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RESUMEN

La hidroxiapatita (HA) sintética es ampliamente usada en ingenieria de tejidos y medicina
regenerativa debido a su biocompatibilidad con la HA biolégica, ya que es un material
bioactivo y reabsorbible. La HA pura no cuenta con actividad antimicrobiana lo que diezma
la estabilidad del implante. En afios recientes se ha investigado la incorporacion de cationes
como el cobre (Cu?*) dado a su efecto antimicrobiano a bajas concentraciones, a su vez han
reportado que las HA sustituidas con cobre (Cu-HA) no tienen un efecto antimicrobiano
significativo. En este trabajo se realizo la sintesis de HA sustituidas con cobre a diferentes
relaciones metalicas molares por el método de coprecipitacién simultdnea tratadas con
ultrasonido. Posteriormente se sintetizaron hidroxiapatitas sustituidas con cobre dopadas
con aceite de neem, ya que anteriormente se ha reportado que posee actividad
bacteriostatica. Los materiales hibridos obtenidos fueron caracterizados por difraccion de
rayos X (DRX), espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) y
espectroscopia de plasma (ICP-OES). Se evalud la sensibilidad bacteriana de los materiales
en contra de las cepas Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 29213)

por el método modificado de difusion en disco.
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INTRODUCCION

En la practica médica y quirurgica, la osteomielitis (infeccién dsea y articular) es una de
las complicaciones mds frecuentes en las cirugias ortopédicas (Li y col.,, 2016). La
osteomielitis es una infeccion causada principalmente por bacterias, desencadenando una
respuesta inflamatoria que conduce a la destruccién del hueso, infeccion del tejido
adyacente o la remocién de la proétesis (Inzana y col., 2016). Entre las bacterias causantes de
la osteomielitis se encuentran Staphylococcus aureus responsable de la mayoria las
infecciones en hueso, algunas enterobacterias (Escherichia coli, Serratia marcences vy
Klebsiella pneumoniae), Pseudomona aureuginosa o una mezcla de ellas (Hassani y col,,

2014).

Debido a la aplicacion generalizada de antibidticos de amplio espectro a materiales
reabsorbibles como son ceftriaxona, vancomicina, rifampin, ciprofloxacino, gentamicina y
trombomicina, entre otros para el tratamiento de la osteomielitis, ha dado lugar a la
aparicion de bacterias multirresistentes y efectos adversos provocados por antibiéticos, por
lo que se estan buscando alternativas como los biomateriales (The Korean Society for

Chemotherapy y col., 2014).

El procedimiento estandar en algunos casos involucra aplicacion de antibidticos via
intravenosa, implantacion local de microesferas de polimetilmetacrilato (PMMA) con
moléculas de farmacos en suspension y la impregnacion de implantes metalicos a través de
materiales poliméricos dopados con farmacos, sin embargo estos métodos poseen algunas
desventajas, por ejemplo el PMMA debe estar implantado directamente en la zona infectada
para asegurar un efecto de liberacion controlada y prolongada, el PMMA es un material no
biodegradable lo que significa someter al paciente a una nueva intervencién quirdrgica para
remover el material, otra desventaja es que el material no permite la liberacion completa de

los farmacos (Kolmas vy col., 2015).

En el presente trabajo se proponen biomateriales como la hidroxiapatita por ser
bioactivo, biocompatible y bioabsorbible, sustituidos a diferente concentracién metalica

molar Ca:Cu para su evaluacién como agente antimicrobiano. Los materiales propuestos




fueron sintetizados por el método de ultrasonido debido a que confieren mejores

propiedades mecanicas.

La HA es el principal componente mineral de los huesos, la cual esta asociada con las
reacciones bioquimicas del metabolismo del hueso (Supovd, 2015). La HA sintética es el
material comUnmente usado en ingenieria de biomateriales y medicina regenerativa de
huesos, tiene una gran biocompatibilidad con la HA bioldgica, es frecuentemente usada en

implantes para ayudar con la osteointegracién (Kolmasy col., 2014).

La sintesis de HA puede ser asistida por el uso de métodos himedos como son el método
de precipitacién quimica convencional, hidrélisis, sol-gel, hidrotermal, emulsién y por
sonicacion, este Ultimo método produce materiales nano dimensionados y funciona por
cavitacion en fase acuosa, la sonicaciéon estimula la aceleracién de reacciones heterogéneas
solido-liquido, incrementa el crecimiento de los cristales y produce particulas mas pequefias,

uniformes y puras (Sadat-Shojai y col., 2013).

Hay varias limitaciones para el uso de la HA pura, incluyendo la falta de actividad
antimicrobiana que diezma la estabilidad del implante. En los ultimos afios se ha investigado
la incorporacidn de cationes inorganicos como la plata (Ag*), cobre (Cu®*), zinc (Zn?*) y titanio

(Ti**) como agentes antimicrobianos (Heidenau y col., 2005).

En estudios anteriores se ha comparado el efecto inhibitorio de HA's sustituidas con Ag*,
Cu?*y Zn?* contra E. coli, en donde la Ag-HA, mostrd un claro efecto inhibidor, mientras Cu-
HA vy Zn-HA no mostraron un efecto significativo (Kim y col., 1998). Pese a los efectos
positivos de las Ag-HA, estos materiales podrian generar efectos adversos de no ser
administrada la dosis adecuada, estudios sugieren una dosis téxica de entre 1y 3 pg/mL

(Peetsch y col., 2013).

Ademds, se propone la evaluacién del efecto antimicrobiano de biomateriales
sintetizados por irradiacion con microondas, ya que permite la formacion de cristales de
mayor tamafio en menor tiempo de reaccion, ademas los materiales fueron dopados con

aceite de neem debido a que hay estudios que sugieren posee actividad antimicrobiana.

El aceite de semillas de neem estd constituido por varios principios activos con gran
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capacidad antibacteriana, como son: la azaradiractina que se ha demostrado que posee un
efecto inhibitorio contra E. coli (Pantoja y col., 2007); el nimbidin que inhibe completamente
el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis (Murthy y col., 1958); un derivado del
nimbidin, el nimbolide que ha demostrado actividad antibacterial contra S. aureus vy
Sthaphylococcus coagulasa-negativos (Pankajy col., 2011); y el mahmoodin aislado del aceite
de semillas de neem, que ha presentado capacidad antibacteriana contra algunas bacterias

patogenas humanas (Devacumar vy col., 1993).
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JUSTIFICACION

Las HA puras son un material biocompatible, bioactivo y reabsorbible, pero carecen de
actividad antimicrobiana. En estudios anteriores se han sustituido HA con Cu?* en diferentes
relaciones molares, dada su actividad antimicrobiana, pero a su vez no tiene efectos
significativos. El aceite de arbol de neem ha demostrado que posee capacidad
antimicrobiana y ser atoxico, es de bajo costo y tiene diferentes aplicaciones en la industria

agricola, médica y cosmética.

En este trabajo se evalud el efecto de las HA sustituidas con cobre como materiales
antimicrobianos, lo cual permitiria disminuir la incidencia de infecciones postoperatorias al
tener un material bioactivo que promueva la osteointegracién y osteoinduccion y disminuya
la incidencia de intervenciones postoperatorias y a su vez disminuyan los efectos adversos
provocados por el uso de antibidticos de amplio espectro, como son la resistencia a
antibioticos, insuficiencia renal, hepatotoxicidad entre otros. Ademas se evaluard el efecto

del aceite de neem al dopar HA sustituidas con Cu?*.




