanoparticulas de
magnesio, zinc, titanio, oro, y mas aun, las de plata (AgNPs) que han demostrado
buena eficacia antimicrobiana frente a bacterias, virus y microorganismos
eucariotas. Adicionalmente, las AgNPs tienen una alta estabilidad térmica, baja
volatilidad y baja toxicidad para las células humanas [70]. Esta ultima caracteristica
se debe a que las AgNPs interactian con los peptidoglicanos de la pared celular,
estructuras ausentes en las células de mamiferos [71].

Las AgNPs poseen un gran potencial para resolver el problema de las bacterias
resistentes a multiples farmacos, ya que estas nanoparticulas interfieren en varios
aspectos fisiologicos y reproductivos de los microorganismos, lo que dificulta a las
bacterias desarrollar resistencia, sin embargo los investigadores han sugerido
estudiar la evolucion adaptativa de la resistencia a las AgNPs [71].

Las AgNPs poseen una potente actividad antimicrobiana contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas ademas de demostrar capacidad para interrumpir la
formacion de biopeliculas, las cuales se forman debido a la aglomeracion de
bacterias y su unién a superficies soélidas [72]. Igualmente, las AgNPs han
demostrado poseer actividad antimicrobiana contra una amplia gama de bacterias
y hongos patégenos humanos [72].

Tres posibles mecanismos de toxicidad de las AgNPs han sido estudiados
recientemente. El primero establece que gracias a las interacciones
electroestaticas, es posible la union de la membrana celular de los microorganismos
cargados negativamente a los iones positivos de plata [73]. En este caso, el dafio
se efectia directamente en la membrana celular de bacterias o la membrana
plasmatica de los hongos, provocando cambios estructurales y permitiendo la
permeabilidad celular que conduce a un efecto toxico relacionado con el transporte
no controlado de la membrana citoplasmatica y a la pérdida de los componentes
celulares [35], [71]. ElI segundo mecanismo, relaciona los iones de plata presentes
en las nanoparticulas con la interrupcion de la cadena respiratoria de las
mitocondrias celulares y de la sintesis de ATP [70]. Las AgNPs pueden interrumpir
la fuente de energia celular, afectando reacciones como la adhesién y proliferaciéon
celular, ocasionando la muerte del microorganismo [73], [71]. Por ultimo, las AgNPs
dentro de las células de microorganismos, pueden afectar el ADN y su replicacién,
al interactuar particularmente con el nitrdgeno exociclico presente en las bases de
adenina, guanina y citosina del ADN, conduciendo a la inhibicién del crecimiento
microbiano y a su degradacion [71]. Estas interacciones y sus efectos sobre la
integridad de la membrana celular depende directamente del tamafo, forma,
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distribucion y concentracion de las AgNPs [72]. Ademas, la actividad antimicrobiana
también depende de la especie del microorganismo blanco [71].

2.5.1. Sintesis de AgNPs

Existe un gran nimero de rutas para la sintesis de AgNPs. Sin embargo, de forma
general, los métodos de obtencidn de las NPs se dividen en top-down, los cuales
emplean procesos fisicos para obtener estructuras pequefias con base en
estructuras mas grandes; y bottom-up, método de reduccién quimica de iones de
Ag+ en solucion acuosa, que es el mas utilizado en la actualidad. Se cree que la
generacion de un atomo de plata neutro que forma precursores cargados
positivamente Ag2* Ags?*, y cimulos mas grandes, que se van agregando, es el
paso elemental en la formacion de las nanopatrticulas [72].

El método bottom-up emplea un agente para reducir iones metalicos, entre los que
se encuentran el citrato, d-glucosa, acido ascoérbico, aldehidos, aminas y
polisacéaridos (incluyendo el quitosano) [72]. Luego de la reduccion, las
nanoparticulas sintetizadas se estabilizan mediante el recubrimiento con agentes
niveladores y su estabilidad puede ser proporcionada por efectos estéricos o de
repulsion electrostética. Ademas, la estabilizacion estérica puede mejorarse por
agentes activos de superficie como polimeros o tensioactivos no-iénicos y lograrse
en simultdnea a la estabilizacion electrostatica por medio de la absorcién de
polielectrolitos en la superficie de la nanoparticula [74]-[76].

Entre los métodos bottom-up para la sintesis de nanoparticulas también se
encuentran el método coloidal, irradiacion con microondas, utilizacion de
dendrimeros, sintesis solvotermal, sol-gel y reduccion fotoquimica. Este ultimo, se
caracteriza por la disminucién de impurezas generadas durante el proceso de
sintesis, comparado con otros métodos [77]. En este, se presenta una reaccion
guimica de estados electronicos para producir reacciones de transferencia de
electrones en una sustancia determinada, es decir, se modifica el sistema quimico
empleando altas energias para generar reductores fuertes como lo son los
electrones [77], [78]. Dentro de este grupo, se encuentran las reducciones
fotosensibilizadas, en las cuales interfieren agentes sensibilizadores organicos o
inorganicos como algunos tensioactivos y polimeros. Estos agentes son
fotoexcitados, generando productos intermedios que reducen los iones metalicos a
M° [78]. Por otro lado, se ha encontrado que las ventajas de la reduccion de la
fotoquimica UV de metales esta en la posibilidad de reducir los iones metalicos sin
requerir grandes cantidades de agentes reductores y la reduccion se produce
uniformemente en toda la solucion [79].
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2.5.2. Caracterizacion de AgNPs

Debido a los avances en la produccién de AgNPs con diferentes formas y tamafios,
y a los efectos que estas variables pueden generar sobre los microorganismos, se
han desarrollado técnicas de caracterizacion que permiten analizar su estructura,
morfologia, composicion y comportamiento mediante tecnologias empleadas en
este trabajo como UV-Vis, AAS, DLS, TEM, NTA y potencial zeta [72].

2521. Caracterizacion por espectroscopia ultravioleta-visible

La espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis) es un tipo de espectroscopia de
absorcién donde las moléculas absorben luz en la region de 100 a 400 nm. Como
consecuencia, se generan procesos de transferencia de electrones en iones de
moléculas inorgénicas, organicas y metales de transicion [80]. La espectroscopia
UV-Vis es la principal técnica empleada para evaluar las nanoparticulas metalicas
donde la resonancia de plasmon superficial (LSPR) es caracteristica para cada
metal [81]. Asi, la LSPR brinda informacion del tamafio, forma y constante dieléctrica
de nanoestructuras metalicas dada la relacion de resonancia con la radiacion
incidente [82].

Esta técnica se basa en la Ley Beer Lambert, la cual establece que al hacer pasar
un haz de luz monocromética a través de una sustancia absorbente, la disminucién
de la intensidad de radiacion y el espesor de esa sustancia es proporcional a
radiacion incidente y a la concentracion de la solucion [80].

2522, Caracterizacion por espectroscopia de absorcion atbmica

La caracterizacion por absorcion atomica (AAS) es un procedimiento que permite
detectar y determinar cuantitativamente elementos quimicos en una muestra por
medio de la absorcion de radiacion a una longitud de onda determinada. Esta
absorcion se determina por la Ley de Beer-Lambert. En esta técnica se miden las
especies atOmicas de las muestras, las cuales se logran por medio de su
atomizacion. Para llegar a esto, se usa comunmente las técnicas de AAS con flama
o llama, donde las muestras son nebulizadas y diseminadas en forma de aerosol
dentro de una llama. La AAS permite medir hasta partes por billon de un gramo de
gran variedad de materiales, incluyendo metalicos como calcio, cesio, cromo,
cobalto, oro, plomo, niquel, plata entre otros [80].
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2523. Caracterizacion por dispersién dinamica de luz

La caracterizacion por dispersion dinamica de luz (DLS) de materiales es una
técnica de dispersion de radiacion que permite medir la distribucién de particulas y
moléculas desde tamafios submicrométricos hasta nanométricos empleando fuente
de luz laser u otra fuente monocromatica. El método de DLS consiste en controlar
la fluctuacion de la intensidad de dispersion elastica de la luz, en un angulo de
dispersion fijo. Dicha intensidad es temporal y generada por el movimiento
browniano de las particulas a evaluar, las cuales deben ser mas pequefias que la
longitud de onda de la luz incidente para ser medidas. Dada la fluctuacion de la luz
dispersa, se analiza la funcién de autocorrelacién empleando la ecuacién de Stokes-
Einstein para medir el tamafio hidrodinamico de las muestras [83], [84].

Caracteristicas como la forma, estructura y estado de agregacién de nanomateriales
pueden determinarse con esta técnica. Entre las ventajas que sobresalen del DLS
se encuentra su forma no invasiva y el corto tiempo para la medicién de muestras,
la capacidad de medir diluciones y de detectar pequefias cantidades de especies
de mayor peso molecular, asi como menores costos de equipos comparados con
otros métodos [83], [85]. Sin embargo, se ha encontrado también dificultades al
correlacionar tamafios de particulas cuando se presentan agregados, una utilidad
limitada en muestras con distribuciones de tamafios heterogéneos y en geometrias
no esféricas dado que la técnica supone esta forma en los analisis [83], [85], [86].

2524 Caracterizacién por microscopia electronica de transmision

La técnica de microscopia electronica de transmision (TEM) permiten la obtencién
de imagenes que pueden alcanzar una resolucion de 0.1 nm, esto gracias a la
generacion de iluminacion que se da por cafion de electrones con longitudes de
ondas muy cortas que son acelerados por un potencial negativo y focalizados
mediante lentes condensadoras para traspasar muestras de materiales. Los
electrones son difractados por un lente objetivo magnético en una imagen que son
magnificados por lentes proyectores. Asi, es posible observar micro y
nanoestructuras [87].

2.5.2.5. Andlisis de rastreo de nanoparticulas

El andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) es un método que permite visualizar
particulas en liquido y determinar su concentracién y tamafio en un rango de 2 nm
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a 2 um. Esta técnica relaciona la dispersion de luz y la velocidad del movimiento
browniano de las particulas con su tamafio. En el NTA se hace pasar un rayo laser
a través de una muestra, el cual se dispersa al entrar en contacto con las particulas
en suspension para visualizarse por un microscopio aumentado 20 veces, equipado
con una camara de video. Asi, se obtiene un video que es analizado por un software
gue sigue las particulas de forma individual y calcula sus diametros hidrodinamicos
utilizando la ecuacion Stokes-Einstein. Esta técnica ha sido empleada para
caracterizar proteinas y nanoparticulas para aplicaciones médicas [80].

2.5.2.6. Potencial zeta

El potencial zeta de una solucion coloidal es un potencial eléctrico que permite medir
la capacidad de atraccion o repulsién electrostatica entre particulas. En soluciones
coloidales, la superficie de cada particula se encuentra unida fuertemente a iones
con cargas opuestas, lo que forma una capa fina denominada capa de Stern. Sobre
esta, a su vez se unen iones opuestos pero mas débiles denominada capa difusa
externa [88]. El potencial zeta indica el potencial necesario para penetrar estas
capas de iones alrededor de la particula y afectar su estabilidad. Para medirlo, se
determina la velocidad del movimiento de las particulas hacia un electrodo en
presencia de un campo eléctrico externo [84]

Para medir el potencial zeta se utiliza la técnica de dispersion de luz electroforética
(ELS), la cual permite medir simultaneamente la velocidad de varias particulas
relacionado con su potencial zeta al aplicar un campo eléctrico. Esta velocidad se
mide por interferometria de laser, sin embargo, esta técnica puede sufrir del efecto
electroosmatico, el cual reduce la precision y la reproducibilidad de la medicién.
Ademas, esta propiedad es sensible al pH y cambios ambientales [89], [90].

El potencial zeta es un parametro fundamental para conocer la estabilidad de una
solucion coloidal. Se ha encontrado que una magnitud mayor a 20 mV indica mayor
estabilidad, mientras que valores menores pueden indicar inestabilidad y
agregacion [74], [91].
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3. ESTADO DEL ARTE

Algunos de los avances mas significativos en el disefio de las proétesis y oOrtesis se
han logrado gracias a los encajes e interfaces [44]. Los disefios de las interfaces,
encajes protésicos y ortesis dependen de los objetivos clinicos y requisitos
funcionales de cada paciente, los cuales han sido influenciados por la innovacion
de materiales y nuevas técnicas de fabricacion [67]. Datta y colaboradores [92], han
reportado que el uso de interfaces de silicona mejoran el control de las proétesis y
ortesis. Los efectos positivos del uso de liners de silicona pueden ser atribuidos a la
forma en que el material se adhiere al mufion y las propiedades del material [58].
Los liners de este material poseen una excelente memoria de forma, ademas que
no requieren un gran espesor para absorber las fuerzas de un encaje protésico y es
posible obtenerlos a partir de un catalizador y una resina, aunque la reaccién de
curado es irreversible [58].

Las propiedades mecéanicas de las interfaces ortoprotésicas son propensas a ser
afectadas por el uso y el desgaste, generando incomodidad y lesiones en los tejidos
blandos, por lo que es importante determinar su resistencia mecanica [44], [53].
Sanders y colaboradores [93], sometieron 15 tipos de liners comerciales a ensayos
de compresion, friccion, cortadura y tensién. Los liners de gel de silicona mostraron
ser los mas suaves durante los ensayos de compresion, lo cual sugiere que pueden
ser apropiados para amortiguar prominencias 6seas, pero presentaron menor
resistencia a la compresion, cizalladura, traccion y rigidez que los liners de
elastomero de silicona, los cuales, al ser altamente reticulados, presentan mayor
capacidad para soportar cargas aplicadas y esfuerzos internos. Los liners de
elastbmero de silicona poseen mayor recuperacion de forma y espesor al ser
sometidos a pruebas de compresién, en comparacion con liners de gel de silicona
y de espumas. La explicacion fisica de este fendmeno se asocia a la capacidad de
los elastbmeros de silicona de deformarse, al ser impactados por las cargas, y
alinear sus cadenas poliméricas de forma perpendicular a la direccion de la carga,
para luego endurecerse a medida que soportan los esfuerzos [93]. De esta forma,
las interfaces de elastomero de silicona pueden reducir el impacto de movimientos
verticales entre el dispositivo y la extremidad afectada de los pacientes producidos
en el ejercicio de la marcha. Este estudio, ademas, demostro que la diferencia entre
la rigidez a la traccién de revestimientos con y sin refuerzos de tela era minima. Sin
embargo, los refuerzos de tela podrian aumentar la carga a la cual falla el
revestimiento y reducir la tensién cortante aplicada sobre la piel, al favorecer el
deslizamiento en la interfaz liner-encaje [93].

Por otro lado, la friccién de la piel con los encajes rigidos se puede disminuir con los
encajes blandos y el vacio que genera entre la extremidad afectada con el
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dispositivo [58], sin embargo, dado que las interfaces requieren un ajuste apretado
de contacto directo con la piel para lograr un buen sistema de suspension, la
ventilacion y la circulacion del aire se ve afectada. El material de los liners protésicos
y el espesor de los encajes aumentan significativamente la temperatura de la piel,
en consecuencia, favorecen la transpiracion, humedad, irritacibn, maceracion,
ampollas por friccion e infecciones en la piel que favorecen un entorno para la
invasion bacteriana y fungica, al igual que olores desagradables. Es asi como se
afecta negativamente la calidad de vida de las personas y el uso de los dispositivos
ortoprotésicos.

A mediados de 1980 Ossur Kristinsson desarrollé6 un encaje Roll-On de silicona
(ICEROSS) con el objetivo de ofrecer encajes mas comodos, que brindaran mayor
suspension y aliviaran los problemas dermatoldgicos presentes en los disefios
anteriores. Este tipo de encaje se ha convertido en un estandar para el tratamiento
de amputados transtibiales y hoy en dia, se desarrollan de diferentes materiales
como el uretano o silicona, con y sin pasador de suspension distal [8]. Sin embargo,
Hall y colaboradores [8], realizaron un estudio para determinar la prevalencia de
problemas dermatolégicos de personas que usaban este tipo de revestimiento. Se
encontré que el 90.9 % de los sujetos reportaron problemas de piel en su historia
clinica y 78 % durante el estudio, sin importar la causa de amputacion. Entre los
problemas mas comunes se encontrd la sudoracion excesiva, picazon de la piel y
enrojecimiento.

