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RESUMEN: Con el objetivo de producir materiales biolégicamente activos y biocompatibles para inhibir y combatir el crecimiento

bacteriano en dispositivos implantables, se maodificaron superficies de Ti con lactoferrina, una proteina con capacidad antibacteriana

comprobada, y ademas se funcionalizaron con esta proteina nanoparticulas de plata previamente estudiadas por su efecto antimicrobiano.

Las superficies logradas se caracterizaron con diferentes técnicas fisicoquimicas como UV-Visible, FTIR, DLS y AFM. Se estan realizando

los ensayos microbiolégicos correspondientes para evaluar la capacidad bactericida de estos sistemas, con resultados preliminares

prometedores.
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Debido a la gran variedad de enfermedades infecciosas causadas por
diferentes tipos de bacterias patdgenas, y la creciente resistencia a
antibiéticos, ha surgido durante los tltimos afios el interés por encontrar
nuevas estrategias para evitar el desarrollo de resistencia microbiana. En
este contexto, tanto las nanoparticulas metalicas (NPs) como diferentes
moléculas de origen natural, tales como ciertas proteinas, han logrado
establecerse como los agentes mas prometedores, exhibiendo un amplio
espectro de actividad antibacteriana [1].

La lactoferrina (Lf) es una glicoproteina multifuncional que presenta la
capacidad de unir hierro, ya que una de las funciones primordiales de
esta proteina es el transporte de metales. También actia como proteina
de defensa no especifica, encontrandose en diversas secreciones mucosas
como la leche, las lagrimas y la saliva [2] Asimismo, es un componente
abundante de los neutréfilos y puede ser liberada al plasma sanguineo
por la accién de éstos. Las lactoferrinas humana y bovina despliegan un
amplio espectro antimicrobiano, actuando contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas y contra algunos virus y hongos [3].

Por su parte, nanoparticulas de distintos metales como cobre, zinc,
titanio, oro, magnesio, y plata han mostrado actividad antibacteriana [1].
Sin embargo, las nanoparticulas de plata (AgNPs) son las mas efectivas y
presentan mayor actividad contra bacterias, virus y hongos, aunque su
mecanismo de accién no esta totalmente dilucidado autn. [4]. Un aspecto
importante de las AgNPs es que mantienen su potencial bactericida
cuando se las incluye en algunas preparaciones, tales como cremas,
materiales de uso médico, gasas embebidas, o inmovilizadas en
superficies de dispositivos implantables, por lo que poseen un
considerable potencial como agentes antimicrobianos alternativos[5] .

El objetivo de este trabajo es el disefio de superficies funcionalizadas con
biomoléculas biocompatibles combinadas con AgNPs, capaces de inhibir
el crecimiento y proliferacion de bacterias. Como sustrato de interés se
eligié Ti, ampliamente utilizado en implantes dentales y ortopédicos. Para
este fin se estudiaron los siguientes sistemas: AgNPs inmovilizadas sobre
Ti, superficies de Ti funcionalizadas con Lf, y AgNPs funcionalizadas con
Lf. Para cada uno de los sistemas antes mencionados se realizaron
ensayos in vitro de inhibicién del crecimiento bacteriano utilizando como

modelo Staphylococcucs aureus.
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Sustratos. Se utilizaron discos de Ti de 7 mm de didmetro (99.7%,
0.25mm de espesor, de Johnson-Mathey) pulidos a grado especular con
pasta de diamante.

AgNPs. Se sintetizaron por reduccion de AgNOs con NaBH: y
Na3CsHs0(CO0)3 como estabilizante de la superficie de las

nanoparticulas.[6]

NaBHa(aq) + 8AgNOs(aq)+ 4H20(1) 2 Na[B(OH)4](aq) + 8Ag(s) + 8HNOs(aq)

Para la caracterizacién se utilizaron técnicas de espectrometria UV-
Visible, Dispersién Dinamica de Luz (DLS) y espectroscopia infrarroja

FTIR.