General

OBJETIVOS

Evaluar las hidroxiapatitas de diferente relacion metdlica molar Ca?*/Cu®*
sintetizadas por ultrasonido y por irradiacién de microondas para su aplicacién

como agente antimicrobiano.

Particulares

Sintetizar hidroxiapatitas Ca?*/Cu®" a pH 9 con relacién metalica molar Ca:Cu 9:1,
8.5:1.5y 8:2, por el método de coprecipitacion simultanea.

Sintetizar hidroxiapatitas Ca®*/Cu?* a pH 9 con relacién metdlica molar Ca:Cu 9:1,
8.5:1.5y 8:2 con aceite de neem, por el método de coprecipitacion simultanea.
Caracterizar los sélidos obtenidos por difraccién de rayos X (DRX), espectroscopia
de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-OES).

Evaluar la actividad inhibitoria de las hidroxiapatitas Ca®*/Cu?* como agentes
antimicrobianos en cepas de E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 29213), por el
meétodo de difusion en agar.

Estudiar la actividad antimicrobiana de las hidroxiapatitas con aceite de neem

sintetizadas por irradiaciéon con microondas.
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1  GENERALIDADES

1.1 Apatitas

En 1786 A.G. Werner uso el terminé “apatita” (del griego “Apate”, engafiarse o
confundirse) para nombrar una familia de minerales que llegaban a ser confundidos con
piedras preciosas. Las apatitas tienen estructuras cristalinas similares, es decir, son

compuestos isomorfos, cuya formula molecular general es:
M10(TO4)eN,

Donde: M representa a un catidon divalente o trivalente, T es un catién con nimero de
coordinacién 4 que se encuentra rodeado por 4 atomos de oxigeno, que forma un radical
negativo de geometria tetraédrica, por otra parte, N es un anion o radical negativo con
numero de coordinacion 3 que interactla con 3 cationes M (Rivera Ortega, 2007). En la tabla
1.1 se especifican los cationes y aniones que pueden formar diferentes compuestos

isomorfos de las apatitas.

Tabla 1.1 Principales iones presentes en la composicion quimica de las apatitas

M Na*, K+, Ca2+, Sr2+,Ba2+,l\/In2+,Cd2+, Fe2+,Re2+Pb2+, U3+
TO4 COZ (raras veces), SOZ,PO3", AsO3 VO3, SiOf
N F,Cl, I, OH,Cc0% ,s%,0%

Los componentes del sitio N son los que producen cambios significativos en la estructura
cristalinay las propiedades del mineral, debido a que el grupo espacial varia seglin el tamafio
del radio i6nico de N, a mayor tamafio de radio atdmico se genera una apatita de menor
simetria. En el caso de la sustitucion de N cuando se trata de un radical no simétrico como
los grupos hidroxilo (OH"), la orientacién del enlace H-O puede presentarse en diferentes
direcciones, modificando la interaccién y la distancia con los cationes de M, esto genera que

la cristalizacion de una apatita tenga una estructura cristalina hexagonal o monoclinica.

En la tabla 1.2 se enlistan algunos ejemplos de apatitas minerales que se encuentran
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presentes de forma natural en la corteza terrestre. Las apatitas estdn presentes en tres
formas principales dependiendo del anion de grupo N presente en su composicion

molecular, como son las fluorapatitas, clorapatitas e hidroxiapatitas.

Tabla 1.2 Apatitas presentes en la naturaleza.

Hidroxiapatita de calcio Cai1o(P0Oa4)s(OH)2
Hidroxiapatita de bario Ba10(PO4)s(OH)2
Hidroxiapatita de cadmio Cd10(PO4)s(OH):
Hidroxiapatita de plomo Pb1o(POa)s(OH)2
Hidroxiapatita de estroncio Sr10(PO4)s(OH)2
Hidroxivanaditina Ca10(VOa4)s(OH)2
Fluorapatita Ca10(POa)sF2

Clorapatitas Ca1o(P04)sCl3

Clorapatitas de cadmio Cd10(PO4)6Cl>

Clorapatitas de cadmio y arsénico Cd10(As04)6Cla

1.1.1 Bioapatitas

Las bioapatitas son compuestos conocidos como ortofosfatos de calcio (CaPs),
conforman la fase mineral del cuerpo y se encuentran presentes en huesos, dentina y
esmalte entre un 45 a 70% de masa, confiriendo a estos estabilidad y dureza. El grado de
cristalinidad de las bioapatitas es escaso y no contienen una gran concentracion de grupos
hidroxilo, e incluso algunas de ellas no tienen concentracién alguna de estos grupos (Supova,

2015).

La familia de CaPs se conforma de 4 categorias que son: HA, con una relacién molar Ca/P
de 1.67; hidroxiapatita deficiente de calcio (CDHA), fosfato tricdlcico (a o B- TCP); y fosfato
de calcio bifasico (BCP), con una relacién molar menor. Aunque las bioapatitas o CaPs se
encuentran distribuidos en la naturaleza, se han generado métodos de sintesis debido a su
aplicacién en el drea de ingenieria de tejidos; al realizar la sintesis de estos materiales se
pueden formar tres diferentes fases solidas que son fosfatos de calcio amorfos (ACP), fosfato
de octacalcio (OCP) o HA, estas fases poseen una composicion quimica similar a las apatitas

bioldgicas y sus propiedades fisicas, mecanicas bioldgicas y de cristalinidad pueden ser
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controladas de acuerdo con los pardmetros de sintesis (Hassan y col., 2015).

1.1.2 Hidroxiapatita

Los biomateriales basados en compuestos de fosfato de calcio han generado gran interés
en los ultimos aflos por su aplicacion en la ingenieria de tejidos éseos. Un ejemplo de estos
materiales es la HA Caio(PO4)s(OH)2, estos pueden ser obtenidos a partir de matrices
bioldgicas (huesos humanos o de especies animales como los bovinos) o ser sintetizados por
diferentes métodos fisicoquimicos. La HA bioldgica o sintética es un material biocompatible,
bioactivo y bioabsorbible, por lo que son utilizados principalmente para la regeneracién de
tejido dseo. La HA bioldgica se encuentra involucrada en el metabolismo del sistema dseo,
ya que en la misma se almacenan iones principales como son Ca?*y PO4*, que se encuentran
asociados con algunos grupos y elementos menores como son CO%", HPOﬁ', Na*y l\/Ig2+ %
elementos traza como el Sr?*, K*, Cl'y F, entre otros, que permiten regular electrolitos de

importancia en la sangre por cambios en el pH del individuo (Skinner, 2005; Stevens, 2008).

1.1.2.1 Estructura de la hidroxiapatita

La HA presente en huesos presenta una estructura hexagonal con un grupo espacial
P65/m, el grado de cristalinidad de las apatitas bioldgicas siempre es pobre, en la celda
unitaria de la HA hay cuatro tipos diferentes de posiciones cristalograficas. Cuatro iones de
calcio por celda unitaria denominados Ca (I) se encuentran paralelos al eje c y rodeados de
nueve atomos de oxigeno, ademds de otros seis atomos de calcio nombrados Ca (IlI) que
forman dos triangulos equilateros a lo largo del eje cy z= % y % formando un canal anidnico
gue se encuentra ocupado por dos aniones monovalentes por celda unitaria, y seis aniones
PO4* en donde cada 4tomo de fosforo (P) estd coordinado con cuatro dtomos de oxigeno
(Pasteris y col., 2008), (Wopenka vy col., 2005). En la figura 1.1 se presenta el acomodo de los

iones en la estructura de la hidroxiapatita.
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Figura 1.1 Estructura de la hidroxiapatita

Las HA también presentan sistemas non-apatita que corresponden a dominios hidratados
de los sitios de iones moviles (Ca%*, HPO4% y CO3%), esto le confiere a la superficie hidratada
propiedades que permiten llevar a cabo interacciones del tipo cristal- cristal, cristal-
substrato, cristal-molécula y cristal-célula, y estas benefician a los organismos (Rey y col.,
2007). En la figura 1.2 se presentan las interacciones entre la superficie hidratada de las HA

non-apatita y el medio.