Para hidratar la piel y evitar los problemas dermatolégicos presentes al hacer uso
de dispositivos ortoprotésicos, se han fabricado liners con matrices estabilizadoras,
las cuales reducen el riesgo de lesion de los tejidos al aumentar la estabilidad en el
interior de la interfaz [94]. Ademas, recientemente se han disefiado revestimientos
con aditivos para ayudar al cuidado de la piel [8]. Revestimientos con vaselina y
aceites minerales pueden contribuir a la hidratacion de la piel, mientras que aditivos
como el mentol y Aloe vera reducen la irritacion de la piel y brindan un efecto
refrescante y anestésico en personas con piel sensible; ademas de proporcionar
propiedades elasticas a los materiales elastoméricos [94]-[98]. En el Anexo 1 se
exponen algunas de las interfaces protésicas comerciales de las marcas mas
reconocidas a nivel mundial.

A pesar de los grandes avances tecnoldgicos e investigativos, los problemas
dermatolégicos antes mencionados siguen presentandose, muchos de ellos
ocasionados por la generacion de hongos y bacterias en las zonas cubiertas [7],
[24], [30], [99]. Para reducir y eliminar el crecimiento de Staphylococcus aureus se
emplean comunmente antibidticos como aminoglucésidos, oxacilina sodica o la
nafcilina [34]. Por otro lado, para tratar infecciones generadas por hongos se
emplean agentes atimicoéticos que se basan en polienos (anfotericina B), triazoles
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(fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol) o0 equinocandinas
(caspofungina, micafungina y anidulafungina) [100]. Sin embargo, la administracién
de estos antimicrobianos suelen generar toxicidad por anfotericina, azoles y
toxicidad por interacciones farmacoldgicas [100]. El uso generalizado de
medicamentos antimicrobianos en humanos, veterinaria y medicina agricola ha
producido un aumento de la resistencia a los antibioticos para muchos patégenos
humanos [101]. Ademas, la capacidad limitada de la terapia con antibioticos de
penetracion del microorganismo o en el sitio de infeccién y los posibles efectos
secundarios han aumentado la necesidad de innovacion en agentes o sustancias
quimicas que destruyan o inhiben el crecimiento de microorganismos en tejidos
vivos [102].Las AgNPs se consideran una alternativa viable a los antibioticos y
poseen un alto potencial para resolver el problema del surgimiento de la resistencia
a multiples farmacos [103].

En 1940, se conocié por primera vez la aplicacion de plata en tratamientos
antibacterianos infecciosos e inicialmente, se introdujo para control de bacterias
como Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa presentes en
guemaduras [70]. Se ha indicado que las AgNPs presentan una mejor eficacia
antimicrobiana comparada con iones de plata y nitrato de plata [31].

De esta forma, se ha profundizado en la actividad antimicrobiana de AgNPs contra
patbgenos fangicos como Aspergillus, Aspergillus fumigatus, Alternaria,
Rhizoctonia, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Sclerotium rolfsii, Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida kefyr, Candida krusei, Cryptococcus neoformans, Fusarium
solani, Sporothrix schenckii, y patégenos bacterianos como Staphylococcus
epidermidis, Kpneumonia, Enterococcus faecalis , Bacillus subtilis y Bacillus cereus
entre otros [35], [104], [105]. Autores como George y colaboradores [106], han
estudiado la actividad de AgNPs contra patdgenos oportunistas, concluyendo que
éstas son efectivas debido a la liberacion lenta y durante largos periodos de tiempo,
sin embargo, en otras aplicaciones como la actividad antiviral de AgNPs, las
investigaciones se encuentran en las primeras etapas.

La capacidad de las AgNPs de inhibir el crecimiento de algunos hongos y bacterias,
se relaciona con su capacidad de adherirse a la superficie de la pared celular de los
microorganismos alterar sus funciones vitales [31]. Ademas, debido a que la
interaccién entre las particulas y las células se presenta gracias a los
peptidoglicanos presentes Unicamente en la pared celular de las bacterias y en las
proteinas de hongos, estudios han demostrado que las AgNPs en bajas
concentraciones no son toxicas para los seres humanos [31], [35], [36].
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Debido a que las nanoparticulas mas pequefias poseen mayor area superficial en
relacion con su volumen, el tamafio es determinante para lograr una mayor
interaccidbn con los microorganismos y por consiguiente, es importante para
determinar su actividad antimicrobiana [31], [70]. Se ha encontrado que el nivel
toxico para Escherichia coli de AgNPs con 10 nm de tamafio, es mas alto que con
AgNPs de entre 20 y 80 nm [71]. Ademas, al disminuir el tamafio, aumenta la
biodisponibilidad de plata al interior de la célula. Igualmente, la forma de las AgNPs
también se relaciona con el area de contacto e interaccion con las células [72]. Las
nanoparticulas esféricas han sido ampliamente estudiadas, siendo éstas menos
complejas que las nanoparticulas triangulares, cilindricas o cubicas, y por lo tanto,
empleadas con mayor frecuencia. Gracias a estas capacidades, las AgNPs se han
utilizado en lociones de proteccién solar, tratamiento de quemaduras, apositos para
heridas, textiles, materiales dentales, implantes 6seos y recubrimiento de
dispositivos médicos entre otras aplicaciones [70], [35].

La obtencidén de AgNPs se ha logrado gracias a una gran variedad de técnicas, pero
los métodos quimicos y fotoquimicos son los mas comunes por no requerir
instrumentos complejos para su realizacion, lo que permite producir nanoparticulas
en grandes cantidades y a bajo costo [31]. Brown y colaboradores [107], sintetizaron
AgNPs por un método quimico sencillo. Las AgNPs se obtuvieron por la reduccion
de AgNOs usando NaBH4. La mezcla contenia 18.50 mL de agua desionizada,
0.50 mL de citrato de sodio a 0.01 M y 0.50 mL de AgNOs a 0.01 M, el cual fue
agitado por 3 min a 10 °C. Finalmente, 0.50 mL de NaBH4 a 0.01 M se afiadi
lentamente a la mezcla. Las AgNPs mostraron actividad antimicrobiana frente a
cepas tanto patégenas como no patdgenas de Escherichia coli, asi como cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes vy
Pseudomonas aeruginosa con una concentracion bactericida minima (MBC) de 4 ug
/mL [107].

En los grupos de investigacion Biologia de Sistemas y Bioingenieria de la
Universidad Pontificia Bolivariana, Zapata-Giraldo y colaboradores emplearon la
metodologia de Brown sin obtener los mismos resultados [108]. En consecuencia,
los autores cambiaron la formulacion inicial, aumentando cinco veces la
concentracion de los reactivos y ajustaron el pH de la solucion final a 11 goteando
NaOH a 1.25 M basandose en Ajitha y colaboradores [109], con el propésito de
controlar el tamafio de las nanoparticulas. Los autores obtuvieron una solucién
coloidal de AgNPs con una concentracién de plata total de 112.59 pg/mL evaluado
por AAS y una resonancia plasmaonica de superficie (RPS) entre los 380 — 410 nm
con una sola banda. Ademas, se evalué la capacidad antimicrobiana de las AgNPs
frente a Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y Candida albicans ATCC
14053 y se obtuvieron una CMI de 10.00 pug/mL para Escherichia coli y una

40



concentracion letal contra Candida albicans ATCC 14053 a 2.4 pg/mL [110], Sin
embargo, no se observo efecto bactericida o baterioestatico para Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM).

Estos métodos de sintesis emplean reactivos quimicos nocivos que pueden afectar
la salud de las personas y producir contaminacion en el ambiente. Es por esto que
se han estudiado procesos para la obtencion de AgNPs por procesos verdes que
empleen productos extraidos de fuentes naturales como el quitosano. Lou y
colaboradores [111], sintetizaron AgNPs por reduccion de nitrato de plata
empleando quitosano como agente dispersante y estabilizador, e irradiacién con
rayos UV para mejorar su eficiencia de la reaccion. Los autores lograron inhibir el
crecimiento de Escherichia coli a concentraciones bajas de nanoparticulas. El
quitosano encapsula los iones de plata para formar las nanoparticulas gracias al
grupo funcional amino que posee para reaccionar por un efecto quelante con los
iones de plata. Ademas, la absorbancia de las AgNPs mejoran con la radiacion UV
debido al efecto de resonancia de plasmon superficial (SPR) que promueven la
generacion de enlaces quelante. mejoran la absorbancia de la luz UV-Visible y
generan electrones que inducen a una reduccion de Ag* — Ag° [111].

Gabriel y colaboradores [112], sintetizaron AgQNPs en peliculas nanocompuestas de
quitosano y montmorillonita por el método fotoquimico. Se emple6 una camara de
irradiacion con luz ultravioleta para generar una emision a 254 nm con una potencia
de 18.603 mW/m?. Se prepararon dispersiones de montmorillonita con variacion en
peso, las cuales fueron dispersadas en &cido acético, nitrato de plata y quitosano
variando la concentracion, grados de desacetilacién y su composicion. Se encontrd
que este polisacarido puede controlar el tamafio y forma de las AgNPs, logrando
obtener nanoestructuras de entre 2.70 y 6.30 nm de diametro, las cuales inhibieron
el crecimiento de Escherichia coli y Bacillus subtilis al ser evaluadas por el método
de difusion en disco. La Tabla 3 y Tabla 4 muestran otros estudios que relacionan
la Concentracién Minima Bactericida y Concentraciéon Minima Fungicida de AgNPs
contra Staphylococcus aureus y Candida albicans bajo diferentes agentes
reductores.

Actualmente, los polimeros con AgNPs estan llamando la atencion no sélo por las
capacidades biocidas de larga duracion, sino también por la estabilidad a altas
temperaturas, baja volatilidad y el fortalecimiento de las propiedades mecanicas de
material polimérico otorgadas por las nanoparticulas como reforzante [36], [113].
Ademas, una de las ventajas que surgen al emplear AQNPs embebidas en matrices
poliméricas, es la posibilidad de recubrir el material interna y externamente,
favoreciendo una liberacion continua de iones de plata por parte de las
nanoparticulas y proporcionando una mejor eficiencia de las propiedades
antimicrobianas generadas por las nanoparticulas [70].
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Tabla 3. Concentracion Minima Bactericida de AgNPs contra
Staphylococcus aureus
Agente Cepa referencia de .
MB L Ref
reductor Staphylococcus aureus ¢ (ug/mL) elerencia
Quitosano Sin descripcion 2.71 [114]
Quitosano ATCC 26003 200.00 [115]
Quitosano ATCC 27661 10.00 [116]
Quitosano ATCC 6538 9.92 [117]
Sulfato de sodio ATCC 25923 19000 [118]
Borohi . L
oro |dr_uro de Sin descripcion 1.39 [31]
sodio
Tabla 4. Concentracion Minima Fungicida de AgNPs contra Candida
Agente . . CMF .
E Ref
reductor specie de Candida (ug/mL) eferencia
Quitosano Candida albicans 2.71 [119]
. Candida albicans
Quitosano ATCC 10231 4.96 [120]
Citrato de Candida albicans
sodio ATCC 10231 0.80 - 1.60 [121]
Citrato de Candida albicans
sodio 324LA/94 0.40 - 0.80 [121]
Citrato de Candida glabrata
sodio ATCC 90030 0.40-0.80 [121]
Citatode | dida glabrata D1 | 1.60-3.30 |  [121]
sodio
Maltosa Candida albicans 0.05-0.42 [100]
Sulfato de Candida albicans
sodio ATTC 2091 16000 [118]
Borohldr.uro Candida albicans 5500 [31]
de sodio

Es asi como polimeros reforzados por AgNPs permiten crear compuestos con
caracteristicas poco usuales en sus propiedades que de forma independiente no se
podrian lograr. Para esto, es importante controlar las concentraciones de las AgNPs
para evitar la aglomeracion generada por sus cargas superficiales y reactividad
quimica. Estas acumulaciones indeseadas pueden afectar las propiedades

42



mecanicas de la matriz al convertirse en puntos que centralizan el estrés mecanico
[122]. Es por esto que se usan métodos mecanicos de mezclado para incorporar los
materiales del compuesto y tensioactivos para los casos en los cuales se requiera
emulsificar las partes debido a su naturaleza. Hasta el momento se han incorporado
algunos tensioactivos como el dodecilsulfato sddico (SDS) y el polisorbato 80 (tween
80) para dispersar AgNPs [123], [124]. EI SDS es un emulgente de caracter idnico
gue adquiere cargas negativas al ionizar su grupo polar. Por otro lado, el tween 80
es no ionico, hidréfilo que ha demostrado mayor estabilidad en el tiempo gracias a
gue permite emulsiones de fase externa acuosa que no se afectan por cambios de
pH [124].

L. Kvitek y colaboradores [123] evaluaron la influencia de varios tensioactivos y
polimeros en la estabilidad de la agregaciéon de AgNPs sintetizados mediante un
proceso denominado Tollens modificado. El efecto estabilizador fue controlado
mediante una titulacion de una dispersion acuosa de AgNPs con una de cloruro de
poli (dialildimetilamonio) (PDDA) y encontraron que el SDS, tween 80 y un polimero
(polivinilpirrolidona-PVP 360) proporcionaron la mayor estabilidad de las AQNPs. En
Su caso, las nanoparticulas poseian un potencial zeta cercano a 21.60 mV, con lo
cual, se presento una estabilidad electrostética.

Otros estudios han desarrollado resinas dentales modificadas con AgNPs [125].
Kasraei y colaboradores, estudiaron las propiedades antibacterianas para
Streptococcus mutans y Lactobacillus en compuestos de resina dentales contenidas
de AgNPs y Oxido de zinc, mediante ensayos de contacto directo entre los
microorganismos y muestras del material, encontrando que ambas nanoparticulas
por separado exhibian alta actividad antibacteriana frente a los microorganismos
estudiados en comparacion al grupo control [126]. Neves y colaboradores,
evaluaron la actividad antibacteriana de un compuesto modificado con AgNPs in
vitro, activado por luz, obteniendo resinas nanoestructuradas capaces de mantener
sus propiedades mecénicas y capacidades funcionales incluso al ser incorporadas
en medios biolégicos simulados [125].

Meran y colaboradores [127], desarrollaron una prétesis facial de silicona comercial
cubierta con AgNPs. Para agregar las AgNPs a la matriz, inicialmente prepararon el
elastomero de silicona como les indic6 el fabricante (A-2186, Factor I, Lakeside,
AZ, USA)y se mezcld con un agente reticulante (poly-methyl hydrogen siloxane) en
una proporcion de 10:1 en peso. Las partes fueron mezcladas con un pigmento y
fueron vertidas sobre moldes, para someterse a vacio durante 15 min y eliminar el
aire atrapado. El material fue curado durante 24 h a temperatura ambiente, fue
esterilizado con digluconato de clorhexidina al 0.5% y con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). La superficie del material fue recubierto con AgNPs
en agua tipo 1, agregando 2 mL de la solucion de plata por 24 h para garantizar la
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precipitacion de particulas en la superficie. Por ultimo, el exceso de solucion fue
aspirado para dejar un recubrimiento fino de plata en la superficie. Ademas, los
autores evaluaron la biocompatibilidad con fibroblastos dérmicos humanos (Hs68)
y la eficacia antifungica contra Candida albicans del material nanoestructurado,
encontrando biocompatibilidad con las células in vitro y propiedades antifingicas.

Los materiales con efectos antimicrobianos en el area de textiles ortopédicos
poseen ventajas especiales que permiten estar en contacto directo y permanente
con la piel controlando la actividad antimicrobiana. Pohle y colaboradores [128], han
recubierto medias ortopédicas de algodon y poliamida con AgNPs por un proceso
simple de inmersion, obteniendo textiles liberadores de iones de plata y AgNPs
durante al menos 28 dias y demostrando actividad antimicrobiana contra
Escherichia coli. Sin embargo, estos procesos de impregnacion de nanoparticulas
pueden limitar el tiempo de liberacion de las AgNPs al recubrir externamente el
material y por consiguiente, se puede reducir las capacidades antimicrobianas
dadas por las nanoparticulas. De modo que es necesario continuar con estudios
qgue permitan recubrir y mantener las AgNPs sobre las matrices de los materiales
compuestos orto-protésicos.

Sin embargo, no hemos encontrado estudios centrados en desarrollar y evaluar la
actividad antimicrobiana y propiedades mecanicas de elastomeros de siliconas
reforzados con AgNPs para su implementacién como interfaz entre dispositivos
ortoprotésicos externos y las extremidades de los pacientes. La incorporacion de
AgNPs como agente antimicrobiano en estos materiales podria inhibir
efectivamente el crecimiento de microorganismos generados en la piel, sin
embargo, las propiedades mecénicas de matriz podrian cambiar. Algunos
compuestos poliméricos con AgNPs han reportado un aumento de su capacidad de
controlar el crecimiento de ciertos microorganismos. Gabriel y colaboradores [112],
desarrollaron peliculas de nanocompuestos de quitosano y montmorillonita con
AgNPs por método fotoquimico. Los nanocompuestos fueron fabricados con
quitosanos a diferentes masas molares y grados de desacetilacion, asi como
también fueron modificados con grupos dietilaminoetilo (DEAE) y dodecilo. Ellos
encontraron que todas las peliculas de nanocompuestos con AgNPs inhibieron el
crecimiento de Escherichia coli y Bacillus subtilis.