Funcionalizacion de Titanio con Lf. Se sumergieron sustratos de titanio
pulidos en una suspensién de Lf 1mg/ml en buffer fosfato salino (PBS)
durante 24 hs y luego de este tiempo los mismos se retiraron y lavaron
con agua MilliQ. Las superficies obtenidas fueron -caracterizadas
mediante medidas de angulo de contacto, espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) y microscopia de fuerzas atémicas
(AFM).

Medida de angulo de contacto. Las propiedades hidrofilicas de las
superficies estudiadas se analizaron mediante la medida del angulo de
contacto sobre discos de Ti funcionalizados con Lf y sin funcionalizar
utilizando para ello un goniémetro Ramé-Hart MOdel 290 U1 Series. La
medida consiste en depositar una gota de agua MilliQ de 2.5 ul sobre la
superficie problema y mediante el software DROPImage medir el angulo
de contacto generado en la interface liquido-aire-superficie. Las medidas
se realizaron por triplicado y se compararon respecto al control de Ti sin
funcionalizar.

Analisis por FTIR. Los espectros se llevaron a cabo con un
espectrometro Varian 660 utilizando el accesorio de reflexion total
atenuada ATR (MIRacle ATR, Pike technologies) y un prisma de ZnSe. En
todos los casos, cada espectro se obtuvo con 120 escaneos tomados con
una resolucion de 2cm-t.

AFM. Se tomaron imagenes de los sustratos en modo de contacto

intermitente, con una celda para liquidos utilizando un microscopio
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Nanoscope unidad de control V de Veeco Instruments (Santa Barbara,
CA, USA).

Funcionalizacién de AgNPs con Lf. Se pesaron 0.5 mg de Lf y luego se
disolvieron en 1 ml de dispersiéon de AgNPs de 60 nm utilizando vértex
para homogeneizar. Esta mezcla se dejo reaccionar durante 24 hs a 42C.
Transcurrido este tiempo se continué con la purificacion de las
nanoparticulas funcionalizadas mediante centrifugaciéon de las mismas a
14 mil rpm durante 30 minutos. El sobrenadante obtenido se retir6 y se
reservd para posterior andlisis mientras que el pellet de nanoparticulas
se resuspendié en una solucién 1.25x 10 -3 de citrato de sodio para
mantener la estabilidad de la dispersion. Se procedi6 a una nueva
centrifugacién siguiendo la metodologia anterior para extraer la mayor
cantidad de lactoferrina disuelta no unida a las AgNPs. En simultineo se
realiz6 el mismo experimento utilizando un volumen igual de
nanoparticulas solas a modo de control metodoldgico.

Con el objetivo de verificar la presencia de proteina en el sobrenadante
se realizé un ensayo de Bradford en microplaca. El mismo consiste en
colocar 250 pl del reactivo de Bradford y mezclarlo con 5 pl de la muestra
a analizar. Al cabo de unos segundos si hay proteina el color cambiara
hacia el azul, aumentando la intensidad con la concentracién de proteina.
El reactivo de Bradford es un colorante (Coomasie Brillant Blue) que
tiene un color rojizo (465nm) y reacciona con aminodacidos especificos y
estructuras terciarias de la proteina formando un complejo color azul
(595nm). La afinidad del colorante por la proteina es muy alta y permite
detectar concentraciones del orden de los microgramos. [7]
Caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas:

Espectroscopia UV-Visible. Se obtuvieron los espectros de las
dispersiones de nanoparticulas funcionalizadas y sin funcionalizar luego
de la purificacion y también de los sobrenadantes de las diferentes etapas
de purificacién para evaluar la evolucién del método empleado.
Nanoparticulas de diferentes formas y tamafos producen distinta
resonancia de plasmones y, en consecuencia, absorben en diferentes
longitudes de ondas. De esta manera es posible observar si ocurren
cambios en la morfologia de las AgNPs al funcionalizarse. Las medidas se
llevaron a cabo en un espectrofotdmetro UV-Visible Lambda 35 de doble
haz de Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) utilizando celdas de cuarzo de
1cm de paso 6ptico.

Determinacion del tamafio de nanoparticulas por DLS. 1 ml de las
dispersiones de AgNPs funcionalizadas y sin funcionalizar
respectivamente, fueron evaluadas para medir el tamafio promedio
mediante la técnica de dispersidon dinamica de la luz utilizando un equipo
Zetasizer Nano ZS, con celdas DTS0012 para solventes acuosos.