HPO,*
Na*

co,>
SUPERFICIE Ca?*
HIDRATADA SOLUCION

Figura 1.2 Interacciones de las hidroxiapatitas non-apatitas. (Rey y col., 2007).
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1.1.3 Métodos de sintesis

En la Ultima década se han estudiado diferentes métodos de sintesis para la preparacion
de HA, teniendo control especifico en su estructura; estos métodos involucran distintos tipos
de reacciones quimicas y condiciones segun la aplicacion que se le dard al material, entre los
métodos de sintesis se encuentran los métodos por via seca, procesos a altas temperaturas,
meétodos basados en recursos biogénicos, métodos combinados y los métodos por via
himeda que son los mas utilizados; ya que tienen grandes ventajas en el control del tamafio

y morfologia del material.

1.1.3.1 Métodos por via humeda

Los métodos por via humeda permiten controlar la conducta y condiciones de
crecimiento con base en el ajuste de los parametros de sintesis como la temperaturay el pH,
ademas permiten la adicidon de varios iones en solucidn acuosa que pueden ser incorporados
a la estructura del cristal. Entre los métodos por via hUmeda mas utilizados se encuentran el
método de precipitacion quimica, por ultrasonido y por microondas (Sadat-Shojai y col.,

2013).
1.1.3.2 Método por precipitacion quimica

La precipitacién quimica es el método mas simple para obtencién de HA sintética, esta se
basa en que a temperatura ambiente y a pH 4.2 la HA es menos soluble y mds estable en
solucion acuosa (Vallet y col., 2004). Las reacciones de precipitacion son usualmente
sintetizadas a valores de pH mayores de 4.2 y valores de temperatura cercanos al punto de

ebullicion del agua (Catros y col., 2010).

El método de precipitacién quimica para producir HA puede llevarse a cabo utilizando
reactivos que contengan calcio y fosfatos, como son el nitrato de calcio o el hidréxido de
calcio para el Ca?*y acido orto fosférico para el PO4*. El procedimiento de precipitacion més
utilizado consta de adicionar por medio de goteo dos soluciones acuosas cuya relacién molar
Ca/P sea estequiométrica a la relacién molar Ca/P de la HA (1.67) en agitacidn constante, la
suspension resultante puede ser tratada a presion atmosférica o inmediatamente lavar y

secar el precipitado obtenido (Kongy col., 2002; Gémez y col., 2001).
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1.1.3.3 Meétodo por irradiacion con ultrasonido

Los cristales obtenidos por ultrasonido exhiben una serie de caracteristicas especificas
tales como una nucleacion primaria mas rapida y relativamente mas facil en materiales de
dificil nucleacién, el inicio de una nucleacién secundaria y la produccién de cristales
uniformes y mas pequefios. Este método se basa en la activacién de reacciones quimicas por
medio de la irradiacién con ultrasonido; el mecanismo fisico detrds de la sintesis con
irradiacidon con ultrasonido es la cavitacién acUstica en una fase acuosa, donde la formacion,
el crecimiento y el colapso de microburbujas, produce cristales de HA, como se muestra en

la figura 1.3 (Jevtic y col., 2008; Han y col., 2009).
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Absorcidn de los iones en la Colapso implosivo de la Salida de los cristales HA
burbuja acustica. burbuja acustica conduce a generados a través de los
la colisidn de iones bajo alta micro chorros del colapso de
temperatura y presionan los laburbuja acustica.

puntos calientes.

Figura 1.3 Mecanismo fisico de la sintesis de HA por ultrasonido (Sadat-Shojai y col., 2013).

En estudios recientes, se ha demostrado que la sonicacién aumenta en 5.5 veces la
nucleacion de cristales de HA. Kim y Saito, usaron una suspension acuosa que contenia acido
fosforico e hidroxido de calcio y aplicaron irradiacidon con ultrasonido para investigar el efecto
de la sonicacion en la sintesis de HA y concluyeron que se produce una cantidad significante

y una sola fase de HA después de 60 minutos de sonicaciéon (Kim y col., 2001).

1.1.3.4 Método por irradiacion con microondas

Inicialmente se utilizé el método de sintesis con irradiacion con microondas para la
sintesis de HA para producir un material denso y con propiedades mecanicas y fisicas

mejoradas, esto ha producido gran interés debido a la formacién de nanoparticulas de HA y
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de mayor pureza con un menor consumo de energia y condiciones de sintesis reproducibles
y controladas. A diferencia de los procedimientos convencionales, donde el material es
calentado externamente a través de la conduccién, el calentamiento producido con la
irradiacion con microondas implica la conversién in situ de energia en calor (Rameshbabu y

col., 2005; Fangy col., 1994).

El tratamiento de irradiacién con microondas da como resultado un calentamiento rapido
y uniforme del material sin tension térmica significativa o variacién de la temperatura, esto
aumenta la cinética de reaccion y reduce la duracion del proceso, dando como resultado una

nucleacién mas homogénea con un tiempo de tratamiento de 30 minutos (Sarigy col., 2002).

1.1.4 Aplicaciones de las hidroxiapatitas

La HA sintética es un material frecuentemente usado en ingenieria de tejidos dseos,
debido a su gran biocompatibilidad con la HA bioldgica contenida en dientes, esmalte y
huesos, la HA sintética es atdxica y posee propiedades de osteoinduccion, es frecuentemente
usada en medicina como relleno, suplemento o implante déseo por facilitar la
osteointegracion. La HA también es utilizada como sistema de liberacion de farmacos o
sistema de liberacién contralada de los mismos ya que posee buenas propiedades de
absorcion debido a los diferentes tipos de morfologia y tamafio de poro que presentan las
HA. Esto ha presentado un avance para el tratamiento de desérdenes dseos, osteoporosis,
tumores éseos, y especialmente en la profilaxis a través de la impregnacién de antibidticos
en el material para prevenir infecciones en cirugias de trasplantes o implantes dseos a su vez
pueden ser dopados con proteinas capaces de promover la vascularizacién y regeneracién

del tejido 6seo (Kolmas y col., 2015).
1.2 Bacterias

Las Bacterias son microorganismos unicelulares que no poseen membrana nuclear, es
decir son procariotas con una estructura relativamente simple, son de tamafios muy

variables y la mayoria miden entre 0.2 a 2 um de didmetro y entre 2 a 8 um de longitud.