La actividad antimicrobiana de las AgNPs puede ser asistida por el tipo de matriz
polimérica en la cual se encuentren incorporadas. Se ha reportado liberacion de
iones de plata como mecanismo de accion, alterando la interacciones entre las
AgNPs y el polimero [129], asi como también una actividad antimicrobiana
producida por contacto de superficies [130]. Igualmente, se ha encontrado que la
incorporacion de nanoparticulas en matrices poliméricas altera las propiedades
mecanicas de los compuestos obtenidos. Zayed y colaboradores [131], el cambio
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de las propiedades mecéanicas de un elastbmero de silicona para protesis
maxilofaciales al incorporar nanoparticulas de diéxido de silicio (SiO2) en la
superficie. Los autores encontraron una mejora de la resistencia a la rotura y a la
traccion, asi como alargamiento porcentual y dureza Shore A al aumentar la
concentracion de nanoparticulas. Sin embargo, estos cambios dependen no sélo de
matriz y método de agregacion, sino también de las condiciones y caracteristicas
fisicoquimicas de las nanoparticulas incorporadas, por lo que su evaluacion
mecanica para cada caso es necesaria.

Acorde con lo antes mencionado, los efectos en el desarrollo nanotecnologico de
compuestos nanoestructurados tienen un gran impacto en todos los campos de la
ciencia y la tecnologia, especialmente, en el disefio y desarrollo de dispositivos
meédicos sobre medida. En este orden de ideas, es pertinente profundizar en la
aplicacion de AgNPs en polimeros empleados en medicina, debido a la evidente
necesidad actual de desarrollar polimeros nanoestructurados que resistan y
controlen la colonizacion bacteriana y fungica. El desarrollo de una tecnologia que
resuelva una necesidad del medio como lo es controlar la proliferacion de hongos y
bacterias por el uso de dispositivos ortoprotésicos externos sobre medida y que
causan problemas dermatolégicos, empleando técnicas que resulten en dispositivos
competitivos técnica y econdmicamente, permitiria contribuir al éxito de la
rehabilitacion fisica de miembros inferiores.

45



4. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA

En este capitulo se desarrollaron los dos primeros objetivos del trabajo de grado. A
continuacion se presenta la metodologia y resultados de sintesis de AgNPs
empleando quitosano como agente reductor por un método foto-quimico. Las
AgNPs obtenidas se caracterizaron mediante espectroscopia UV-Vis, AAS, DLS,
NTA y TEM. Finalmente se presenta la evaluacion de la actividad antimicrobiana de
las nanoparticulas frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (SARM) y el hongo Candida albicans ATCC 14053.

4.1. METODOLOGIA

4.1.1. Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)

El método de obtencion de AgNPs desarrollado en este trabajo de grado es de
reduccion fotoquimica con radiacion UV dado que se encuentra entre los mas
empleados por no requerir instrumentos complejos para su realizacién y producir
nanoparticulas en grandes cantidades y a bajo costo [31]. Ademas, se ha
encontrado que entre las ventajas de esta técnica se encuentra la posibilidad de
reducir iones metalicos sin requerir grandes cantidades de agentes reductores y de
obtener una reduccién del agente precursor, en este caso plata, de forma uniforme
en toda la solucion [79].

El proceso de sintesis consisti6 en mezclar 100 mL de AgNOs (a concentracion de
2 mM) con 200 uL de NaOH (a concentracién de 1M). La solucién se agit6 a
400 RPM por 5 min. Posteriormente, se incorporaron 33.30 mL de la solucién de
quitosano al 0.5 % por goteo. Finalmente, la solucion se vertié en un cristalizador y
fue sometido a luz ultravioleta por 20 min a 300 mJ/cm?.

Por otro lado, se determin6 emplear quitosano como el agente reductor de la
sintesis como una alternativa a los métodos mas comunes que emplean reactivos
guimicos nocivos que afectan la salud de las personas y producen contaminacion
en el ambiente. Es por esto que se han determiné estudiar la obtencion de AgNPs
por un proceso verde que emplea productos extraidos de fuentes naturales como el
guitosano. La Figura 2 muestra el proceso desarrollado.
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1 Preparacién de reactivos

- . w

NaOH AgNO3 Quitosano
[1M] [2mM] [0.5%]

2 Sintesis de AgNPs U

Radiacién UV

V
2
100 mL AgNO3  Agitacion 400 RPM  Goteo de quitosano 300 mJ/em

200 ptNaOH 5 minutos 20 minutos

Figura 2. Metodologia de sintesis foto-quimica de AgNPs.

4.1.2. Caracterizacion fisicoquimica de algunas propiedades de las AgNPs

Se realizaron caracterizaciones de tamafio, morfologia y concentracion de las
AgNPs obtenidas. Se emple6 UV-Vis para conocer la Resonancia Plasmonica de la
Superficie (RPS) entre longitudes de onda de 300 nm a 700 nm en un
espectrofotometro de microplacas Multiskan ™ GO. El propésito de esta técnica fue
observar bandas de absorcion en el espectro alrededor de 420 nm de longitud de
onda, las cuales indican la presencia de AgNPs. Para esto, no fue necesario realizar
diluciones de la solucion coloidal de nanoparticulas.

La concentracion de plata total de la sintesis, se determiné por la técnica AAS
(Thermo Scentific ICE 3000, USA). El tamafio hidrodinAmico de las nanoparticulas
fue determinado por el método de DLS empleando un Zetasizer Nano ZS. Para esto
se diluyeron las nanoparticulas en agua tipo 1 a temperatura controlada (23 °C) para
obtener concentraciones al 0.10 % en volumen, se realizaron 3 mediciones, cada
una con 30 segundos de equilibrio y 15 corridas de 10 segundos de duracion.
Empleando el mismo equipo, las mismas concentraciones y condiciones de
medicion, se evaluo el potencial zeta de las AgNPs.

Ademas, para conocer la concentracion de nanoparticulas de plata por mL, se
sometieron muestras a NTA empleando un instrumento NS300 Nanosight (Malvern)
equipado con una camara CCD y un haz laser de 532 nm. Se utilizé el software NTA
3.2 build 3.2.16 para adquirir y procesar los datos. Se diluyo 2 mL de las muestras
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en 50 mL de agua destilada y se realizaron cinco videos de 60 segundos a 30
fotogramas por segundo (FPS) que fueron promediados. Las mediciones se
realizaron a una temperatura controlada de aproximadamente 25 °C.

Por ultimo, se determind el tamafio y morfologia mediante TEM. Para la preparacion
de las muestras, se deposité una gota de aproximadamente 60 nm de espesor de
cada suspension sobre una membrana de carbono. Para esto se utilizé un TEM
Tecnai F20 Super Twin TMP, FEI.

4.1.3. Evaluacién del efecto antimicrobiano de las AgNPs

Se evalu6 el efecto antimicrobiano de las AgNPs obtenidas por el método foto-
quimico (apartado 4.1.1 sintesis de AgNPs). Para esto, se evalud la actividad
antibacteriana de las nanoparticulas obtenidas por el método de macrodilucion para
bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (SARM) y se evaluo la actividad antifungica de las
nanoparticulas por el método de microdilucion contra Candida albicans
ATCC 14053.

Para la evaluacion antimicrobiana, se realizé el repique de una cepa de cada
especie bacteria en agar Miuller Hinton (BD, REF 211438) incubando por 24 h a
37 °C en un ambiente de aerobiosis para garantizar su activacion. Posteriormente,
se tomd una muestra de cada microorganismo y se cultivo entre 12 y 24 h en medio
liquido Brain Heart Infusion (BHI,BD REF 211065) a 37 °C.

Cada bacteria fue ajustada a un valor de turbidez McFarland 0.5 (1.5x108 UFC/mL)
en un medio limpio BHI con el proposito de establecer la cantidad de
microorganismos en la solucién. Esto se obtuvo agregando pequefias gotas del
microorganismo en el medio nuevo de BHI y midiendo la absorbancia hasta alcanzar
una densidad 6ptica de 0.08-0.1 con una longitud de onda de 600 nm. Se utiliz6 un
espectrofotometro Genesys 20, Thermo Scientific USA. Para finalizar la preparacion
de las bacterias, se realizé una dilucion del medio ajustado al valor de turbidez
McFarland 0.5 en medio BHI que permiti6 obtener microorganismos con
concentraciones de 5 x 10* UFC/mL en 15 mL.

Paralelamente, en tubos de ensayo de vidrio con tapa rosca, se obtuvieron
diferentes concentraciones de la solucion de plata desde 2.50 a 82.45 pg/mL
empleando las soluciones de AgNPs con agua tipo 1 y se adiciond 150 pl de citrato
de sodio a 0.02 molar a cada solucion de nanoparticulas. A 1.00 mL de cada
dilucién, se incorporé 1.00 mL de medio de cultivo con bacteria a 5.0 x 10* UFC/mL
para obtener una concentracion final de 2.5 x 10* UFC/mL. Cada tubo se almacené
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a 37 °C en una incubadora con agitacién (Rosy 1000, Thermolyne USA) a 75 RPM
por 24 h cubierto de la luz. La CMB fue evaluada para establecer la capacidad
bactericida de las AgNPs. Dicha actividad se evaluo a las 24 h desde la incubacién
de las muestras para las diferentes concentraciones establecidas.

El analisis consistio en tomar 10 pL de cada dilucién una vez transcurrido cada
tiempo establecido y luego sembrarlos en cajas Petri con agar Mueller-Hinton,
extendiendo la solucién uniformemente por toda la superficie. Cada caja fue
incubada a 37 °C por 24 h y se realiz6 el conteo de las UFC observadas y luego se
hizo la conversibn a UFC/mL. Para cada ensayo se realizaron controles de
crecimiento del microorganismo sobre la solucién diluyente de las AgNPs (agua tipo
1), los cultivos de bacteria a 2.5 x 10* UFC/mL, y controles de esterilidad de las
AgNPs. La actividad antimicrobiana se evaluo por triplicado para obtener la mediana
de UFC/mL. La Figura 3 representa el proceso de evaluacion antibacteriana.

Caracterizacion funcional con bacterias

1 Pre-experimento 2 Obtencion de disoluciones de AgNPs
« S. aureus (ATCC 25923) Nanoparticulas

« S. aureus resistente a meticilina (SARM) (1mL)
Mc. Farland o

38—F—0—8 m

Concentracién D2 D3 D4 D5 D6
Repique medio Agar Muller Hilton  Subcultivo 1.5x10° UFC/mL  Microorganismos 2.5x10* UFC/mL

/mL de AgNP
(24 horas a 37°C) 12-24 horas a 37°C 5.0x10* UFC/mL Hg/mE ce AgRFS

Microorganismos
(1 mL)

3 Obtencion de CMB
10 pL

U et « Controles de crecimiento
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Figura 3. Representacion de la evaluacion antibacterial de las AgNPs.

Por otro lado, la evaluacion del efecto antifingico de las AgNPs sobre Candida
albicans ATCC 14053 se realizo con el método de microdilucién por triplicado. Para
este, se realizo6 el repique de una cepa del microorganismo en agar Sabouraud (BD,
REF 210950) durante 48 h a 37 °C en un ambiente de aerobiosis para garantizar su
activacion. Posteriormente, se tomd una muestra del microorganismo y se
subcultivé por 48 h en medio liqguido BHI a 37 °C. Se obtuvieron concentraciones
diferentes de plata desde 2.50 a 82.45 pg/mL en un volumen final de 500 pL a partir
de solucion madre de AgNPs obtenidas y diluyendo con agua tipo 1.
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Aligual que para analizar el efecto antibacteriano, se ajusté la suspension del hongo
a un valor de turbidez McFarland 0.5 (1.5x108 UFC/mL) en un medio limpio BHI con
el propdsito de determinar la cantidad de microorganismos en la solucion. Para esto,
se midio la absorbancia del medio hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.08-0.10
en una longitud de onda de 625 nm. Para finalizar la preparacion del medio de cultivo
con el hongo, se realiz6 una dilucion del medio ajustado al valor de turbidez
McFarland 0.50 en medio BHI para obtener una concentracion de Candida albicans
de 2.5 x 10% UFC/mL en 5.00 mL de medio de cultivo.

Sobre un microplato de 96 pozos fondo plano (Costar REF 3599), se incorporo 20 pL
de cada una de las seis diluciones de nanoparticula de forma aleatoria empleando
un programa de generacion de nameros, se adicionaron luego 220 pL de medio de
cultivo BHI y 10 pL del cultivo diluido para Candida albicans ATCC 14053 en los
pozos en los que se encontraban las soluciones diluidas. Posteriormente, se
cultivaron los siguientes controles: control de esterilidad para la solucion diluyente
con medio de cultivo y medio de cultivo solo, controles de sensibilidad del
microorganismo empleando fluconazol 99 % (Pfizer, lote 04821) a 10y 5 pg/mL, dos
controles de viabilidad, uno de ellos con solucion diluyente sin nanoparticulas y el
cultivo de Candida albicans a 2,5 x 10° células/mL y el segundo, con solucién
diluyente sin nanoparticulas y el cultivo de Candida albicans con un valor de turbidez
McFarland 0.5. En cada pozo se obtuvo una mezcla final de 250 pL. Cada ensayo
con cada microorganismo se realizé por triplicado con las diferentes diluciones de
las nanoparticulas definidas.

El microplato se incubd a 37 °C y se mantuvo en agitacién a 60 RPM por 24 h en
un incubador-agitador (Rosy 1000, Thermolyne USA). Pasadas las 24 h, se leyo la
absorbancia de cada micropozo a una longitud de onda de 530 nm y se sembré 10
ul de cada pozo en cajas de Petri con agar Sabouraud asegurandose de distribuir
uniformemente cada volumen sobre toda la superficie. Los discos fueron incubados
por 48 h a 37 °C.

Finalmente, la CMF de las AgNPs se evalu6 empleando la regresion Probit para
determinar la probabilidad de muerte de Candida albicans y se empleé el software
IBM SPSS Statistics 24.0 para el andlisis estadistico. La Figura 4 representa la
evaluacion antifungica de las AgNPs.
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Figura 4. Representacion de la evaluacion antifingica de las AgNPs.

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Sintesis y caracterizacion fisicoquimica de AgNPs

Se obtuvo una solucién coloidal de AgNPs de color gris claro. Se encontré por
Uv- Vis una Resonancia de Plasmén de Superficie (RPS) en el rango de 320 -
420 nm y un pico pronunciado con una maxima absorbancia en 390 nm, indicando
la formacion de AgNPs con tamafios entre 5 y 50 nm que se podria inferir por el
ancho de la longitud de onda [132].La Figura 5 muestra el espectro de absorbancia
de las AgNPs.

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica se muestran en Tabla 5.

La Figura 6 y Figura 7 presentan el grafico de distribucion de tamafio por porcentaje
de intensidad de AgNPs y el gréafico de la distribucion aparente del potencial zeta de
AgNPs a una concentracién de 0.1 % (v/v) medidos por triplicado respectivamente.
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Figura 5. Espectroscopia UV-Vis de AgNPs reducida con quitosano

Tabla 5. Caracterizacion de algunas propiedades fisicoquimicas de las AgNPs
Caracteristica Valor
Concentracion de Ag (AAS) 129 pg/mL

8 7
Concentracion de AgNPs (NTA) 4.45x10° £ 3.07 x10

AgNPs/mL
Tamano hidrodinamico promedio 209.80 nm
(DLS) con polidispersidad de 0.42
Potencial Zeta 21.6 mV
B e e
g ; : 5 : :
E 04 e .................. ................................ ................. -
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Figura 6. Grafico de distribucion de tamafio por porcentaje de intensidad de AgNPs
al 0.1 % (v/v) en agua tipo 1. Tomado del reporte de software.
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Figura 7. Grafico de la distribucion aparente del potencial zeta de AgNPs diluidas al
1%(v/v) en agua tipo 1. Tomado del reporte de software.
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Ademas, se encontraron AgNPs con tendencia esférica al observar las micrografias
del TEM y medir 172 nanoparticulas. Se observéo que el 86.71 % de las
nanoparticulas fueron menores a 11.60 nm. Una micrografia tomada con TEM vy el
histograma de distribucion de tamafio de AgNPs se muestran en la Figura 8.
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Figura 8. A. Micrografia de AQNPs tomada con TEM a una magnificacion de 50 nm;
B. Histograma de distribucion de tamafio de AgNPs.