Analisis por espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR). Se utiliz6 esta técnica para comprobar la unién de la proteina a
las nanoparticulas de plata. Se colectaron los espectros de las
dispersiones de AgNPs funcionalizadas y sin funcionalizar en citrato.
Ademas fueron analizados los sobrenadantes del proceso de purificacion
que contienen Lf disuelta o nanoparticulas, dejando secar gotas de
solucién en una superficie para luego medir por ATR. Estos ensayos se
llevaron a cabo con un espectrometro Varian 660 utilizando el accesorio
de reflexidon total atenuada ATR (MIRacle ATR, Pike Technologies) y un
prisma de ZnSe. En todos los casos, cada espectro se obtuvo con 120

escaneos tomados con una resolucién de 2cm-L.
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Sustratos de Ti modificados con Lf

Angulo de contacto. Los resultados muestran una disminucién del
angulo de contacto cuando el sustrato se modifica con la proteina, lo cual
es coherente ya que la misma presenta caracteristicas hidrofilicas que

son transferidas a la superficie.

Tabla 1. Medidas de angulo de contacto para Ti solo y Ti funcionalizado con Lf

Ti 69,25 +4,72 a
Ti-Lf1 45,76 +2,80 b

Espectros FTIR. Se obtuvieron espectros IR de Ti modificado con Lf por
24 hs (Fig. 1) en los que se ven picos en la zona correspondiente a

vibraciones del grupo N-H presentes en la proteina a 1650 cm!
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Fig 1. Espectros FTIR: Ti funcionalizado con Lf (negro) y Ti sin funcionalizar (rojo).
El pico a 1650 cm-! indica la presencia de proteina en la superficie.

AFM. En la figura 2 se puede observar la proteina adsorbida en la

superficie del Ti como pequefos puntos mas claros. También se ven

algunas zonas donde hay aglomeraciones de proteina. Estos resultados

indican que la Lf es capaz de adsorberse en la superficie del Ti
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Fig2: Imagen AFM de Lf sobre Ti en medio liquido.

AgNPS funcionalizadas con Lf
Espectroscopia UV-Visible. En la Figura 3 se muestran los espectros de
la nanoparticulas funcionalizadas y sin funcionalizar luego del proceso de

purificaciéon. Se observa un claro corrimiento en el maximo de
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absorbancia hacia el rojo, indicando un cambio en el entorno de las
nanoparticulas.

Dispersion Dinamica de Luz. Los graficos obtenidos (Figura 4)
muestran un aumento en el tamafio de las AgNPs cuando son
funcionalizadas con la proteina. Se encontrd una diferencia de unos 20-30
nm en promedio, lo cual es consistente con el tamafio de la proteina (10

nm)

Espectros FTIR. El andlisis de las diferentes muestras se muestra en la
Figura 5, en la que puede observarse la aparicion de un pico en los 1630
cm! en el espectro de las nanoparticulas funcionalizadas que no se
encuentra en los espectros de AgNPs, por lo que permite identificar la

presencia de Lf en las AgNPs.
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Fig 3. Absorbancia vs. longitud de onda para las diferentes dispersiones de AgNPs

estudiadas.
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Fig. 4. Gréficos del % de intensidad vs didmetro promedio de particulas obtenidos
por DLS a partir de 1 ml de dispersiéon de AgNPs funcionalizadas y sin funcionalizar,
respectivamente.
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Fig 5. Espectros FTIR de AgNPs y AgNPs funcionalizadas comparadas con un control

de Ti, que es la superficie utilizada como soporte de las NPs.
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Se logro disefar con éxito un método de funcionalizacion de superficies
de Tiy de AgNPs con Lf. Estos sistemas fueron analizados desde el punto
de vista fisicoquimico con diferentes técnicas lograndose su
caracterizaciéon. Se estdn realizando los ensayos microbiologicos
correspondientes para evaluar la capacidad bactericida de estos sistemas,

con resultados preliminares prometedores.
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