25

—
| —



Tabla 1.3 Comparativo entre bacterias grampositivas y gramnegativas

Caracteristica Grampositivas Gramnegativas
S Se tifien de color oscuro o Se tifien de color rojizo o
Tincién de Gram (ver anexo 1) .
purpura rosa
Capa de peptidoglucano C,apa gruesa Capa delgada
(multiples capas) (una o pocas capas)

Acidos teicoicos Presente en la mayoria Ausente
Membrana plasmatica Ausente Presente
Espacio periplamatico Ausente Presente
Liposacarido (LSP) Ausente Presente
Contenido de lipidos y lipoproteinas Reducido Elevado
Toxinas producidas exotoxinas endotoxinas
Resistencia a la ruptura fisica Elevada Reducida
Ruptura de la pared celular por lisozimas Elevada Reducida
Resistencia a detergentes anidnicos Elevada Reducida
Resistencia a la desecacion Elevada Reducida

< La pared celular que rodea a las bacterias es compleja y evita la ruptura de la célula
bacteriana cuando la presion hidrostatica intracelular es mayor que la extracelular. Permite
distinguir a las bacterias por medio de tincién en bacterias Grampositivas que poseen varias
capas de peptidoglucano que conforman una estructura gruesa y rigida que contiene acidos
teicoicos y las bacterias Gramnegativas, cuya pared celular estd compuesta por una o pocas
capas de peptidoglucanoy estd unida a una membrana externa por lipoproteinas (figura 1.4).
En la tabla 1.3 se muestran algunas caracteristicas de las bacterias Gramnegativas vy

Grampositivas (Tortora y col., 2009).

Bacterias Grampositivas Bacterias Gramnegativas

9

Membrana citoplasmatica
Peptidoglicano
Fosfolipidos

Proteinas

Acidos teicoicos

Espacio periplasmatico

Membrana Externa

Lipoproteina
. Lipopolisacaridos

Ol
@g. . i3 | 10. Porinas

©oONDU A WNE

Figura 1.4 Diferencias de la pared celular entre bacterias Grampositivas y Gramnegativas. (Mora, 2012).
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Las bacterias se pueden clasificar segin su tamafio, forma (cocos, bacilos y espirilos) y
disposicion espacial (células aisladas, en cadenas y cimulos) (figura 1.5), pero su clasificacion

definitiva se realiza por sus propiedades fenotipicas y genotipicas.
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Figura 1.5 Clasificacion por forma vy disposicion espacial de las bacterias.

Sacacorchos i
Borrelia burgdorfer (&

Las bacterias también pueden encontrarse en el aire, agua, suelos, alimentos vy
superficies, aunque la mayoria de ellas pueden se consideras avirulentas, y en el organismo
como parte del microbiota habitual en piel, conjuntiva, boca, vias respiratorias, estdmago y
tracto urogenital y cumplen un rol importante en la digestion, sintesis de vitaminas y sistema
inmunoldgico, ya que son la primera linea de defensa contra bacterias patégenas (debido a
que secretan sustancias quimicas que inhibe su crecimiento), aunque algunas pueden causar
enfermedades al estar en contacto con el organismo en zonas consideradas estériles, al tener
un sistema inmunoldgico comprometido o por la produccién de toxinas, en estos casos son
consideradas de importancia clinica; como ejemplo estan la S. aureus y E. coli que pueden

ser agentes causales de las infecciones intrahospitalarias.
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1.2.1 Género Staphylococcus

Los estafilococos son cocos Grampositivos dispuestos por lo general forma de racimos de
uvas irregulares, se desarrollan rdpidamente en muchos tipos de medios y tienen actividad
metabdlica, fermentan carbohidratos y producen pigmentos que varian desde un color
blanco hasta un amarillo intenso. Los estafilococos desarrollan con rapidez resistencia a los
antimicrobianos y generan problemas terapéuticos graves. El género Staphylococcus tiene
por lo menos 40 especies identificadas, de las cuales 3 son de importancia clinica: S.

epidermidis, S. saprophyticus y S. aureus.

1.2.1.1 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

Los estafilococos son bacterias Grampositivas, esféricas, inmoviles con un diametro
aproximado de 0.5 a 1.5 um, dispuestos en racimos irregulares y colonias redondas, lisas y
elevadas en medios sdlido, el S. aureus puede formar colonias de color gris a amarillo dorado
(figura 1.6) y en medios liquidos se observan cocos individuales, pares, tétradas, no forman
esporas y se lisan en presencia de farmacos como la penicilina. Crecen con rapidez a 37 °C
en condiciones aerobias o de microaerofilia, salvo las especies S. saccharolyticus y S. aureus
anaerobius que se desarrollan en condiciones anaerobias, pero se vuelven aerotolerantes en
subcultivos; por su parte S. aureus produce diversos grados de hemdlisis o B-hemolisis

franca.

Figura 1.6 Morfologia de Sthaphylococcus aureus. a) Tincién de Gram S. aqureus cocos Grampositivos en
microscopio éptico con un objetivo de 100x. b) Colonias de S. aureus en una placa de agar BHI después de 24
h de incubacién, colonias de color gris amarillo.
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Los estafilococos son catalasa positivos (la catalasa es una enzima que permite desdoblar
el perdéxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre) que permite diferenciarlos de los
estreptococos, fermentan lentamente muchos carbohidratos, producen acido lactico, pero
no producen gas, los estafilococos son resistentes a la desecaciény al calor S. aureus (Brooks

y col., 2013).

1.2.1.1.1 Estructura

Los estafilococos como la mayoria de las bacterias Grampositivas; poseen una pared
celular compuesta de peptidoglucano y acidos teicoicos. Los acidos teicoicos son polimeros
compuestos por ribitol y N-acetil-glucosamina (polisacarido A) y son especificos de especie;
estan unidos al peptidoglucano a los lipidos presentes en la membrana celular por enlace
covalente. Las cepas de S. aureus a excepcidén de las cepas coagulasa negativos, se
encuentran recubiertos por proteina A, la cual permite la identificacion de S. aureus por una
prueba especifica de aglutinacion de anticuerpos monoclonales. Los estafilococos poseen
ademas membrana citoplasmatica; que sirve como barrera osmotica para la célula, ademas
algunas cepas de S. aureus estan recubiertas por una capa de polisacaridos externos
denominada cdpsula mucoide, que le confiere una mayor capacidad de adherencia, asi como

un aumento del efecto anti-fagocitico (Segura Pérez, 2018).

1.2.1.1.2 Cultivo e identificacion

Los aislados de S. aureus crecen en medios de cultivo no selectivos como el agar sangre,
chocolate, BHI (infusion cerebro corazdn por sus siglas en inglés) y en medios selectivos con
alta salinidad (7.5% NaCl) como el agar sal y manitol o medio Chapman y se incuban por un
periodo de 18 a 24 horas a 37 °C. Para la identificacién de S. aureus, se realiza una tincién de
Gram, pruebas bioquimicas como la prueba de catalasa, coagulasa, y fermentacion de
glucosa (para diferenciar del género Micrococcus que no fermenta glucosa), la prueba de
DNAasa termostable y otras pruebas especificas como la fermentacidon positiva de manitol
y la produccion de fosfatasa alcalina; ademas pueden identificarse por medio de técnicas

moleculares como el PCR, que utilizan genes especificos de especie (Cervantes y col., 2014).
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1.2.1.1.3 Patogenia

Se considera que entre el 20y 50% de la poblacién mundial es portadora de S. aureus en
fosas nasales y el 30% forma parte de la piel y tracto gastrointestinal del individuo, pero al
haber ruptura mecdnica de las células, puede producirse una infeccién con microorganismos
propios del individuo; aunque también pude manifestarse por contaminacion directa de una
herida, mayormente vistas en infecciones nosocomiales a través de una herida
posoperatoria o traumatismo como la osteomielitis cronica subsiguiente a una fractura en
donde el foco primario de infeccidon suele ser un vaso sanguineo, lo que desencadena
necrosis del hueso y supuracién cronica. Asi S. qureus puede ser causa de neumonia,
meningitis, empiema, endocarditis septicemia con formacién de pus en cualquier érgano

(Brooks y col., 2013).