4.2.2. Evaluacion del efecto antimicrobiano de las AgNPs

Se realizaron tres ensayos para evaluar el efecto antimicrobiano de las AgNPs
sintetizadas sobre cada uno de los siguientes microorganismos: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y
Candida albicans ATCC 14053. Se logr6é un efecto bactericida y fungicida de las
AgNPs, que representa el 99.9 % de mortalidad del microorganismo a las 24 h de
incubacion y a las concentraciones de plata, en pug por cada mL, descritas en la
Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion Minima Bactericida (CMB) y Concentracion Minima
Fungicida (CMF) AgNPs a las 24 h de incubacién.
. . AgNPs (pg/mL)
Microorganismo CMB CMF
Staphylococcus aureus ATCC 25923 16.49 NA
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) 16.49 NA
Candida albicans ATCC 14053 NA 6.18
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4.3. DISCUSION

Se desarroll6 una metodologia de sintesis fotoquimica empleando quitosano como
agente reductor, para obtener AgNPs por métodos verdes que permitiera conocer
sus propiedades fisicoquimicas y su actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) y el hongo Candida albicans ATCC 14053.

Se pudo verificar que las nanoparticulas obtenidas correspondian a nanoparticulas
de plata al evaluar el Plasmén de Resonancia Superficial (RPS) por UV-Vis. Las
bandas observadas presentaron un ensanchamiento que sugiere una distribucion
de diferentes tamafios de nanoparticulas. Se encontré que la banda del espectro
UV-Vis se encontrd acotada entre 320 y 420 nm, lo que indica una presencia de
AgNPs entre 5-50 nm [132]. Ademas, se observa un solo pico de absorcién que
sugiere nanoparticulas con tendencia esférica y no se encontraron picos que
indicaran trazas de sedimentos presentes en la suspension de las nanoparticulas
entre las longitudes evaluadas.

En el método de sintesis desarrollado se indujo radiacion UV para romper los
enlaces del agente reductor, que en este caso fue quitosano. Las nanoparticulas se
formaron por la capacidad del par de electrones de atomos de nitrogeno —NH:2
presenten en el quitosano para formar complejos con iones de plata, generando un
efecto de quelacién [111]. La formulacion de sintesis fotoquimica por UV fue influida
por la longitud de onda, potencia, energia y tiempo de irradiacion, ademas de la
presencia de quitosano en la reduccion de AgNOs [133]. Este polisacarido ha
demostrado ser un reductor eficiente en la produccién de AgNPs asistido por
radiacion UV [134].

Se encontrd una alta concentraciéon de plata total en la solucién obtenida, al evaluar
la sintesis por AAS, al compararlo con la sintesis desarrollada por Zapata y
colaboradores [108]. Esto puede deberse a que a pesar que la concentracion inicial
de AgNOs empleada en el presente trabajo de grado es menor, la solucion final de
nanoparticulas presenta un factor de dilucién menor al compararlo con la sintesis
de Zapata. Por otro lado, la concentracion de AgNPs arrojada por NTA indica una
formacion de 4.45 x108 nanoparticulas por cada mL de solucién pero con una
desviacion estandar alta de + 3.07 x10” AgNPs/mL lo que indica una gran dispersion
de los resultados.La técnica de NTA para cuantificar las nanoparticulas de plata no
es tan comun como la de AAS para conocer la plata total en una solucion y es por
esto que es la forma mas empleada para denotar la concentracion de plata [80],
[135].

Por otro lado, el potencial zeta superficial de las AgNPs se encontro positivo no solo
por la carga propia de las nanoparticulas, sino también por la interaccion con el
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quitosano empleado como agente reductor, el cual posee moléculas cargadas
positivamente [136], [137]. Ademas, se ha considerado que una suspension es
inestable cuando presenta un potencial zeta absoluto menor a 20 mV y estable
cuando el potencial zeta absoluto es superior a 20 mV [74], [91]. En este estudio, el
potencial zeta de las AgNPs fue de 21.6 mV lo que da una idea de poca estabilidad
y posible precipitacion de particulas en corto tiempo debido a que las cargas
superficiales no son lo suficientemente altas para asegurar la estabilizacion
electrostatica en suspension.

En este estudio, se encontré6 que las AgNPs presentaban mayor tamafo por el
método de DLS que en las micrografias obtenidas por TEM. Mahl y colaboradores
[138], también encontraron que diferentes meétodos de caracterizacion de
nanoparticulas metalicas arrojaban resultados diferentes, esto debido a la que todos
los métodos se basan en diferentes principios fisicos o de deteccion. Ademas, se
ha encontrado que el DLS puede producir artefactos debido a la capacidad de las
particulas grandes de dispersar la luz mas intensamente que las particulas
pequefias [138]. lgualmente, esta técnica arroja una medida aproximada para el
tamafo promedio, que en general se detecta con un tamafio considerablemente
mas alto que las nanoparticulas individuales debido a la presencia del estabilizante
y a las capas de hidratacion que puedan rodearlas [138].

Se ha encontrado, sin embargo, que el DLS es adecuado para medir el tamafio de
nanoparticulas si se conoce que la distribucién es estrecha [139]. En este caso, los
resultados obtenidos indican que la solucion de nanoparticulas no fue
monodispersa, dado que las particulas no se obtuvieron de un tamafio uniforme.
Varios factores pueden generar estos resultados, entre los que se encuentran las
condiciones de preparacion y reaccién del método de sintesis empleado. Se ha
encontrado que la velocidad de incorporacion de los reactivos, la agitacion de la
mezcla y la velocidad de reaccion determinan la distribucion del tamafio de AgNPs
obtenidas [140]. Es por esto que se sugiere emplear otras técnicas para obtener
datos mas precisos. Landsiedel, Lange y colaboradores recomiendan emplear una
combinacion de meétodos para medir el tamafio de nanoparticulas, entre los que
destaca la centrifugacion de disco y ultracentrifugacién analitica [139], [141]. Es asi
como se deben realizar diferentes caracterizaciones del tamafio de AgNPs para
obtener conclusiones adecuadas.

Se pudo observar ademas, AgNPs esféricas y semiesféricas por TEM, como
también las han obtenido otros autores [31], [100], [121]. Estudios previos han
encontrado actividad antimicrobiana en nanoparticulas esféricas, relativo al tamafio,
a la capacidad de oxidacion y a la liberacion de iones de plata de las nanoparticulas
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[104], [105], [118]. Asi, las AgNPs presentaron actividad antimicrobiana
posiblemente debido a su tamafio y a su capacidad de liberacién de iones.

Por otro lado, los efectos toxicos de las AgNPs sobre los microorganismos
evaluados, pudo aumentar por la presencia de quitosano como agente reductor,
aunque en este estudio no se evalud la permanencia de esta macromolécula en la
solucién final. Un punto de vista diferente lo presentan C.W. Lou y colaboradores
[111] sobre el efecto del quitosano, quienes han reportado baja actividad
antimicrobiana del quitosano por si solo comparada con la de las AgNPs. A partir
del presente trabajo de grado, seria necesario realizar una caracterizacion de las
muestras finales obtenidas con técnicas como espectroscopia infrarroja que permita
investigar la composicion final de la sintesis e identificar los compuestos presentes.

Los resultados relacionados con los efectos antimicrobianos de las AgNPs contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) y Candida albicans ATCC 14053 fueron consististentes con los
resultados encontrados por otros estudios previos (Tabla 3 y Tabla 4), los cuales
pueden atribuirse al método de reduccion empleado, a la composicion de las AQNPs
y a sus propiedades fisicoquimicas que permitieron la interaccion electrostatica de
las nanoparticulas con las células de los microorganismos para permear la pared
celular de las bacterias y hongos estudiados, y producir dafios que desencadenaron
en la muerte de los microorganismos.

En este trabajo de grado se encontr6 que el mismo lote de sintesis de AgNPs
presentd mayor actividad antimicrobiana frente a Candida albicans que con
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM). Biao y colaboradores [117] también encontraron que las AgNPs
presentaban una actividad mas fuerte sobre Candida albicans que sobre
Staphylococcus aureus. La explicacion a este fendmeno puede atribuirse a la gran
cantidad de grupos funcionales presentes en la superficie de las bacterias con
respecto a la de los hongos [117]. Especificamente, las bacterias Gram positivas
como Staphylococcus aureus presentan una capa mas gruesa de la pared celular
(30 a 100 nm de grosor) que otros microorganismos, debido a los peptidoglucanos
gue contiene, ademas poseen acido lipoteicoico que las protegen contra agentes
externos, lo que dificulta la entrada de AgNPs al interior de sus células, y por ende,
los efectos toxicos que estas nanoparticulas puedan ocasionar en estos
microorganismo [142].

Asi, en este capitulo se presentd la sintesis de AgNPs por un método fotoquimico
de reduccion de AgNOs a partir de quitosano y radiacion ultravioleta. Algunas
propiedades fisicoquimicas de las AgNPs obtenidas fueron caracterizadas, pero no
fue posible determinar un tamafio preciso de las nanoparticulas obtenidas con los
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métodos empleados, pero de acuerdo a los resultados obtenidos, se estima que
estas pueden encontrarse en tamafos entre 1 y 1000 nm. Se evalué su actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (SARM) y Candida albicans ATCC 14053 por
métodos de macro y microdilusion para conocer las concentraciones minimas de
las AgNPs para inhibir el crecimiento visible de los microorganismos. Se encontré
que la solucion obtenida present6 nanoparticulas de plata al medir la Resonancia
de Plasmén de Superficie. Estas nanoparticulas se obtuvieron a una concentracion
de 4.45 x108 + 3.07 x107 AgNPs/mL y la concentracion de plata total en la solucion
coloidal obtenida fue de 129 ug/mL. Ademas, se encontré que el potencial zeta de
las AgNPs presentaron un valor absoluto muy cercano a 20 mV, que no evidencia
grandes cargas superficiales para asegurar la estabilidad por largo tiempo de las
nanoparticulas. Por otro lado, se observaron nanoparticulas con formas esféricas y
semiesféricas. Finalmente, fue posible inhibir por completo el crecimiento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) y Candida albicans ATCC 14053 a concentraciones de
16.40 ug/mL, 16.40 ug/mL y 6.18 pg/mL de AgNPs respectivamente. De esta forma,
los dos primeros objetivos del presente trabajo de grado fueron alcanzados,
ademas, las AgNPs obtenidas en este capitulo fueron empleadas para la siguiente
fase en la que se desarrollé un material estructurado con efecto antimicrobiano que
se espera emplear como interfaz de Ortesis y prétesis externo de miembro inferior.
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5. OBTENCION DE UN MATERIAL ESTRUCTURADO CON
NANOPARTICULAS DE PLATA

En el capitulo 5 del presente trabajo de grado se desarrolla el tercer objetivo
planteado. El propdsito consisti6 en obtener un material estructurado con
nanoparticulas de plata (AgNPs). Para alcanzar el propodsito se describe una
metodologia con la que inicialmente se identifica la naturaleza quimica de la matriz
seleccionada para el compuesto desarrollado, que en este caso es el elastomero de
silicona comercial Ecoflex 00-50 ®, dado que su fabricante no informa la formulacién
quimica del polimero. Posteriormente, se describen los procedimientos empleados
para elaborar un compuesto polimérico incorporando a la matriz una solucion de
AgNPs sintetizadas como fue descrito en el capitulo anterior. Para esto, se definid
el proceso de curado del material a partir de tres procesos diferentes sugeridos por
el fabricante del polimero y se evalud la dureza del compuesto polimérico al variar
las revoluciones por minuto del proceso de mezclado, la concentracion de AgNPs y
la concentracion de la solucion diluyente de las AgNPs (agua tipo 1). Finalmente,
se describen los resultados obtenidos y la discusion relacionada con los resultados
presentados.

5.1. METODOLOGIA

Las nanoparticulas de plata obtenidas y caracterizadas durante el primer y segundo
objetivo, se emplearon para desarrollar un compuesto nanoestructurado a partir de
una matriz de elastémero de silicona comercial Ecoflex 00-50 ®, que es un material
empleado para fabricar interfaces ortoprotésicas, seguro para la piel y certificado
bajo la norma ISO 10993-10, “Evaluacion bioldgica de dispositivos médicos, Parte
10: Pruebas de irritacion y sensibilizacion de la piel”.

La metodologia de este capitulo se divide en cuatro partes:

5.1.1. Identificacion de la naturaleza quimica de la matriz Ecoflex 00-50 ®:

Inicialmente, fue necesario conocer la naturaleza quimica del Ecoflex 00-50 ® dado
que el fabricante no presenta la formulacion quimica del material. Para esto, se
midio el espectro infrarrojo (IR) de muestras del material curado a temperatura
ambiente empleando un espectrofotometro de infrarrojo (FT-IR) Nicolet 6700-
THERMO SCIENTIFIC con reflectancia total atenuada (ATR) y se compar6 con los
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espectros de la base de datos HR Specta Polymers and Plasticizers de ATR. La
naturaleza quimica se confirmé al correlacionar los datos obtenidos del elastdbmero
de silicona Ecoflex 00-50 ®.

5.1.2. Definicion del proceso de curado del elastomero de silicona
Ecoflex 00- 50 ®:

Posteriormente fue necesario definir el proceso de curado del elastomero de silicona
Ecoflex 00-50 ® dado que el fabricante propone tres procedimientos diferentes para
curar el material. Para esto, cada proceso sugerido se realizd tres veces para
obtener nueve muestras finales. La Tabla 7 presenta las condiciones de preparacion
para los tres procesos realizados.

Tabla 7. Condiciones de preparacion de elastomero de silicona
Ecoflex 00- 50 ® para tres proceso diferentes.

i Procesos Proceso 1 | Proceso 2 | Proceso 3
Condiciones
Vol,umen del 25 - -
monomero (mL)
Volumen del
catalizador (mL) 25 25 25
Tiempo de 3 3 2
mezclado (min)
Velocidad de 250 250 250

mezclado* (RPM)
Presién y tiempo de
desgasificacion al 70/5 70/5 70/5
vacio **(mbar/min)
Tiempo de curado a
temperatura 3 3 3
ambiente (h)
Tiempo de curado a
80 °C ***(h)
Tiempo de curado a
100 °C *** (h)

* Se utilizé un agitador mecéanico (IKA,RW 20 digital. Serie RW 20)
** Se utilizd un desecador y una bomba de vacio (VACUUBRAND, ME 2C NT) para extraer el aire
*** S ytilizod una estufa universal (UN55 marca Memmert)
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Todas las muestras obtenidas fueron sometidas a una prueba estandar para evaluar
la dureza siguiendo la norma internacional ASTM D 2240-5 empleando un
durémetro portétil Shore A (0-100 HA, REF.MDT 10 A) y realizando cinco medidas
de dureza en diferentes posiciones de la muestra. La evaluacion de esta propiedad
mecénica se relaciona con la necesidad de conocer la resistencia del material a la
deformacion por penetracion, abrasion o rayado, debido a la aplicacion que a futuro
se espera tener como interfaz ortoprotésica.

El procedimiento de prueba se realiz6 inmediatamente después de la ultima
condicion de curado de cada proceso. De acuerdo con los resultados obtenidos de
la evaluacion de dureza, se seleccion6 el proceso de curado que permitiera obtener
mayor dureza o en el caso de no presentar diferencias significativas, se selecciono
el proceso que requiri6 menos equipos y tiempo a fin de facilitar la fabricacion del
material, para seguir esa metodologia en adelante.

5.1.3. Evaluacion de la dureza del material al variar la concentracién de las
AgNPs y la velocidad de mezclado de la matriz polimérica con las AgNPs:

Finalmente, fue necesario conocer el efecto de la velocidad de mezclado de la
matriz polimérica con las AgNPs vy el tensioactivo seleccionado, empleando un
agitador mecéanico (IKA,RW 20 digital. Serie RW 20) y el efecto de la
concentracion de las AgNPs sintetizadas bajo las condiciones detalladas en el
capitulo anterior, sobre la dureza del material polimérico

Para esto, se prepararon 18 especimenes con las instrucciones de manufactura,
el tipo de curado,1% en volumen de tween 80 y variando: la velocidad de
mezclado de la matriz polimérica con las AgNPs empleando un agitador
mecénico (IKA,RW 20 digital. Serie RW 20), la concentracion de la solucion
diluyente de AgNPs (agua tipo 1) y la concentracion de AgNPs. La Tabla 8
muestra las condiciones de preparacion de todas las muestras.

Las velocidades de mezclado evaluadas fueron 250, 450 y 650 RPM vy las
concentraciones de AgNPs se establecieron 8.25, 16.49 y 24.73 ug/mL dado que
16.49 ug/mL fue la Concentracion Minima Bactericida (CMB) encontrado contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) en el capitulo anterior. Este valor se establecid6 como un valor
medio de concentracion dado por AAS, y las concentraciones de AgNPs a
8.25 pg/mL y 24.73 pg/mL fueron los valores bajos y medios conservando la
misma diferencia, ademas, las concentraciones evaluadas fueron mayores a
CMF de las AgNPs encontrado contra Candida albicans ATCC 14053 en el
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capitulo anterior. Igualmente, las concentraciones de solucion diluyente de
AgNPs fueron los porcentajes de agua tipo 1 en las que se encontraron
suspendidas las nanoparticulas sintetizadas como fue descrito en el capitulo
anterior. Las muestras obtenidas fueron vaciadas sobre moldes con forma
cilindrica y curadas a temperatura ambiente durante 24 h para medir la dureza
Shore A como se especifica en la norma ASTM D2240- 5.

Tabla 8. Condiciones de preparacion del elastomero de silicona
Ecoflex 00- 50 ® variando la velocidad de mezclado, las concentraciones de
AgNPs y la concentracion de solucion diluyente de AgNPs.

Tipo de Nombre | Velocidad | Concentracién Concentra_c,ic')n

muestra dela | de mezcla de AgNPs qle solucién

Muestra (RPM) (ug/mL) diluyente (%)
M1 250 8.25 6.38
M2 250 16.49 12.77
M3 250 24.73 19.16
Muestras M4 450 8.25 6.38
con M5 450 16.49 12.77
AgNPs M6 450 24.73 19.16
M7 650 8.25 6.38
M8 650 16.49 12.77
M9 650 24.73 19.16
M10 250 0 6.38
M11 250 0 12.77
M12 250 0 19.16
M“‘;Srfras M13 450 0 6.38
AgNPs M14 450 0 12.77
(controles) M15 450 0 19.16
M16 650 0 6.38
M17 650 0 12.77
M18 650 0 19.16

Los datos obtenidos de la evaluacion de dureza Shore A de las muestras
fabricadas bajo las condiciones descritas en la Tabla 8 se compararon por
medio del analisis de varianza (ANOVA) multifactorial utilizando el programa
Statgrahics Centurion XV, donde la dureza se determind como la variable
dependiente y la velocidad de mezclado, concentracion de AgNPs y la
concentracion de la solucién diluyente (agua tipo 1) fueron los factores
independientes. Los valores de P <0.05 se consideraron estadisticamente
significativos (95 % de confianza).
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5.2. RESULTADOS

En esta seccidn se presentan los resultados obtenidos de los diferentes procesos
de fabricacion de un elastémero de silicona comercial Ecoflex 00-50 ® que contiene
AgNPs sintetizadas bajo las condiciones descritas en la metodologia del capitulo
anterior. Estos se presentan en cuatro secciones como fueron detalladas en la
metodologia del presente capitulo:

5.2.1. ldentificacion de la naturaleza quimica de la matriz Ecoflex 00-50 ®:

Inicialmente, para medir el espectro infrarrojo del Ecoflex 00-50 ®, se preparé el
material mezclando en partes iguales el catalizador y el monémero que componen
el material como el fabricante indica. Las muestras fueron curadas a temperatura
ambiente por 24 h. Se realizaron tres medidas sobre la misma muestra, como se
describe en la metodologia y se obtuvo la media del espectro IR que se observa en
la Figura 9. Se correlacionaron estos datos obtenidos con la base de datos HR
Specta Polymers and Plasticizers de ATR y se encontré6 una correlacion del
elastomero de silicona Ecoflex 00-50 ® con Polidimetilsiloxano (PDMS) del 97.34 %.
De esta forma, se pudo conocer que la naturaleza quimica de la matriz que se
empled para desarrollar el material.

054 "Elastémero de silicona”
& -.--; o < -
Faolydimethylsiloxane (Viscosity 100000cs) '
Emparejar97.34 i .
0.5 CAS #: CASH 63148-62-9 I
Appearanca: Liqusd . | | [ 1
S\ R N N i A,
4000 3500 3000 1500 1000

Figura 9. Espectros infrarrojos superpuestos de Ecoflex 00-50 ® (linea roja) y
polidimetilsiloxano (linea morada). Tomado del reporte de software
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5.2.2. Definicion del proceso de curado del elastomero de silicona
Ecoflex 00- 50 ®:

Para definir el proceso de curado del elastomero de silicona Ecoflex 00- 50 ® se
midio la dureza shore A de cada muestra preparada como se describe en la Tabla
7, siguiendo la norma ASTM D2240-5, bajo condiciones de humedad de 57 % y una
temperatura 24.8 °C aproximadamente. El método de prueba empleado fue manual
de tipo 2, es decir, de indentador al espécimen, los cuales poseian espesores de
1.00 £0.10 cmy el intervalo de tiempo de indentacién de dureza para cada medicion
fue de 10 segundos. Los valores de dureza Shore A promedio obtenidos de las
muestras preparadas por cada proceso de curado se presentan en la Figura 10.

w A~ 01 O

Dureza Shore A
N

[ —

o

Proceso 1 Proceso 2 Proceso 3
Procesos de curado de Ecoflex 00-50 ®

Figura 10. Graficos de barras representativas de la dureza Shore A promedio
obtenidos de las muestras preparadas por los tres procesos de curado descritos en
la Tabla 7.

La dureza shore A para las muestras preparadas bajo las condiciones del proceso
1, proceso 2 y proceso 3 fue en promedio A/4.58/10, A/4.44/10 y A/4.5/10
respectivamente, donde A es el tipo de durémetro, 4.58, 4.44 y 4.5 el valor de la
dureza media y 10, el tiempo de medicion. No se encontro diferencias significativas
en los resultados de la dureza Shore A de los tres procesos de curado evaluados
sobre Ecoflex 00- 50 ®, sin embargo, dado que el primero proceso no requirié el uso
de una estufa para el curado y se realizé en menos tiempo comparado con los otros
procesos, se decidié curar el material con temperatura ambiente por 3 h en adelante
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para todas las preparaciones del material a fin de facilitar el proceso de fabricacion
del compuesto.

5.2.3. Evaluacion de la dureza del material al variar la concentracién de las
AgNPs y la velocidad de mezclado de la matriz polimérica con las AgNPs:

En la tabla 10 se presentan los valores en promedio de dureza Shore A de las
muestra preparada como se describié en la Tabla 8.

La Figura 11 muestra las graficas de intervalos de confianza del 95 % para las
medias de dureza Shore A de las muestras del material variando la velocidad de
mezcla del material (RPM), la concentracion de solucion diluyente de AgNPs (%) y
la concentracion de AgNPs (ug/mL) como se describe en la Tabla 8, al comparar
los resultados obtenidos por medio del andlisis de varianza (ANOVA) multifactorial.

La Figura 11 A presenta las medias de dureza Shore A de las muestras segun la
velocidad de mezcla del material en RPM de las muestras preparadas como se
describen en la Tabla 8. No se encontro diferencias estadisticamente significativas
(P>0.05) entre la dureza Shore A de las muestras preparadas a 250 y 450 RPM, y
entre 450 y 650 RPM, sin embargo, si se encontré diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) entre la dureza Shore A de las muestras preparadas a 250 y
650 RPM.

La Figura 11 B presenta las medias de dureza Shore A relacionada con la
concentracion de solucién diluyente de AgNPs de las muestras preparadas como
se describen en la Tabla 8. No se encontr6 diferencias estadisticamente
significativas (P>0.05) entre la dureza Shore A de las muestras preparadas con
concentraciones de 12.77 y 19.16 % de solucion diluyente de AgNPs. Sin embargo,
si se presentd diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre la dureza
Shore A de las muestras preparadas con concentraciones de 6.38y 12.77 %y entre
las preparadas con 6.38 y 19.16 %. Se encontré que las muestras preparadas con
6.38% de solucion diluyente de AgNPs presentaron mayor dureza Shore A.

Finalmente, las medias de dureza Shore A de las muestras preparadas como se
describen en la Tabla 8 de acuerdo a la concentracion de AgNPs se muestra en la
Figura 11 C. No se encontro diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras con concentraciones de 0, 8.25, 16.49 y 24.73 pg/mL de AgNPs.
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Tabla 9.

Valores de dureza Shore A para cada muestra de elastbmero de
silicona Ecoflex 00- 50 ® variando la velocidad de mezclado, la concentracion de

AgNPs y la concentracion de solucion diluyente de AgNPs.

Tipo de Nombre | Velocidad | Concentraciéon Concentrqgién Dureza_l

muestra dela | de mezcla de AgNPs c_le solucién | promedio

Muestra (RPM) (ug/mL) diluyente (%) | Shore A
M1 250 8.25 6.38 4.1
M2 250 16.49 12.77 4.8
M3 250 24.73 19.16 3.2
Muestras M4 450 8.25 6.38 5.6
con M5 450 16.49 12.77 4.8
AgNPs M6 450 24.73 19.16 3.6
M7 650 8.25 6.38 5.2
M8 650 16.49 12.77 3.7
M9 650 24.73 19.16 2.3
M10 250 0 6.38 5.8
M11 250 0 12.77 4.6
M12 250 0 19.16 3.9
Muestras M13 450 0 6.38 5.8
sin M14 450 0 12.77 3.8
AgNPs M15 450 0 19.16 3.4
M16 650 0 6.38 5.3
M17 650 0 12.77 4.1
M18 650 0 19.16 3.6

Con estos resultados se concluyd que no se presentdé una diferencia

estadisticamente significativa al variar las condiciones de mezclado de las muestras
preparadas como se describié en la Tabla 8 entre 250, 450 y 650 RPM vy al variar
las concentraciones de AgNPs entre 0, 8.25, 16.49 y 24.73 pg/mL, pero si se
encontré un aumento de la dureza Shore A de las muestras preparadas con 6.38 %
en volumen de solucién diluyente de AgNPs respecto a las preparadas con una
concentracion de 12.77 y 19.16 % de esta solucion.
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Figura 11. Graficas de intervalos de confianza del 95 % para las medias de dureza
Shore A de las muestras del material variando la velocidad de mezcla del material
(RPM), la concentracion de solucion diluyente de AgNPs (%) y la concentracion de

AgNPs (ug/mL) como se describe en la Tabla 8.A. Medias de dureza Shore A segun
la velocidad de mezcla del material (RPM); B. Medias de dureza Shore A segun la
concentracion de solucion diluyente de AgNPs (%); C. Medias de dureza Shore A

segun la concentracion de AgNPs(ug/mL).

5.3. DISCUSION

En el presente capitulo se describe procedimientos empleados para alcanzar el
tercer objetivo del trabajo de grado que consisti6 en obtener un material
estructurado con nanoparticulas de plata. El material seleccionado como matriz del
compuesto polimérico fue el elastbmero de silicona comercial Ecoflex 00-50 ®
utilizado para fabricar interfaces ortoprotésicas y las nanoparticulas de plata
(AgNPs) empleadas fueron sintetizadas bajo los procedimientos detallados en la
metodologia del capitulo anterior.

Inicialmente se conocié por medio de un espectro infrarrojo (IR) en el material
Ecoflex 00-50 ®, que su naturaleza quimica era polidimetilsiloxano (PDMS) con una
correlacion del 97.34 %. La identificacion del material permite conocer el tipo de
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polimero y el proceso de polimerizacion de la matriz seleccionada. Asi, el PDMS es
un polimero lineal del dimetilsiloxano perteneciente al grupo de los compuestos de
organo-silicio [143]. Para curar esta matriz, se debe hacer reaccionar un agente
reticulante, en este caso un monémero (parte A del Ecoflex 00-50®) con un
catalizador (parte B del Ecoflex 00-50) al mismo volumen o peso a temperatura
ambiente. El PDMS posee una cadena de atomos alternados de silicio, oxigeno, y
dos grupos unidos de atomos CHs [143]. Su proceso de polimerizacion se realiza
por adicion mediante el catalizador, con lo cual se crean cadenas a través de la
adicion de monomeros activados, los cuales pasan a conformar el polimero, sin
generar subproductos [143]. De esto, se obtiene el polimero lineal con enlaces
entrecruzados.

Debido a que la reticulacion del polimero se realiza por medio del catalizador, no se
requiere el sometimiento del PDMS a altas temperaturas. Es asi como no se
evidencié diferencias significativas en la dureza Shore A del Ecoflex 00-50 ® entre
los tres procesos de curado presentados en la Tabla 7, donde cada proceso implic
una exposicion inicial de 3 h a temperatura ambiente, y la posterior exposicion al
calor no fue representativas para la dureza Shore A.

Por otro lado, debido a que los PDMS son polimeros hidrofébicos, las AgNPs
suspendidas en agua tipo 1 sintetizadas bajo los procedimientos detallados en el
capitulo anterior, no se dispersan solubles en la matriz Ecoflex 00-50 ®. Para esto,
fue necesario emplear una sustancia que influyera en la superficie de contacto entre
las nanoparticulas con el polimero, y que permitiera integrar de la mejor forma todas
las partes, para el cual se empled 1% en volumen por muestra de tween 80.

Por otro lado, los resultados relacionados con los efectos de la velocidad de
mezclado de la matriz con las AgNPs, el tensioactivo y las concentraciones de las
nanoparticulas, mostraron que las muestras mezcladas a una velocidad de
250 RPM con el agitador mecénico presentaron una mayor dureza que las
mezcladas a 650 RPM, mientras que no se encontré diferencias estadisticamente
significativas entre los resultados mezclados con velocidades de 250 RPM vy
450 RPM. La alta velocidad de agitacion del elastémero de silicona pudo alterar el
proceso de polimerizacion al modificar la estructura de entrecruzamiento de los
monomeros que componen el polimero como lo describe Kozakiewicz [144]. Asi, se
sugiere emplear velocidades de 250 RPM sobre 650 RPM, para mezclar el material
obtenido por lograr muestras con mayor resistencia a la deformacion plastica.

Por otro lado, la literatura ha descrito que las nanoparticulas pueden cambiar las
propiedades mecanicas de los materiales sobre los cuales son incorporadas.
Algunos autores han encontrado que al aumentar la concentracion de
nanoparticulas sobre una matriz, se puede generar un aumento en la dureza del
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material. Por ejemplo, Zayed y colaboradores [131] encontraron un aumento
pequefio pero significativo en la dureza de silicona elastomérica maxilofacial a
medida que aumentaban la concentracién de nanoparticulas de diéxido de silicio
(SiO2) de 0.5 a 3.0 %.La explicacién a este fendbmeno se relaciona con el rol que
pueden tener las nanoparticulas como nanoreforzantes para mejorar las
propiedades mecénicas de los nuevos materiales, sin embargo, otros estudios han
encontrado una disminucibn de la dureza en materiales compuestos por
nanoparticulas. Autores como S.A Nobrega y colaboradores [145], encontraron que
la adicién de nanoparticulas 6xido de zinc (ZnO), sulfato de bario (BaSOa) y 6xido
de titanio (TiO2) en una matriz de silicona disminuyé la dureza del material. Esto
puede deberse a la reduccion de la velocidad de polimerizacion del material
generado por la dificultad de entrecruzamiento de las cadenas poliméricas por la
presencia de las nanoparticulas [145], [146]. Es de notar que en este trabajo de
grado, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la dureza
Shore A entre las muestras preparadas sin AQNPs y con concentraciones de 8.25,
16.49 y 24.73 pg/mL de AgNPs. Esto ocurri6 posiblemente porque las
concentraciones de nanoparticulas evaluadas fueron muy bajas al compararlas con
la concentracién del polimero en el cual fueron incorporadas. Estas concentraciones
no alteraron significativamente la union de las moléculas de la matriz al conservarse
la dureza, pero tampoco reforzaron la resistencia a la deformacién plastica del
material.

Por otro lado, se encontré que las muestras preparadas con la menor concentracion
de solucién diluyente de AgNPs evaluada (6.38 %) presentaron las durezas shore
A mas altas al compararlas con las preparadas con 12.77 % y 19.16 %. Estos
resultados son generados por la disminucién en la concentracién del polimero de
los materiales debido al volumen de agua requerido para cada concentracién, donde
a medida que aumenta la concentracion de la solucién diluyente de AgNPs, que en
nuestro caso fue agua tipo 1, la concentracion de la matriz disminuye [147], [148].