1.2.2 Género Escherichia

El género Escherichia agrupa a cinco especies E. blattae, E. fergusonnii, E. hermannii, E.
vulneris y E. col,i siendo esta ultima la de mayor importancia para el humano, debido a las

cepas que causan padecimientos extraintestinales.

1.2.2.1 Escherichia coli

Figura 1.7 Theodor Escherich.

En 1885 el pediatra aleman Theodor Escherich (Figura 1.7) aislé y describié al Bacilus coli
o Colibacilo (tiempo después se denominaria Escherichia coli), demostrando su presencia
como microbiota habitual del intestino, y fue incluida dentro del dominio Bacteria y

clasificada en la familia de las enterobacterias.
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1.2.2.1.1 Estructura

E. coli es un bacilo Gramnegativo de la familia de las enterobacterias, es una bacteria
movil que posee flagelos, mide 0.5 um de ancho y 3 um de longitud, posee membrana
citoplasmatica y una membrana externa y, entre ambas un espacio periplasmico constituido
por una capa de peptidoglucano que le confiere forma, rigidez y resistencia a presiones
osmoticas elevadas. Las cepas patégenas de E. coli poseen numerosos factores de adhesién,
los cuales son determinados por la presencia de fimbrias, que les confiere la capacidad de
fijarse de forma especifica a un receptor celular. Las fimbrias son filamentos finos de
naturaleza proteica dispuestos alrededor de |la bacteria y con una terminacion que se adhiere
al receptor celular por una proteina de la membrana externa denominada intimina, que se
une a las células epiteliales propiciando la primera etapa de colonizacion (Segura Pérez,

2018).

1.2.2.1.2 Cultivo e identificacion

Las cepas de E. coli son bacilos gramnegativos no son exigentes y fermentan glucosa y
lactosa con producciéon de gas y son anaerobios facultativos, son bacterias meséfila y crece
a una temperatura de 35 a 43 °C, crecen en medios con peptona o extractos de carne sin
gue se les aflada cloruro de sodio u otros suplementos, en medios diferenciales como el agar
MacConkey fermentan lactosa produciendo colonias de color rosa (figura 1.8), en agar EMB
(eosina y azul de metileno por sus siglas en inglés) crecen colonias con un centro grande de
color oscuro con un brillo verde metalico iridiscente, E. coli es indol positivo, lisina
descarboxilasa y fermentacion de manitol positiva y produce gas a partir de glucosa, el 90%
de las cepas de E. coli son positivas para glucurdnidasa-p en caldo MUG (4-metilumbeliferil-

B-glucurdnico), (Brooks y col., 2013).
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Figura 1.8 Morfologia de Escherichia coli. a) Tincion de Gram E. coli, bacilos gramnegativos en microscopio
Optico con un objetivo de 100x. b) Colonias E. coli en una placa de agar MacConkey después de 24 horas de
incubacion, colonias de color rosa.

1.2.2.2 Patogenia

E. coli es el agente causal mas frecuente de infeccion de las vias urinarias y contribuye a
casi 90% de las infecciones urinarias en mujeres jovenes, ademas es una causa frecuente de
diarrea en todo el mundo. Las cepas de E. coli se clasifican segun las caracteristicas de
virulencia, y cada grupo causa enfermedades por diferentes mecanismos. Las propiedades
de adherencia a las células epiteliales del intestino delgado o grueso son codificadas por
genes presentes en los plasmidos. Asimismo, sus toxinas a menudo son mediadas por

plasmidos o fagos. En la tabla 1.4 se muestran las principales cepas patogenas de E. coli

(Brooks y col., 2013).

Tabla 1.4 Cepas patdgenas de E. coli.

Patégeno Factores de patogenicidad Sintomas
E. coli enteropatégena Se adhiere a las células de la Diarrea liquida espontanea
(EPEC) mucosa del intestino delgado. principalmente en lactantes, pero
Mediado por cromosomas. puede ser crdnica.
Adherencia a las células Diarrea del viajero. La luz intestinal
epiteliales del intestino delgado, se distiende con liquido y
algunas cepas producen una sobreviene hipermotilidad y diarrea
exotoxina termolabil (LT), sujeta a por varios dias.
E. coli enterotoxigénica  control genético de un pldsmido.
(ETEC) Algunas cepas pueden producir Diarrea de mayor gravedad
enterotoxina termoestable (ST)
bajo control de un grupo
heterogéneo de pldsmidos y
también pueden producir LT.

32

—
| —



E. coli de toxina Shiga E. coli0157:H7. Produccién de Colitis hemorragica, diarrea grave
(STEC) citotoxinas Shiga 1y 2 con sindrome hemolitico urémico, y
puede desencadenar insuficiencia
renal aguda, anemia hemolitica
microangiopatica 'y
trombocitopenia.

E. coli enteroinvasiva Invaden las células epiteliales de Disenteria grave, cdlico, fiebre,
(ELEC) la mucosa intestinal. nauseas y vomitos.

E. coli enteroagresiva Produce toxina similar a ST y una Diarrea aguda y cronica. Causante
(EAEC) hemolisina. de las enfermedades transmitidas

por alimentos.

1.3 Agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son aquellos utilizados para destruir o diezmar el
crecimiento de las bacterias responsables de procesos infecciosos, actlan sobre la estructura
de la célula bacteriana y sobre sus procesos metabdlicos; algunos de sus posibles
mecanismos de accion son desnaturalizacion de proteinas, ruptura de la membrana o pared
celular, remocion de grupos sulfhidrilo libres, interferencia con reacciones enzimaticas de los

microorganismos y accion sobre del ADN.

La eficacia de estos agentes estd condicionada por varios factores como la concentracion
y naturaleza del agente, la concentracidn y caracteristicas de la poblacion bacteriana, la
duracién del contacto entre el agente y los microorganismos, la presencia de material

organicos y la temperaturay pH a la que se realiza el proceso.

Los agentes inorganicos como los iones y 0xidos metalicos han cobrado gran interés para
su aplicacion en la industria por su resistencia a condiciones extremas, al contario de los
agentes organicos que son sensibles a altas temperaturas y presion. En la tabla 1.5 se

presentan los agentes antimicrobianos organicos e inorganicos (Ledn Vallejo, 2019).
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Tabla 1.5 Agentes antimicrobianos orgénicos e inorganicos.

Agente

Naturaleza o
bactericida

Mecanismos contra
microorganismos

Microorganismaos

Aceites esenciales

Inhibicién de la biosintesis de acidos

nucleicos o de la pared celular. Dafio
a la membrana celular. Interferencia
con procesos metabdlicos esenciales

Aspergillus flavus, Bacillus cereus,

Escherichia coli, Listeria
monocytogenes

8 Acidos Inhibicion del crecimiento bacteriano Escherichia coli
Q Compuestos Destruccion de la pared y la Salmonella typhymurium, Listeria
E fendlicos membrana celular monocytogenes, Escherichia coli,
O Salmonella entenderitidis,
&D Staphylococcus aureus y Streptococcus
O faecalis
Polisacaridos Destruccién de membrana internasy Aspergillus niger, Diplococcus
externas de la bacteria, inhibidor del pneumonie, Staphylococcus aureus,
desarrollo microbiano Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium.
TiO, Destrucciéon de membrana celular por Pseudomona aureuginosa,
catalisis Diplocococcus pneumonie,
Staphylococcus aureus
Ag Destruccién de membrana celular y/o Amplio espectro
enlace con grupo de enzimas
celulares
Au Las particulas metalicas pueden Escherichia coli, Pseudomonas
cambiar la via del metabolito y el aeruginosa, Staphylococcus aureus y
mecanismo de liberacidn de células Micrococcus luteus
bacterianas
Zno Inhibicién del crecimiento bacteriano  Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
al desintegrar la membrana celular Pseudomonas aeruginosa,
8 Campylobacter jejuni, Escherichia coli.
9
c
(O Cu Desnaturalizacion de proteinas de la Campylobacter jejuni, Proteus spp.,
&D célula Escherichia coli, Staphylococcus aureus
(@) y Pseudomonas aeruginosa
E Agentes basados Inhibicién del metabolismo celular Clostridium difficile
en Ga
Zeolitas Desactivaciéon de enzimas vitales Pseudomona aureuginosa, Prevotella

intermedia, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, y Streptococcos
sanguis

Arcillas cationicas

Destruccion de la membrana celular

Escherichia coli

Arcillas anidnicas

Ataque al grupo carbonilo de los
enlaces peptidicos de la célula
bacteriana. Desnaturalizacion de
proteinas.

Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis var. niger, Enterobacter
aerogenes, Salmonella entérica.
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1.3.1 Cobre (Cu)

El cobre estd involucrado en la formacién de la hemoglobina y es esencial para el
desarrollo y mantenimiento de huesos, tendones, tejido conectivo mielina y sistema
vascular, la mielina esta formada por fosfolipidos cuya sintesis depende de la citocromo C
oxidasa, que es una enzima dependiente de cobre, ademas estd involucrado en la actividad
de ferroxidasa, y puede servir como base para un control preciso del flujo de hierro a los
diferentes tejidos. La deficiencia de cobre en el organismo se manifiesta como una anemia
moderada a grave, edemas, desmineralizacién dsea, deficiencias en el crecimiento, anorexia
y vulnerabilidad a las infecciones. Ademas el cobre posee propiedades biocidas y es utilizado
en superficies para inhibir bacterias ya que los microorganismos son altamente susceptibles

a él (Gonzalez y col., 2016).
1.3.1.1 Mecanismo de accidn del cobre

El mecanismo de accién del cobre (Figura 1.9) aun es estudiado, varios autores proponen
gue la muerte celular causada por la presencia de cobre se debe a un mecanismo
multifactorial, ya que posee propiedades que contribuyen a su efecto citotodxico. El cobre
tiene la habilidad de donar y aceptar electrones y cambiar su estado de oxidaciéon entre Cu?*
y Cu?*, esto le permite actuar como un catalizador para la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), como son los radicales hidréxido y los aniones superdxidos. Estas ROS
tienen el potencial de causar dafio oxidativo a los constituyentes vitales de la célula como
son las proteinas, acidos nucleicos y lipidos de la membrana celular. Los iones de cobre libres
pueden competir principalmente con los iones de zinc libres u otros iones metalicos por los
sitios de unidn a proteinas, provocando un cambio conformacional y la perdida de la funcion
de las proteinas. Los iones de cobre también pueden inactivar proteinas dafiando los grupos
Fe-S en las enzimas citoplasmaticas necesarias para producir aminoacidos (O’Gormany col.,

2012).

1.3.1.2 Resistencia al cobre

El cobre es un micronutriente esencial que a altas concentraciones es toxico, los

microorganismos han desarrollado sistemas complejos para mantener precisos niveles de
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cobre intracelular como son: bombas de intercambio idnico, una barrera permeable,

secuestro de iones de cobre intray extracelular y reducciéon de la sensibilidad de los objetivos

celulares de los iones de cobre (Borkow y col., 2005). A su vez los genes responsables de este

proceso pueden ser codificados por plasmidos transmisibles, la posible aparicién de cepas

bacterianas resistentes al cobre es reducida debido a la alta tasa de inhibicion vy la

degradacién de ADN que provoca el cobre en la célula (Grass y col., 2011).
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Abreviaturas

R-SH  Tiol

RSNO  Nitrosoles

RNOS  Especies reactivas
de oxido nitroso

ROS  Especies reactivas

de oxigeno

NONP Nanoparticulas de
oxido nitroso

Ag NP Nanoparticulas de
plata

CuNP  Nanoparticulas de
cobre

Zn0 NP Nanoparticulas de
oxido de zinc

Mg NP Nanoparticulas de

magnesio

Figura 1.9 Mecanismo de accion de diferentes nanoparticulas metalicas contra células bacterianas (Pelgrift y col., 2013).
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1.3.1.3 Dosis y toxicidad

El cobre es uno de un grupo pequefio de los elementos metdlicos que son necesarios
para la salud de los humanos. El cuerpo de un adulto promedio contiene ente 1.4 a 2.1
mg/kg, vy el exceso de cobre ingerido es enviado a la vesicula biliar y excretado por via fecal
(Borkow vy col., 2005). La absorcion enteral del cobre se estima en 0.12 a 0.15 mg/kg/dia en
infantes, y se ve afectada por la ingesta del zinc (Griffin y col., 2013). En 2003, Arancibia y
col. reportaron que el dispositivo intrauterino de cobre libera de 0.25 a 0.80 mg/dia de Cu
2* o cual resulta en dafio del tejido uterino, el cual es removido durante la menstruacion
(Arancibia y col., 2003). Por su parte Cao y col. en 2012 determinaron la dosis letal 50 (LD50)
en 0.46 mg/mL en fibroblastos de ratones L929 (Cao y col., 2012).

1.3.1.4 Aplicaciones del cobre

El cobre es considerado seguro para el uso humano, lo cual es demostrado por el uso
generalizado y prolongado de dispositivos intrauterinos de cobre, debido a la baja
sensibilidad de la piel y otros tejidos al cobre, ademas ha sido usado debido a su efectividad
bacteriostatica en pinturas, que reduce significativamente el niUmero de microorganismos
en las superficies cubiertas. Recientemente se ha usado el cobre como un inhibidor

bacteriano en varias etapas del procesamiento de alimentos en forma de superficies.

Se han desarrollado nuevas tecnologias para dopar fibras textiles con cobre para producir
telas con diferentes aplicaciones como ropa asociada al area médica para reducir infecciones
nosocomiales, pues se ha demostrado que las sabanas en contacto directo con la piel de los
pacientes es una fuente importante de infeccion, ademads se pueden fabricar calcetas o
calcetines con telas impregnadas de cobre para el tratamiento del pie diabético, el cual es
causado por ulceraciones, rapaduras o cortes en la piel que pueden ser infectadas y causar
la muerte de tejido circundante y causar la amputacién, asi el uso de este tipo de tecnologia

reduciria altamente el riesgo de infeccién y amputacion del pie.

Ademds, las propiedades bacteriostaticas del cobre han permitido probar su capacidad
en sistemas de purificacidén de agua, ya que se ha demostrado que el cobre es uno de los

metales mas toxicos para bacterias heterotréficas en ambientes acuosos (Borkow y col.,
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2005). Actualmente se continlan estudiando las propiedades bactericidas del cobre en la

industria de acuicultura, agricultura y sobre todo en la industria médica.

1.3.2 Neem (Azadirachta indica, A. Juss)

La Azadirachta indica (A. Juss) o neem es un arbol cominmente encontrado en la India,
Africay América, en México fue introducido en 1989 con éxito debido a que se adaptay crece
bien zonas de clima tropical y subtropical, siendo usado por mas de 400 afios por sus efectos
medicinales (Girish y col., 2008). Del arbol de neem se obtienen diversos productos, lo que
permite un maximo aprovechamiento de sus recursos en comparacion a otros arboles, es
considerado inofensivo para los humanos, animales, aves y ha sido aprobado por la Agencia

de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (Pankajy col., 2011).