Igualmente, Mancuso ha encontrado que aditivos en siliconas pueden reducir su
dureza por la presencia de agua [149]. La presencia de agua en una solucién
polimérica puede reducir las fuerzas de union de los monémeros en el proceso de
polimerizacion, lo que se refleja en cambios estructurales y en la resistencia a la
deformacion plastica del polimero [150]. Ademas, la inmiscibilidad de la matriz
Ecoflex 00-50® con el agua tipo 1 en el cual se encontraban las AgNPs pudo ser
una razon de la alteracion de la dureza Shore A de las muestras, sin embargo es
importante sefalar que la dureza Shore A de todas las muestras evaluadas se
encontraron entre los rangos aceptables para interfaces ortoprotésicas, las cuales
tipicamente tienen una dureza aproximadamente de 35 - 65 en la escala Shore 00.
(Entre 0y 20 de la escala Shore A) [151], [152].
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Es asi como para alcanzar el tercer objetivo planteado del presente trabajo de
grado, obteniendo un material estructurado con nanoparticulas de plata, se
determind su fabricacion mezclando, a 250 o 450 RPM con un agitador mecénico y
por 3 min, 25 mL del monomero y 25 mL del catalizador del elastomero comercial
de silicona Ecoflex 00-50 ® con tween 80 al 1% en volumen y una concentracion
definida de AgNPs entre 8.25 ug/mL y 24.73 pg/mL suspendidas en agua tipo 1 con
concentraciones entre 6.38% y 19.16% en volumen, las cuales fueron sintetizadas
con los parametros descritos en la metodologia del capitulo anterior. La mezcla
obtenida se desgasificd al vacio empleando un desecador y una bomba de vacio
para extraer el aire con una presion de 70 mbar por 5 min. Finalmente, se curo el
material por 3 h a temperatura ambiente.
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6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y PROPIEDADES
MECANICAS DEL MATERIAL NANOESTRUCTURADO

En el capitulo 6 se presenta el desarrollo del cuarto objetivo del presente trabajo de
grado. El objetivo consiste en evaluar la actividad antimicrobiana y algunas
propiedades mecanicas del material nanoestructurado obtenido con el tercer
objetivo especifico, el cual fue desarrollado en el capitulo 5. Para alcanzar el
propésito planteado se describe una metodologia con la que inicialmente, se evalué
la actividad antimicrobiana de muestras del material compuesto por elastomero de
silicona Ecoflex 00-50 ® con diferentes concentraciones de AgNPs y de solucion
diluyente de AgNPs, obtenidas bajo las indicaciones definidas en el capitulo
anterior. Para esto, se siguieron las indicaciones dadas por la norma internacional
ISO 22196:2011 para la medicion de actividad antibacteriana en superficies
plasticas sobre las especies de bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM). Posteriormente, se
presenta la metodologia empleada para evaluar la densidad y la resistencia a la
compresion de muestras del material obtenido bajo los mismos parametros del
ensayo antimicrobiano. Finalmente, se describen los resultados obtenidos y una
discusion.

6.1. METODOLOGIA

A continuacion se describe la metodologia empleada para evaluar la actividad
antimicrobiana y algunas propiedades mecanicas del material nanoestructurado
obtenido del tercer objetivo especifico. La evaluacion se realiz6 en muestras con o
sin AgNPs obtenidas siguiendo la metodologia de sintesis foto-quimica descrita en
el capitulo 4 del presente trabajo de grado.

Para esto, se obtuvieron muestras del material compuesto por el elastbmero de
silicona Ecoflex 00-50 ® con las diferentes concentraciones de AgNPs y de solucién
diluyente de AgNPs que se describen en la Tabla 10. Cada muestra fue preparada
por triplicado para verificar la reproducibilidad de los resultados.

Todas las muestras, incluyendo las de control, fueron mezclada con 25 mL del
mondmero y 25 mL del catalizador del elastdmero comercial de silicona Ecoflex 00-
50 ® y tween 80 al 1% en volumen a una velocidad de 450 RPM con un agitador
mecanico (IKA,RW 20 digital. Serie RW 20) por 3 min. Las mezclas obtenidas se
desgasificaron al vacio empleando un desecador y una bomba de vacio
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(VACUUBRAND, ME 2C NT) para extraer el aire con una presiéon de 70 mbar por
5 min. Finalmente, se cur6 el material por 3 h a temperatura ambiente (23.1 °C).

Tabla 10. Muestras del material obtenido con diferentes concentraciones de
AgNPs (ug/mL y %) y solucién diluyente de AgNPs (%)

., ., Concentracion
Tipo de Nombre | Concentracién | Concentracion de solucién
de la de AgNPs de AgNPs :

muestra muestra (ug/mL) (%) diluyente de

HY AgNPs (%)
Muestras con M1 16.49 0.001 12.77

AgNPs M2 0.002

(muestra de 24.73 19.16
prueba) M3 32.98 0.003 25.55
Muestras sin M4 0 0 12.77
AgNPs M5 0 0 19.16
(controles) MG 0 0 55 55

Las concentraciones de AgNPs evaluadas se determinaron porque la
Concentracion Minima Bactericida (CMB) encontrada contra Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) fue
de 16.49 pg/mL obtenidas de la medicién con AAS en la evaluacion antimicrobiana
de las AgNPs del capitulo cuatro. A partir de este, se evaluaron dos concentraciones
mas altas, dado que es posible que la matriz reduzca la interacciéon directa de las
nanoparticulas con los microorganismos. Asi, se determiné evaluar el material a
32.98 pg/mL de AgNPs para conocer los efectos en el doble de la CMB y
24.73 pg/mL como un valor intermedio entre las demas concentraciones evaluadas.

6.1.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del material compuesto con
AgNPs

,Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana del material, se siguieron las
indicaciones dadas por la norma internacional 1ISO 22196:2011 con algunas
modificaciones para la medicién de actividad antimicrobiana en superficies plasticas
(Equivalente a la norma JIS Z 2801:2000) [153]. La evaluacion se realizdé con
especies de bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (SARM). Cada evaluacion se realiz6 siguiendo los
siguientes pasos:
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6.1.1.1. Obtencion de muestras del material:

Se obtuvieron 3 muestras planas del material para cada concentracion evaluada
descrita en la Tabla 10 con dimensiones de 50x50 mm de lado y 3 mm de grosor.
Las muestras con AgNPs se establecieron como “muestras de prueba” y las que
no incluyeron AgNPs se establecieron como “muestras control”.

6.1.1.2. Limpieza y esterilizacion de las muestras:

Todas las muestras y peliculas planas de polipropileno de alta densidad para cubrir
las muestras fueron limpiadas y esterilizadas con etanol al 70 % y sometidas a
radiacion UV por 20 min. Este proceso se realiza sélo para este ensayo y sobre las
muestras curadas para la evaluacion antimicrobiana que fueron descartadas al
finalizar la prueba.

6.1.1.3. Preparacion y obtencion de los microorganismos:

Se realiz6 el repique de cada cepa de bacteria en agar Miiller Hinton por 24 h a
37 °C en un ambiente de aerobiosis para garantizar su activacion. Posteriormente,
se tomd una muestra de cada microorganismo y se cultivd por 24 h en medio liquido
BHI a 37 °C. La suspension de cada microorganismo fue ajustada a un valor de
turbidez McFarland 0.5 (1.5x108 UFC/mL) en BHI con el propésito de asegurar la
cantidad de células en la solucion. Esto se obtuvo agregando pequefias gotas del
microorganismo en un medio BHI limpio y midiendo la absorbancia hasta alcanzar
una densidad Optica de 0.08 - 0.10 en una longitud de onda de 600 nm para las
bacterias y 625 nm para el hongo. Se realiz6 una dilucion del medio ajustado al valor
de turbidez McFarland 0.5 en BHI para obtener 1 x 10* UFC/mL en 15 mL.

6.1.1.4. Inoculacion de las muestras y controles:

Cada muestra de prueba y muestras de control fueron ubicados sobre una caja Petri
estéril con la superficie de prueba expuesta en la parte superior. Se inoculo 100 pL
del microorganismo de prueba preparado en el paso 3 sobre los materiales. Cada
muestra fue cubierta una pelicula cuadrada de 40x40 mm de polipropileno de alta
densidad.
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6.1.1.5. Incubacion de todas las muestras:

Las placas de Petri que contenian las muestras del material fueron incubadas a una
temperatura de 37 £ 1 ° C y una humedad relativa de no menos del 90 % durante
24 +1h.

6.1.1.6. Recuperacion de los microorganismos de las muestras del material:

Después de la incubacion, todas las muestras evaluadas con las bacterias fueron
lavadas con 50 mL de solucidn salina isotonica. Este volumen se empled para
determinar el nUmero de microorganismos viables recuperados en cada muestra de
prueba (ecuacion 1).

6.1.1.7. Determinaciéon del recuento de microorganismos viables mediante el

método de cultivo de vertido en placa:

Serealizaron 10 diluciones en serie en 500 pL de BHI a partir de una primera dilucién
con 500 uL del lavado del microorganismo con solucién salina isoténica del punto
anterior y 500 pL de BHI. Se tom6 10 pL de la ultima dilucion para ser sembradas
en cajas Petri con Agar Miller Hinton y se incubaron por 24 h a una temperatura de
37 °C y una humedad relativa de no menos del 90 %. Después de la incubacién, se
contd el nimero de colonias en las placas de Petri. La Figura 12 muestra un
diagrama del proceso.

El nimero de microorganismos viables recuperados para cada muestra de prueba
se calculo con la ecuacion (1):

N=(100XCXDXV)/A 1)

Donde N es el nimero de microorganismos viables recuperados por cm? en las
muestras que incluyeron AgNPs (UFC/cm?); C es el recuento promedio de UFC en
las cajas Petri en 10 pL; D es el factor de dilucién empleado al sembrar en las cajas
de Petri (20 mL ); V es el volumen de solucién salina utilizada para lavar las
muestras (50 mL) y A es el area superficial de la muestra cubierta por la pelicula
(1600 mm?2).
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Evaluacion actividad antimicrobiana del material compuesto

1 Preparacion de muestras | |2 Esterilizacion 3 Inoculacion y 4 Incubacion
recubrimiento

5cm Microorganismos
1.0x10*UFC/mL
— \
Scn ¢ N

+ 3 muestras del material por cada Limpiar muestra 4 Z"»" Incubacion
concentracion de AgNPs « Etanol 70% E

* 24 horas
* Muestras de control + UV por 20 minutos «37°C
* 90% humedad relativa

B Lavado B Dilucion en serie Siembra e incubacion 8 Conteo de colonias
en medio Agar

soucensaina | | 7 N M\ Py

U ~——

N D1 D2 === D9 D10 Incubacion Conteo
* 24 horas « Controles
500 pL de lavado «37°C « Muestras
* 90% humedad relativa
500 pL de BHI

Figura 12. Diagrama de proceso de evaluacion de la actividad antimicrobiana del
compuesto de acuerdo con la norma ISO 22196:2011.

Posteriormente se evalud la validez de las pruebas realizadas, verificando que el
valor logaritmico del numero de microorganismos viables recuperados
inmediatamente después de la inoculaciéon de las muestras que no incluyeron
AgNPs debia cumplir el requisito de la ecuacion (2):

(Lmax —Lmin)/(Lmean) <0.2 (2)

Donde Lmax €s el logaritmo decimal del nUmero maximo de microorganismos viables
encontrados en una muestra; Lmin €s el logaritmo decimal del nUmero minimo de
microorganismos viables encontrados en una muestra y Lmean €S el logaritmo
decimal del numero medio de microorganismos viables encontrados en los
especimenes.

Posteriormente se calcul6 la actividad antimicrobiana (R) usando la ecuacion (3):
R=U-A (3)

Doénde R: es la actividad antimicrobiana del material; Ut es el promedio del logaritmo
decimal del nimero de microorganismos viables, en células/cm?, recuperadas de
las muestras que no incluyeron AgNPs después de 24 h; At es el promedio del
logaritmo decimal del nimero de microorganismos viables, en células/cm?,
recuperadas de las muestras que incluyeron AgNPs después de 24 h.

74



La actividad antimicrobiana (R) de muestras del material que incluyeron AgNPs se
calcul6 porcentualmente al determinar que un valor R mayor o igual a 2.00 equivale
a una eliminacion del 99 % de los microorganismos [154].

6.1.2. Evaluacion de la resistencia a la compresién del material compuesto

con AgNPs

Se realizaron ensayos para evaluar la resistencia a la compresion en muestras del
material obtenido como se describi6 en la introduccidn de esta metodologia y sobre
el elastomero de silicona Ecoflex 00-50 ® sin AgNPs ni solucion diluyente de AgNPs.

Se siguié la norma internacional ASTM D395-162 (2016), “Métodos de prueba
estandar para propiedades de cauchos”, método B: “ compresion bajo deflexién
constante en aire” [66].

Se obtuvieron 3 probetas cilindricas de cada muestra a partir de un molde de acrilico
(Figura 13 A). Las dimensiones de las probetas fueron de 29 + 0.1 mm de didmetro
y 11.6 £ 0.5 mm de espesor (Figura 13 B). Todas las muestras fueron ubicadas
entre dos placas de compresion rigidas de acero de forma que la carga aplicada se
distribuyera uniformemente para no deformar las placas y de forma que las
muestras no entraran en contacto entre ellas en ningiin momento del ensayo. Las
muestras fueron sometidas a compresién gradual hasta obtener una compresion del
25 % del espesor original para cada muestra (espesor final de 8.7 mm) empleando
una maquina universal de ensayos marca INSTRON modelo 5582 y un par de platos
de compresion. La carga total aplicada sobre todas las muestras fue de 800 N. Las
placas fueron sujetadas por 4 prensas en “C” de 2 pulgadas ubicadas en las cuatro
esquinas de las placas (Figura 13 C).

El dispositivo de compresion con las muestras fue almacenado en una estufa
universal UN55 marca memmert a 70 °C durante 22 h.

Al finalizar el tiempo de calentamiento, las muestras se dejaron enfriar a temperatura
ambiente por 30 min y su espesor final fue medido con un calibrador digital con
precision de 0.01 mm. La compresion se calculo empleando la formula (4):

C%=((to-tr) / (to-ts)) x 100 (4)

Donde to es el espesor original de la muestra; ti es el espesor de la muestra final y
ts es el espesor entre las laminas de compresion.
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Placas de
compresion

Figura 13. Probetas de compresién, (A) Molde para probeta (B) probeta, (C) dispositivo
de prueba empleado entre platos de compresién, fabricado con ldminas metalicas y
cuatro prensas tipo C de 2 pulgadas.

6.1.21. Andlisis estadistico

Todos los datos obtenidos de los ensayos mecanicos de las muestras de prueba
evaluadas se compararon con las muestras de control por medio del analisis de
varianza (ANOVA) multifactorial, donde cada propiedad mecéanica se determiné
como la variable dependiente, mientras que la presencia y concentracion de AgNPs
fueron los factores independientes. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando
el programa Statgrahics Centurion XV donde los valores de P <0.05 se consideraron
estadisticamente significativos (con 95% de confianza).

6.2. RESULTADOS

6.2.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del material compuesto con
AgNPs

La Figura 14 muestra las imagenes de los respectivos platos Petri para
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) y Candida albicans ATCC 14053 después de 24 h de acuerdo
con la norma ISO 22196: 2011 para las muestras del material preparado como se
describe en la Tabla 10 y en la introduccién de la metodologia del presente capitulo.
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Se calcul6 con la ecuacién 1 el nimero de microorganismos viables recuperados
por cm?en cada una de las muestras y se validé la prueba realizada con la ecuacion
2. Se encontré que el valor logaritmico del nUmero de microorganismos viables
recuperados inmediatamente después de la inoculacion de cada muestra sin AGNPs
para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) fue menor que 0.2 (0.13, 0.07 respectivamente) pero no fue
posible contar el numero de UFC en las muestras evaluadas con Candida albicans
ATCC 14053, debido al gran niumero de microorganismos hallados en todas las
muestras.

Por dltimo, se calcul6 la actividad antimicrobiana de las muestras que incluyeron
AgNPs respecto a las muestras sin AgNPs empleando la ecuacién 3. La Figura 15
y la Figura 16 muestran la actividad antimicrobiana de muestras del material con
concentraciones ascendentes de AgNPs contra Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) respectivamente.
Los resultados obtenidos no permitieron determinar la actividad antimicrobiana con
el hongo Candida albicans ATCC 14053, de muestras del material que incluian
AgNPs al no ser posible comparar el ndmero de microorganismos viables
recuperados de estos especimenes de prueba con los que no contenian AgNPs.

Las muestras que incluyeron AgNPs evaluadas contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923 no presentaron diferencias significativas (P>0.05) de la actividad
antimicrobiana entre las concentraciones de 16.49 pug/mL AgNPs (0.001 % de
AgNPs) y 24.73 pg/mL AgNPs (0.002 % de AgNPs) y entre 24.73 pg/mL AgNPs y
32.98 pg/mL (0.003 % de AgNPs). Sin embargo, la actividad antimicrobiana de las
muestras con concentraciones de 32.98 pg/mL de AgNPs fue mayor que las
muestras con 16.49 ug/mL de AgNPs contra Staphylococcus aureus ATCC 25923,
presentando diferencias significativas entre ambas concentraciones (P<0.05).

Por otro lado, las muestras que incluyeron AgNPs evaluadas contra Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (SARM) no presentaron diferencias significativas
(P>0.05) de la actividad antimicrobiana entre las concentraciones de 16.49 pug/mL
(14.85 + 5.94 %), 24.73 pug/mL (13.86 + 5.44 %) y 32.98 ug/mL (11.88 + 1.48 %).
Ademas, se encontrd0 una mayor actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923 gue sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM) de las muestras que incluyeron AgNPs a concentraciones de 24.49 pg/mL
y 32.98 pg/mL.
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Nombre Tino de Concentracion | Staphylococcus

dela mfestra de AgNPs aureus SARM
muestra (ug/mL) ATCC 25923

M1 Prueba 16.49

M4 Control 0

M2 Prueba 24.73

M5 Control 0

M3 Prueba 32.98

M6 Control 0

é\_ 3 .;:.1

Figura 14. Imagenes de placas respectivas de los compuestos con AgNPs y controles
del ensayo de actividad antibacteriana de acuerdo con la norma ISO 22196: 2011
después de 24 h incubacién. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 15. Actividad antimicrobiana de muestras del material con concentraciones
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Figura 16. Actividad antimicrobiana de muestras del material con concentraciones
ascendentes de AgNPs contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM).

6.2.2. Evaluacién de la resistencia a la compresiéon del material compuesto

con AgNPs

La Tabla 11 presenta la deformacion por compresion de muestras de material
preparados como fue descrito en la introduccion de la metodologia del presente
capitulo y sobre muestras del elastomero de silicona Ecoflex 00-50 ® sin AgNPs ni
solucion diluyente de AgNPs. Los resultados se presentan como un promedio de 3
muestras obtenidas bajo las mismas condiciones.

79



Tabla 11.

Porcentaje de deformacion por compresion de muestras de material
preparados como fue descrito en la introduccidn de la metodologia del presente
capitulo y variando la concentracion de AgNPs (ug/Ml y %) y concentracion de

solucion diluyente de AgNPs (%)

Concen- | Concen- Concentra- .,
. L . Deformacién
. Nombre tracion tracién cion de
Tipo de ) por
muestra de la de de solucion compresion
muestra | AgNPs AgNPs diluyente de ?%)
(Mg/mL) (%) AgNPs (%)
Muestras M1 16.49 | 0.001 12,77 10.46 £ 0.07
con
AgNPs M2 24.73 0.002 19.16 18.39 +0.05
(muestras
de prueba) M3 32.98 0.003 25.55 17.12 +0.19
Muestras M4 0 0 12.77 14.48 + 0.07
sin M5 0 0 19.16 11.60 £ 0.06
AgNPs M6 0 0 25.55 25.17 +0.16
(controles) M7 0 0 0 13.44 £ 0.08

La Figura 17 muestra las gréficas de intervalos de confianza del 95 % para las
medias de deformacion por compresion del material variando la concentracion de
solucion diluyente de AgNPs (%) y la concentracion de AgNPs (ug/mL) como se
describe en la Tabla 10, muestras sin concentracion de AgNPs (ug/mL) y sin
solucion diluyente de AgNPs (%) al comparar los resultados obtenidos por medio
del andlisis de varianza (ANOVA) multifactorial.

Deformacion por
compresion (%)

30

25

20

15

10

Concentracion de solucion de AgNPs (ug/mL)

- I I .
0 16,49 24,73 32,98
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Figura 17. Gréficas de intervalos de confianza del 95 % para las medias de
deformacion por compresion de las muestras del material variando la concentracion
de solucién diluyente de AgNPs (%) y la concentracion de AgNPs (ug/mL) como se
describe en la Tabla 10. A. Medias de densidad segun la concentracién de AgNPs

(ug/mL); B. Medias de densidad segun la concentracion de solucion diluyente de

AgNPs (%).

Con el andlisis estadistico de los resultados para la deformacién por compresion de
las muestras analizadas, no se encontro diferencias significativas (P>0.05 entre las
siguientes parejas de muestras: muestras sin AgNPs (16.17 + 1.14 %) y las
muestras con 16.49 pug/mL de AgNPs (12.15 = 3.01 %), entre las muestras sin
AgNPs y las muestras con 24.73 ug/mL de AgNPs (22.95 + 3.01 %) y entre las
muestras con 16.49 ug/mL y 32.98 pg/mL de AgNPs (8.13 + 3.01 %). Por otro lado,
se encontré mayor porcentaje de deformacion por compresion en las muestras con
AgNPs a concentraciones de 24.73 ug/mL que en las que contenian 32.94 ug/mL
de AgNPs, pero presentaron menor porcentaje de deformacién por compresion las
muestras con AgNPs a concentraciones de 16.49 pg/mL al compararlas con las que
incluyeron 24.73 pg/mL de AgNPs.

No se encontr6 diferencias estadisticamente significativas en la deformacién por
compresion entre las muestras sin solucion diluyente de AgNPs y las muestras con
12.77% y 19.16% (P>0.05). Sin embargo, se encontré un aumento del porcentaje
de deformacion por compresion en las muestras con 25.55 % de solucion diluyente
de AgNPs.

6.3. DISCUSION

En este capitulo se evalu6 la actividad antimicrobiana y algunas propiedades
mecanicas del material nanoestructurado obtenido con el tercer objetivo especifico
del presente trabajo de grado. Las propiedades mecanicas se evaluaron en
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muestras obtenidas de igual forma que en los ensayos antimicrobianos y sobre
muestras del material sin AgNPs ni solucién diluyente de AgNPs.

En el presente trabajo de grado, se encontrd actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) de muestras del material que incluyeron AgNPs al ser comparado
con muestras del material sin AgNPs, al presentar la capacidad de reducir el
crecimiento de estos microorganismos, los cuales han generado infecciones
cutaneas en pacientes que hacen uso de protesis u Ortesis externas de miembros
inferiores [26], [27]. Asi, las muestras del material que incluyeron AgNPs inhibieron
la proliferacion de los microorganismos, probablemente debido a la presencia de las
nanoparticulas. Sin embargo, no se encontr6 una eliminacion total de los
microorganismos evaluados.

Los mecanismos de accion de las AgNPs contra los microorganismos se han
explicado anteriormente en el Capitulo 4. En este capitulo, las AgNPs fueron fijadas
sobre una matriz polimérica de elastomero de silicona (Ecoflex 00-50®) y actuaron
como depositos de iones de plata, liberando los iones que actuaron contra los
microorganismos. Sin embargo, es claro que el elastomero de silicona redujo la
capacidad de liberacion de los iones de plata al comparar la actividad antimicrobiana
de las AgNPs en agua tipo 1, presentados en el capitulo 4, donde una concentracion
de 16.49 ug/mL de AgNPs, produjo un efecto bactericida contra las dos bacterias
evaluadas en este estudio. Asi, la matriz empleada en este estudio restringio el
contacto directo de las nanoparticulas con los microorganismos el cuél es
importante para producir el efecto antimicrobiano.

En este estudio se encontr6 una mayor actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 de muestras del material preparadas con la
mayor concentracion evaluada de AgNPs a 32.98 pg/mL y 25.55 % de solucién
diluyente de AgNPs que en muestras preparadas con la menor concentraciéon
evaluada de AgNPs a 16.49 ug/mL y 12.77 % de solucién diluyente de AgNPs. Sin
embargo, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras preparadas con la menor y mayor concentracion evaluadas de AgQNPs con
las que incluyeron 24.73 pg/mL y 19.16% de solucion diluyente de AgNPs. El
aumento de la actividad antimicrobiana sobre estos microorganismos de las
muestras con la mayor concentracion de AgNPs evaluada puede deberse a una
mayor liberacion de iones de plata dada por la mayor cantidad de AgNPs en el
material. Asi, se cree que una mayor concentracion de AgNPs permitiria una
erradicacion total del microorganismo, aunque se debe considerar los limites
maximos de concentraciones permitidas de AgNPs para evitar efectos citotéxicos
[155].
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Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los resultados de otros
estudios. Por ejemplo, Yamada y colaboradores [156], sintetizaron AgNPs y las
inmovilizaron sobre un compuesto de zirconia estabilizada con itrio para la obtencién
de protesis dentales. Se evalué la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus NBRC122135 empleando la misma norma que en el presente trabajo. Los
autores encontraron una actividad antimicrobiana entre 495 % y 99 % en
compuestos con concentraciones de plata en suspension desde 0.2 hasta 2.5 mM.
Los materiales compuestos por las nanoparticulas inhibieron la proliferacion de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y de Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) probablemente por la capacidad de los iones de las AgNPs de
penetrar las células bacterianas, interrumpiendo la cadena respiratoria de sus
mitocondrias e induciendo dafios en el ADN que afectdé el crecimiento del
microorganismo [73], [71]. lgualmente, con mayor concentracion de AgNPs, se
presentd una mayor liberacién de iones de plata, que aumentan los efectos téxicos
de dichas nanoparticulas sobre los microorganismos.

Por otro lado, no se encontrd diferencias estadisticamente significativas en la
actividad antimicrobiana entre muestras del material preparadas a las
concentraciones de 16.49 pg/mL de AgNPs con 12.77% de solucion diluyente de
AgNPs, 24.73 pg/mL de AgNPs con 19.16% de solucion diluyente de AgNPs y
32.98 ug/mL de AgNPs con 25.55 % de solucion diluyente de AgNPs frente a
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM). Ademas, se encontro una
mayor actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 que
sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) de las muestras que
incluyeron AgNPs a concentraciones de 24.49 pg/mL y 32.98 pug/mL.

Se ha encontrado en la literatura que Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) presenta mayores factores de virulencia que de Staphylococcus
aureus [157]. Esos factores son moléculas producidas por las bacterias,
establecidos en su genoma que le permite al microorganismo sobrevivir en
condiciones extremas en el hospedero [158]. Anisha y colaboradores [157], al igual
gque en este estudio, encontraron un mayor efecto antimicrobiano contra
Staphylococcus aureusque contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM) de una esponja compuesta por quitosano y AgNPs. Los autores decidieron
comprobar la mayor prevalencia de virulencia en cepas de Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM) que en Staphylococcus aureus al cultivar tres
cepas de cada microorganismo en una placa con medio Luria-Bertani por dos dias
a 37 °C, encontrando que todas las cepas de Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) presentaron un color amarillo dorado mientras las de
Staphylococcus aureus se tornaron mas claras. El color amarillo dorado se debi6 a
un pigmento carotenoide, la estafiloxantina, el cual es un factor de virulencia en
especies de Staphylococcus aureus que actia como antioxidante [159]. Este factor
permite al microorganismo desintoxicarse de las especies reactivas de oxigeno
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(ROS) [160]. Es asi como la mayor cantidad de estafiloxantina presente en
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) le permite combatir los
radicales libres que generan las AgNPs, lo que pudo aumentar la resistencia de este
microorganismo hacia las nanoparticulas [157].

Por otra parte, se han estudiado los efectos de tween 80 en bacterias y hongos, el
cual se empled para obtener las muestras del material evaluado en este trabajo.
Este puede aumentar la permeabilidad de las células bacterianas y mejorar la
actividad antimicrobiana de los agentes con los cuales se incorpora, como por
ejemplo con los antibidticos [161]. En este trabajo no se elabordé un analisis del
efecto de este tensioactivo sobre los microorganismos evaluados dado que todas
las muestras del material estudiado fueron preparadas con la misma concentracion
(1% en volumen). Es asi como los efectos antimicrobianos del tween 80 en las
muestras del material desarrollado en la presente tesis no pudo determinarse en
este estudio. Sin embargo, seria interesante evaluar su efecto sobre la actividad
antimicrobiana del compuesto obtenido.

Por otro lado, la incorporacién de nanoparticulas en materiales compuestos puede
cambiar las propiedades fisicas y mecénicas de las matrices. Se ha encontrado que
la adicion de AgNPs puede disminuir el porcentaje de deformacion por compresion
de polimeros [131], [162], [163]. En el presente trabajo, se presentaron pocas
diferencias significativas en la deformacion por compresion entre las muestras del
material evaluado al variar la concentracion de AgNPs. Se encontr6 menor
porcentaje de deformacion por compresion en las muestras con AgNPs a
concentraciones de 32.94 pg/mL que 24.73 pg/mL y mayor porcentaje de
deformacion por compresion en las muestras con AgNPs a concentraciones de
24.73 pg/mL que 16.49 pg/mL. Sin embargo, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras sin AQNPs y con 16.49 ug/mL de
AgNPs y entre las muestras sin AQNPs y con 24.73 pug/mL de AgNPs. Al igual que
en nuestro estudio, Yoshida y colaboradores [164] no encontraron diferencias
significativas en la resistencia a la compresién entre algunos compuestos de resina
que incluyeron y los que no incluyeron iones de plata, quienes relacionaron sus
resultados con el efecto del reforzante en la formacion fisica del polimero. Asi, se
podria explicar que las AgNPs no impidieron la formacién de la red polimérica del
elastomero de silicona, probablemente por la posibilidad de que las nanoparticulas
se hayan unido firmemente a la matriz o debido a las bajas concentraciones de
AgNPs evaluadas en este estudio.

Sin embargo, se encontré que en algunos casos, la concentracion de solucion
diluyente de AgNPs fue significativa para la resistencia a la compresion de las
muestras evaluadas. Se encontré un aumento del porcentaje de deformacién por
compresion en las muestras con 25.55% de solucion diluyente de AgNPs respecto
a las muestras sin solucion diluyente de AgNPs, con 12.77% y 19.16% de solucién
diluyente de AgNPs. Estos resultados pueden ser generados por una disminucién
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de la concentracion del polimero a medida que el volumen de la solucion diluyente
de AgNPs aumentaba, lo que pudo generar una reduccién de las fuerzas de unién
de los mondémeros en la polimerizacién del material o disminuir la cantidad de
monomero para reaccionar y afectar el proceso catalitico del polimero [165], [147],
[148], [150].

Finalmente, los resultados mecanicos presentados se ajustan a los requerimientos
establecidos en literatura, ya que los porcentajes de deformacién por compresion
se hallaron entre 10.46 y 25.17 % los cuales se encuentran entre los valores
aceptados para deformacion por compresion (8-59 %) para interfaces ortoprotésicos
de miembro inferior [56].

En conclusion, en este capitulo se evalud la eficiencia antimicrobiana de muestras
del material compuesto por el elastomero de silicona Ecoflex 00-50 ® con diferentes
concentraciones de AgNPs (0, 16.49, 24.73 y 32.98 pg/mL) y de solucién diluyente
de AgNPs (12.77, 19.16 y 25.55 %) preparadas siguiendo la metodologia definida
en el capitulo anterior, empleando la norma ISO 22196:2011. La maxima actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 se encontro en 41.58 +
2.97 % con muestras que incluyeron AgNPs y solucion diluyente de AgNPs a
concentraciones de 32.98 pug/mL y 25.55 % respectivamente. Por otro lado, no se
encontrd diferencias estadisticamente significativas en la actividad antimicrobiana
entre todas las muestras que incluyeron AgNPs y solucion diluyente de AgNPs
contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM), alcanzando una
actividad antimicrobiana de 14.85 + 5.94 %, 13.86 +5.44 %y 11.88 + 1.48 % en las
muestras con concentraciones de 16.49 ug/mL, 24.73 ug/mL y 32.98 pg/mL de
AgNPs y concentraciones de 12.77 %, 19.16 % y 25.55 % de solucion diluyente de
AgNPs respectivamente.