1.3.2.1 Aceite de neem

El aceite de semillas de neem es un liquido viscoso de color café y con un ligero olor a
ajo, esta constituido por varios principios activos con gran capacidad antibacteriana como
son la azaradiractina que se ha demostrado que posee un efecto inhibitorio contra E. coli
(Pantoja y col.,, 2007), el nimbidin que inhibe completamente el crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis (Murthy y col., 1958), un derivado del nimbidin, el nimbolide ha
demostrado actividad antibacterial contra S. aureus y S. coagulasa-negativo (Pankaj y col.,
2011) y el mahmoodin aislado del aceite de semillas de neem ha presentado capacidad

antibacteriana contra algunas bacterias patégenas humanas (Devacumar y col., 1993).

1.3.2.1.1 Obtencion del aceite de neem

El aceite de neem es obtenido por medio del proceso de prensando en frio de las semillas
del arbol, aunque la obtencién de aceite es menor, este es el proceso de eleccién debido a
que, por medio de este, es mas facil preservar los nutrientes y principios activos presentes

en las semillas.
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El proceso comienza con la fase de limpieza, en la que se hace pasar las semillas por una
serie de espacios con sistemas de aire a propulsion para separar el interior de la semilla, de
los restos de pulpa u otras impurezas. Al obtener la semilla limpia, continua el proceso de
molturacidn en donde se tritura la semilla entre ruedas de granito o acero inoxidable hasta
conseguir una pasta semisolida. La pasta semisdélida se prensa para conseguir que expulse
todo el aceite que contiene. Es uno de los momentos mas importantes de todo el proceso,
ya que esta presion puede hacer que aumente la temperatura de la masa. Si sobrepasa los
45 °C, el aceite puede perder algunas de sus propiedades, posteriormente se inicia el proceso
de filtrado, en donde el aceite ya prensado pasa por una serie de filtros para separar las
impurezas. Una vez finalizado el filtrado, se realiza un proceso de decantacién, en el que, por
efecto de la gravedad, los sedimentos restantes del fruto se separaran del aceite. En este
método de obtencion de aceite, se debe utilizar una gran cantidad de frutos y semillas, los
residuos resultantes del proceso se utilizan para alimentar a animales o como abono. En la

figura 1.10 se muestra el proceso del prensado en frio del aceite.

l [\()( ( L (’
l l NSADC

Figura 1.10 Proceso de prensado en frio: 1. Limpieza, 2. Molturacién, 3. Prensado, 4. Filtrado, 5. decantacidn.
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1.3.2.2 Aplicaciones del neem

Entre los usos conocidos de sus productos se encuentra su aplicacion como
anticonceptivo, Khillare y col., demostraron en 2003 que el extracto acuoso de las hojas de
neem, inmovilizan y eliminan a los espermatozoides en humanos, también se ha reportado
gue una aplicacién intrauterina de 100 ulL de aceite de neem induce un bloqueo de pre-
implantacion que es reversible después de 5 0 6 meses. Otra aplicacidon de reciente interés
farmacoldégico es el efecto antiplasmodial ya que ha demostrado inhibir el desarrollo vy
crecimiento de cepas de Plasmodium falciparum. Hay varios reportes del efecto antiviral,
antifungico y antibacterial de los compuestos presentes en los extractos de neem contra E.
coli, Streptococcus mutans, el virus del dengue tipo 2 y algunos hongos como son Aspergillus
spp y Candida spp.; Se ha encontrado que posee ademas propiedades antihiperglucemientes

e insecticidas entre otras propiedades de aplicacion bioldgica (Sunday vy col., 2009).

1.4 Antecedentes
1.4.1 Estudios realizados sobre bacterias e hidroxiapatitas con cobre

Hay varias limitaciones para el uso de la HA pura, incluyendo la falta de actividad
antimicrobiana que diezma la estabilidad del implante, por otro lado, en los Ultimos afios se
ha investigado la incorporacién de cationes inorganicos como la plata (Ag*), cobre (Cu®*), zinc

(Zn?*) y titanio (Ti**) como agentes antimicrobianos (Heidenau y col., 2005)

En estudios anteriores se ha comparado el efecto bactericida de HA sustituidas con Ag®,
Cu?* y Zn?* contra Escherichia coli, en donde la Ag-HA, mostro un claro efecto bactericida,

mientras HA-Cu y HA-Zn no mostraron un efecto significativo (Kimy col., 1998).

Mivyaji y col., 2005 estudiaron la sustitucion progresiva del Zn en HA y observaron que a
mayor sustitucién de Zn el producto obtenido cambia de una HA sustituida con Zn a una fase

amorfa, por lo cual sugieren un limite de sustitucion de Zn en HA de 15 mol%.

Chungy col., en 2006 encontraron que el método de sol-gel es viable para la preparacion
de HA-Zn y probaron que son necesarias mas de 1000 ppm de Zn?* para observar el efecto

antimicrobiano.
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Stanic y col., en 2010 estudiaron la sustitucion de Cuy Zn en la HA, asi como los efectos
antimicrobianos con E. coli, S. aureus y Candida albicans mediante pruebas en sdélido y
liguido. Concluyeron que en la prueba de difusiéon en agar la muestra de Cu-Ha mostraba
efecto antimicrobiano en E. coliy en C. albicans y para las pruebas en medio liquido de las
muestras que contenian Cu y Zn en la HA presentaron reduccion en la poblacion de los

microorganismos de las cepas evaluadas.

1.4.2 Estudios realizados sobre bacterias y aceite de neem

El aceite de semillas de neem estd constituido por terpenoides con gran capacidad
antibacteriana, entre ellos la azaradiractina que se ha demostrado que posee un efecto

inhibitorio contra E. coli (Pantoja y col., 2007).

Murthy y col.,en 1958 demostraron mediante pruebas in vitro que el nimbidin inhibe

completamente el crecimiento de M. tuberculosis y que también es bactericida.

Khalid y col., en 1989 reportaron que un derivado del nimbidin, el nimbolide, ha
demostrado actividad antibacterial contra S. aureus y S. coagulasa-negativo, ademas de

poseer actividad antimaldrica contra P. falciparum.

Devacumar y col., 1993 indicaron que el mahmoodin, un dioxigenoide aislado del aceite
de semillas de neem, posee capacidad antibacteriana moderada contra algunas bacterias

patégenas que afectan principalmente a humanos.
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2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el siguiente capitulo se describiran las técnicas, reactivos y condiciones utilizadas para
la sintesis de los compuestos tipo hidroxiapatita y de los compdsitos HA/Neem, asi como

también la metodologia usada para evaluar su efecto bactericida.

2.1 Sintesis de materiales

En la tabla 2.1 se muestran los reactivos empleados para la sintesis de HA vy los

compositos.
Tabla 2.1. Reactivos empleados para la sintesis de hidroxiapatita.
Ca(OH)2 74.1 97.1 J.T. Baker
H3PO4 98.0 85 J.T. Baker
Cu(NOs3)2:2.5H,0 232.59 98 Sigma-aldrich
EtOH 46.07 96 Medinatural
Aceite de neem (azaradictina) 720.20 35 ActiNEEM

2.1.1 Sintesis de hidroxiapatita de referencia

La sintesis de HA con relacion metdlica molar de 1.67 Ca:P, fue preparada por el método
de coprecipitacion. El método general de sintesis consistié en la coprecipitacion simultanea
gota a gota de una suspension de Ca(OH)2al 2 M y una diluciéon de H3POsal 0.8 M, ambas
preparadas con agua desionizada y manteniendo un pH constante de 9. El compuesto
resultante se tratd en un equipo de ultrasonido (BRANSON 5510) durante 30 minutos, con
una frecuencia de 40 kHz y a una temperatura de 25 °C, los sélidos se decantaron y lavaron
con agua desionizada (250 mL:1 g), hasta obtener pH constante de 8. El precipitado obtenido
se sec6 a una temperatura de 60 °C por 24 horas y posteriormente se pesé y almacend en

un recipiente hermético.