Por otro lado, se realizaron ensayos para evaluar la resistencia a la compresion en
muestras del material compuesto por el elastomero de silicona Ecoflex 00-50 ® con
diferentes concentraciones de AgNPs (0, 16.49, 24.73 y 32.98 pg/mL) y de solucion
diluyente de AgNPs (0, 12.77, 19.16 y 25.55 %) preparadas siguiendo la
metodologia definida en el capitulo anterior. La resistencia a la compresion de las
muestras se evalué siguiendo la norma internacional ASTM D395-16 (2016) y se
presentaron pocas diferencias significativas en la deformacioén por compresion entre
las muestras del material evaluado al variar la concentracion de AgNPs. Por otro
lado, se presento un aumento del porcentaje de deformacion por compresion en las
muestras con 25.55% de solucion diluyente de AgNPs debido a una posible
disminucion de la concentracion del polimero y una reduccion de las fuerzas de
unién de los monémeros en la polimerizacién del material generado por el agua .
Sin embargo, se determind que los valores de resistencia a la compresion se
encontraron aceptables para el uso en interfaces ortoprotésicas externas de
miembros inferiores.
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7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de grado se sintetizaron AgNPs por medio de un método de
reduccion fotoquimico empleando un producto extraido de fuentes naturales como
es el quitosano. Las AgNPs fueron caracterizadas fisicoquimicamente, se encontré
gue la solucion obtenida presenté nanoparticulas de plata al medir la Resonancia
de Plasmon de Superficie y se observaron de formas esféricas y semiesféricas. Las
AgNPs permitieron inhibir por completo Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y Candida albicans ATCC
14053, lograndose una interaccion electrostatica de las nanoparticulas con las
células de los microorganismos que permiti6 permear la pared celular de las
bacterias y hongos estudiados para producir su muerte. Se encontré que las AQNPs
alcanzaron una actividad antimicrobiana a la misma concentracién para ambas
bacterias e inhibieron el crecimiento de Candida albicans ATCC 14053 con menos
cantidad de AgNPs. Esto puede atribuirse a la gran cantidad de grupos funcionales
presentes en la superficie de las bacterias con respecto a la de los hongos.

Igualmente, el trabajo de grado permitio el desarrollo de un protocolo reproducible
para la obtencion de un material compuesto por un elastomero de silicona Ecoflex
00-50 ® y las AgNPs sintetizadas en este trabajo. Se encontr6 que el mejor método
de obtencién del material consiste en mezclar a 250 o 450 RPM con un agitador
mecénico y por 3 min, partes iguales del monémero y del catalizador del elastdmero
comercial con tween 80 al 1 % en volumen y una concentracion definida de AQNPs
suspendidas en agua tipo 1 . Es necesario desgasificar al vacio la mezcla obtenida
para extraer el aire con una presion de 70 mbar por 5 min y dejar curar el material
por 3 h a temperatura ambiente.

Se encontr6 que el material compuesto que incluyé AgNPs presentd actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (SARM) al ser comparado con muestras del material
sin AgNPs. Asi, la reduccion en la de los microorganismos fue probablemente
debido a la presencia de las nanoparticulas, sin embargo, no se encontré una
eliminacion total de las bacterias evaluadas.

La capacidad de reducir el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 del
material compuesto con la mayor concentracion de AgNPs evaluada, fue mayor que
en Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) en un 29.70 %
aproximadamente. Esto generado por la mayor presencia de factores de virulencia
en las cepas resistentes a antibiticos de Staphylococcus aureus que en las no
resistentes, los cuales actian como antioxidantes frente a los radicales libres que
generan las AgNPs.
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Por ultimo, las propiedades mecanicas del material evaluado con diferentes
concentraciones de AgNPs se encontraron dentro de las condiciones aceptables de
dureza y resistencia a la compresién para el uso como interfaz ortoprotésica
externas de miembros inferiores de acuerdo a los valores comerciales y los
reportados en la literatura.

Asi, con el presente trabajo se obtuvo un compuesto polimérico con AgNPs de uso
prometedor para el disefio de interfaces otro-protésicos externos de miembros
inferiores que permita reducir en cierta medida la proliferacion de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) en
las zonas de contacto entre la piel de pacientes y las ortesis o0 protesis que posean
propiedades comparables con los materiales comerciales actuales.
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8. TRABAJOS FUTUROS

Se espera desarrollar un protocolo de sintesis de AgQNPs que permita obtener un
aumento de su concentracion, de forma que se reduzca el volumen de la solucién
acuosa en que se encuentran diluidas, e incluir procesos de purificacién y secado
para lograr un mejor proceso de incorporacién en matrices poliméricas que mejoren
las propiedades mecanicas del compuesto. Ademas, estudiar la compatibilidad de
otros tensioactivos o solventes con el sistema polimérico para lograr integrar
adecuadamente las AgNPs a la matriz.

Igualmente, se propone realizar la sintesis de las AgNPs directamente en las
peliculas de elastomero de silicona, empleando radiacion con luz Ultravioleta e
investigar como estas modificaciones alteran la actividad antimicrobiana de las
AgNPs.

Se debe evaluar la actividad antimicrobiana del material desarrollado con AgNPs
contra Candida albicans realizando ajustes a la norma I1SO 22196: 2011 ampliando
los tiempos de incubacion del microorganismo por al menos 48 h y aumentando el
factor de dilucion al realizar el lavado del material.

Se debe estimar la inocuidad del material obtenido para el uso en personas,
mediante ensayos de citotoxicidad, genotoxicicidad y mutagenicidad in vitro que
permitan conocer los efectos de las AgNPs en las células humanas.

Ademas, se propone desarrollar en un futuro un prototipo de liner funcional para
prétesis externa transtibial o transfemoral con el cual se obtenga un protocolo de
fabricacion de una interfaz nanoestructurada. El prototipo serd evaluado fisica,
guimica y mecanicamente simulando las cargas y condiciones generadas al realizar
el ejercicio de la marcha, siguiendo la normatividad establecida para estos ensayos.

En un futuro se espera implementar las metodologias de AgNPs y del compuesto
desarrolladas en el presente trabajo para disminuir el crecimiento y proliferacion de
hongos y bacterias en multiples escenarios. Entre estos, el desarrollo de materiales
que requieran un efecto que controle el crecimiento de microorganismos a medida
gue cumplen sus funciones principales. Algunos ejemplos son: el desarrollo de telas
antibacteriales de uso médico o de hogar, apdsitos de quemaduras o tratamientos
para heridas, materiales dentales, implantes 6seos y recubrimiento de dispositivos
meédicos entre otros. De esta forma, aportar al desarrollo de alternativas eficientes
para el control del crecimiento microbiano ocasionado por la creciente resistencia
bacteriana que resulta de la evolucion natural.
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ANEXOS

ANEXO 1: MATERIALES DE INTERFACES PROTESICAS COMERCIALES

Tabla 12.  Materiales de interfaces protésicas comerciales de miembro inferior
ngegtgseis Compafiia Producto Material
Gel de elastomero
Transtibial - | Ohio Willow | Alpha Classic® |termoplastico a base de aceite
Transfemoral Wood Liners (AK) |mineral con cubierta flexible de
tela [166]
Transtibial - | Ohio Willow | Alpha Basic |Gel simétrico de 6 mm de grosor
Transfemoral Wood Liners cubierto por tela flexible [166]
Combinacibn de gel con
Transtibial - | Ohio Willow Alpha Duo siicona.  En _Suinterior - se
Transfemoral Wood Liners encuentra el Ilner.de ge! Alpha
Classic y al exterior el liner de
silicona Alpha Silicone [166]
Transtibial - | Ohio Willow | Alpha Hybrid Ggl unlfor,mg cublertq con un
Transfemoral Wood Liners (AK) Eig%(]) elastico  unidireccional
Silicona patentada de uso
médico curada con platino y
Transtibial - | Ohio Willow | Alpha Silicone Zg(l)crll(é?caiggaggrgsw?g“?: Eiely
Transfemoral Wood Liners (AK) . N PIEL,
cubierto con tejido que permite
estiramiento circunferencial
[166]
Silicona con tecnologia de
" - Alpha gestion de calor
T-I;;?]nssfgmilrél Oh{x/g\éh”ow SmartTemp | Outlast®cubierto con tejido de
Liners (AK) |estiramiento unidireccional-
circunferencial [166]
- . , WillowWood |Silicona médica curada con
T-I;;l?(talm?re-ll Oh{/?/(\)/\éld”ow Express Liners |platino con vitamina E y cubierto
(AK) con tela [166]
Silicona  con propiedades
Transtibial - | Ottobock He | Skeo Skinguard gﬁ'r?a;;%'gnasue (Eiggmougn':
Transfemoral althCare (TF/AK) 9 9 b

matriz textil al interior y cubierta
en el exterior seda [167]
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https://www.willowwoodco.com/products-services/liners/transtibial/alpha-silicone-liners/
https://www.willowwoodco.com/products-services/liners/transtibial/alpha-silicone-liners/

Silicona duradera de paredes

Transtibial - | Ottobock He Skeo (TT/BK) |delgadas con cubierta textil
Transfemoral althCare )
texturizada [167]
Silicona de 3 mm de grosor con
Ottobock He | ProSeal SIL |superficie interna texturizada y
Transfemoral : . ,
althCare Liner externa  antiadherente  sin
recubrimiento [167]
Silicona con tecnologia
) : . N
Transtibial - | Ottobock He | Skeo Skinguard gggit)ea:f;ergl)(til SE'QQ?:(Zﬁita Ig
Transfemoral althCare (TT/BK) . q .
colocaciéon y desmontaje del
revestimiento [167]
Combinacién de dos materiales
de revestimiento. El interior esta
hecho de poliuretano para
Transtibial - | Ottobock He o proteger la extremidad residual
Hybrid Liner . .
Transfemoral althCare y las estructuras éseas gracias
a su capacidad de
amortiguacion y el exterior es de
silicona [167]
Ottobock He | Akquire PUR | Poliuretano de pared proximal
Transfemoral . ) o
althCare Liner de 3 mm sin recubrimiento [167]
Ottobock He | Simplicity PUR Poliuretano de _pared p!ro>_<|mal
Transfemoral . de 5 cm con y sin recubrimiento
althCare Liner
[167]
Simplicit Poliuretano, disponible con
- Ottobock He phicity aditivo antibacteriano
Transtibial Tapered PUR . N . .
althCare Liner Skinguard* y con y sin cubierta
textil [167]
Transtibial Ottobock He | Custom BK |Poliuretano personalizado con
althCare Liner-Cast  |tratamiento antiadherente [167]
Poliuretano con interior
- Ottobock He | Anatomic 3D tex‘;unzado y  tratamiento
Transtibial . antiadherente. Disponibible con
althCare PUR Liner ) ;
0 sin cubierta de tela vy
Skinguard* [167]
Ottobock He Liner N Copolimero cubierto con tela
Transfemoral Dynamic
althCare [167]
Vacuum
Elastomero termoplastico con
- Ottobock He , gel de aceite mineral vy
Transtibial althCare TPE Liner antioxidante con cubierta de tela
[167]
Transtibial Ottobock He | Balance TPE |Elastbmero termoplastico con
althCare Liner gel de aceite mineral [167]
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Elastomero termoplastico con

. Ottobock He Basic TPE . . g
Transtibial . gel de aceite mineral y matriz
althCare Liner . . . .
distal sin estiramiento [167]
Iceross Silicona Dermasil con vaselina,
Transfemoral Ossur Transfemoral |aloe vera, matriz estabilizadora
Seal-In® y cubierta textil elastica [168]
Silicona Dermasil con vaselina,
Iceross Seal- ; o
Transfemoral Ossur aloe vera, matriz estabilizadora
In® X TF . N
y cubierta textil elastica [168]
Iceross Silicona DermoGel® con una
Trasntibial Ossur Dermo® cubierta de tela Supplex® ultra
Cushion resistente y elastica [168]
. Silicona cushion con diferentes
Iceross® Activa | .. " .
. . tipos de silicona, vaselina, aloe
Trasntibial Ossur with ) . =
. w |vera 'y cubierta textil elastica
TibiaGuar
[168]
Doble capa de silicona con
Trasntibial Ossur Iceross® Sport vase.llna, allo.e vera, melntol,
matriz estabilizadora y cubierta
textil elastica [168]
Trasntibial Ossur Iceross® Post- | Silicona con matriz
Op estabilizadora [168]
Silicona con matriz
Trasntibial Ossur Ice.ro.ss® estabilizadora y cubierta textil
Original .
elastica [168]
Combinacion de dos siliconas
con diferente dureza. Una
. Iceross® silicona suave al interior y una
Trasntibial Ossur . .
Synergy mas estable al exterior. Posee
vaselina, aloe vera , mentol y
cubierta textil elastica [168]
_ General Gel a base de aceite mineral
Transtibial - Purpose . : )
ALPS . reforzado con tejido y disponible
Transfemoral Locking Gel en 3y 6mm de grosor [169]
Liner - GPDT y g
Gel a base de aceite mineral o
Extreme Gel de Alta Densidad. reforzado
Transtibial - ALPS Locking Gel |con tejido que permite
Transfemoral Liner — AKDT |estiramiento vertical y
and AKDTHD | circunferencial.Disponible en 3
y 6mm de grosor [169]
Transtibial - EZ Flex Gel a base de aceite mineral
Transfemoral ALPS Locking Gel |fabricado con antioxidantes.
Liner— EZF |Reforzado con doble tejido [169]
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Gel a base de aceite mineral

Transtibial - Eas_yllner fabricado con mezcla de
ALPS Locking Gel L
Transfemoral . antioxidantes. Reforzado con
Liner - ELDT
tela [169]

-~ Thermoliner Gel a base de aceite mineral

Transtibial - Custom .
ALPS : termoformable fabricado con
Transfemoral Locking Gel antioxidantes [169]
Liner— TFDT
Euro Liner de silicona con agente
Transtibial - | Streifeneder | ComfortSil.basi ?ntlmlcrotl)lLa*no con tecnologia
. SteriOne™* de 3 mm de grosor
Transfemoral | International C )
Inc con aceites y refuerzo de tela
' [170]
E Liner de silicona doble con
uro o .

. : agente antimicrobiano con
Transtibial - | Streifeneder ClassicSil.basic |tecnologia "SteriOne™* y 3 mm
Transfemoral | International ' 9 y

Inc de grosor con refuerzo de tela
' [170]
Gel polimérico "Streifeneder
E (SPG)" termoplastico,
uro bacteriostatico e
Transtibial - | Streifeneder ContexGel- : . .
. . hidroalergénico mediante Ila
Transfemoral | International Liner : 9 ..
Inc inclusion de un  aditivo
' "Sterione".Disponible de 3 mm,
6 mm y 9 mm de espesor. [170]
Euro Liner de silicona de 2 mm de
Transfemoral Strelfeng der AK Control  |9r0sor c?n . igente
International antimicrobiano "SteriOne"** con
Inc. refuerzo de tela [170]
Comfortzone™
Transtibial Silipos Inc. | Single socket |Gel de aceite mineral de grado
gel liner médico de 3 mm de grosor [171]
Gel de aceite mineral de grado
médico de 3 mm de grosor.
Comfortzone ™ Posee dos capas de algodon,

- - . reforzado con nylon y tejido

Transtibial Silipos Inc. Ultra cushion .
: Lycra® y recubierto con gel
gel liner - _
Silipos® para amortiguar Yy
proteger la extremidad residual
[171]

- - Duragel™ Gel recubierto por tela

Transtibial Silipos Inc. Cushion liner |compuesta de Nylon [171]
Mineral oil gel Gel de aceite mineral Roll-On de
Transtibial Silipos Inc. 9 grado médico con recubrimiento

Roll-On

de tela [171]
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I Gel de aceite mineral de grado
- - Siloliner .
Transtibial Silipos Inc. o médico de 6 mm de grosor y
Cushion liner -

recubrimiento de tela [171]
Gel de 5 capas de grado médico
Silipos® con fibras de poliéster
Transtibial Silipos Inc. | Symes gel liner |para facilitar la transpiracion.
Disponible en 3 mm de espesor.
Con recubrimiento de tela [171]
Transtibial Freedom | Inception® Gel %i)r:gl?;leségn d?ib?aesl ?eexti?ecse o
Innovations | Prosthetic Liner I y

recubrimiento de tela [172]
Silicona curada con plantino
Transtibial Freedom Inception® Sil | hipoalergénica de grado
Innovations | Prosthetic Liner | médico, de naturaleza hidréfoba
y sin revestimiento de tela [172]

Skinguard*: aditivo antibacteriano para conservar el material y proteger el
revestimiento contra la afectacion bacterianay malos olores [167].

SteriOne**: Tecnologia no nanotecnolégica antibacterial con principio de proteccion
fisica centrada en la funcidén fisica de R-Tec que evita la infestacion en las
superficies sin el uso de sustancias activas biocidas, con el fin de proteger los
materiales contra diversos agentes [170].
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