2.1.2 Sintesis de hidroxiapatitas con Cobre
La sintesis de HA conteniendo cobre de diferente relacion metalica molar Ca:Cu (9:1,
8.5:1.5 u 8: 2), se llevaron a cabo como el procedimiento anteriormente descrito con la

variante de disoluciones de Cu(NOs); al 2 M preparadas con agua desionizada, y estas se
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afiadieron al H3POas al 0.8 M debido a la similitud de pH. El compuesto resultante se traté en
un reactor de ultrasonido (BRANSON 5510) durante 30 minutos, con una frecuencia de 40
kHz y a una temperatura de 25 °C, los sélidos se decantaron y lavaron con agua desionizada,
hasta obtener pH constante de 8. El precipitado obtenido se secd a una temperatura de 60
°C por 24 horas y posteriormente se pesd y almacend en un recipiente hermético. En la tabla
2.2 se muestran las condiciones de sintesis para las muestras de HA con cobre con

tratamiento de ultrasonido.

Tabla 2.2 Tabla de condiciones de sintesis con tratamiento de ultrasonido

pH Ultrasonido
T t frecuencia
(°C) (min) (kHz)
HA Ca:P 1.67
CuHA1 9:1
9 25 30 42
CuHA1.5 Ca:Cu 8.5:1.5
CuHA2 8:2

2.1.3 Sintesis de hidroxiapatita de referencia con aceite de neem

La HA con aceite de neem fue preparada por el método de coprecipitacion. Se preparo
una dispersion de aceite de neem en etanol 1:50 en volumen y se coprecipitaron junto con
una solucién de Ca(OH), al 2 M y H3POas 4 0.8 M a un pH constante de 9. El compuesto
resultante se traté en un reactor de microondas (modelo MIC 5 marca PRENDO) durante 10
minutos, con una potencia de 360 W y a una temperatura de 80 °C, los sélidos se decantaron
y se lavaron con agua desionizada, hasta obtener un pH constante de 8. El precipitado
obtenido se secd a una temperatura de 50 °C por 36 horas, posteriormente se peso y se
almacend en un recipiente hermético. En la tabla 2.3 se muestra las condiciones de sintesis

de las muestras con aceite de neem por irradiacién con microondas.

2.1.4 Sintesis de hidroxiapatitas con cobre con aceite de neem

Para la sintesis de hidroxiapatitas conteniendo cobre de diferente relacién metalica molar

Ca:Cu (9:1, 8.5:1.5 u 8: 2) con aceite de neem, se prepararon dispersiones de aceite de neem
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en etanol 1:50 en volumen y se coprecipitaron junto con una solucion de Ca(OH)2a2 My la
mezcla de Cu(NOs)zal 2 My H3POzal 0.8 M a un pH constante de 9. El compuesto resultante
se tratd en un reactor de microondas (modelo MIC 5 marca PRENDO) durante 10 minutos,
con una potencia de 360 W y a una temperatura de 80 °C, los sélidos se decantaron y se
lavaron con agua desionizada, hasta obtener un pH constante de 8. El precipitado obtenido
se secd a una temperatura de 50 °C por 36 horas, posteriormente se pesd y se almacend en
un recipiente hermético. En la tabla 2.3 se muestra las condiciones de sintesis de las

muestras con aceite de neem por irradiaciéon con microondas.

Tabla 2.3 Condiciones de sintesis de hidroxiapatitas con aceite de neem por irradiacién con microondas.

Sintesis

Composicién Relacion :netahca Microondas
L pH T(°0) T Potencia
(min) (W)
Neem/HA Ca:P 1.67
Neem/CuHA1 9:1
9 80 10 360
Neem/CuHA1.5 Ca:Cu 8515
Neem/CuHA2 8:2

En la Figura 2.1 se presenta el procedimiento de sintesis por coprecipitacion simultanea

asistida por ultrasonido o microondas.

H4sPO,
al 0.8 M

Dispersion 1:50
aceite de
neem:EtOH

Cu(NOs),.2.5H,0
al 2 M

HA Coprecipitacion a pH de 9
CuHA
mzzm;ﬁxHA Suspension de HA | —

v

Tratamiento asistido con ultrasonido Tratamiento asistido con microondas
30 min., 25-°C, 42 kHz. 30 min., 80 °C, 360 W.

Lavado y secado Lavado y secado
60 °C por 24 h 50 °C por 36 h

Figura 2.1 Diagrama de proceso de sintesis de hidroxiapatitas.
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2.2 Evaluacién antimicrobiana de las hidroxiapatitas

El estudio de sensibilidad bacteriana de dos cepas bacterianas de la American Type
Culture Collection (ATCC), una Gram negativa E. coli (ATCC 25922,) y una Gram positiva S.
aureus (ATCC 29213), se realizé por el método de difusion en pozo adaptado con
suspensiones de hidroxiapatitas de referencias e hidroxiapatitas con aceite de neem en
pozos de 6 mm de diametro y 1 mm de profundidad. Las hidroxiapatitas de referencia e
hidroxiapatitas con aceite de neem utilizadas para la determinacion de la sensibilidad
bacteriana se presentan en la tabla 2.4, para el estudio se usé una concentracién de 20 mg

de cada muestra.

Tabla 2.4 Muestras de hidroxiapatitas.

HA 1.67 (Ca:P)

CuHA1l 9:1

CuHA1.5 85:15
CuHA2 8:2
HA/Neem 1.67
CuHA1/Neem 9:1

CuHA1.5/Neem 8.5:1.5
CuHA2/Neem 8:2

2.2.1 Método de difusién en pozo
2.2.1.1 Suspension de hidroxiapatitas

Se pesaron 20 mg de cada muestra en tubos Eppendorf de 1 mL de capacidad y se
adicionaron 20 pL de una dilucidon 1:2 Agua:EtOH utilizando una pipeta (pipet4u®
performance, 20-200 ulL de capacidad). Para la dilucién 1:2 Agua:EtOH se utilizaron 2 mL de

agua estéril (PiSA Farmacéutica®) y 1 mL de alcohol etilico al 96% (HYCEL).

2.2.1.2 Suspension directa de colonias

Se realizé la siembra de las cepas de E. coli ATCC 25922 v S. aureus ATCC 29213 en placas

Petri de agar Infusion Cerebro Corazén (BHI, por sus siglas en inglés), preparadas segun las
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instrucciones del fabricante (BD DIFCO ™). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 h,
posteriormente se realizd una suspension bacteriana ajustada al 0.5 de la escala de
McFarland (1.5x108 UFC), utilizando de 2 a 3 colonias de cada placa suspendidas en 10 mL de

solucién salina 0.9 estéril (PiSA Farmacéutica®).

2.2.1.3 Meétodo de difusion en pozo

Para la realizacion de las pruebas se sensibilidad antimicrobiana por el método de
difusion en disco se tomaron en cuenta los lineamientos del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2019). Para la evaluacion antimicrobiana por el método adaptado
de difusién en disco, se hicieron de 4 a 6 pozos con 6 mm de didmetroy 1 mm de profundidad
con una varilla de vidrio estéril de borde liso (genérica), posteriormente sumergiendo un
hisopo estéril a la suspensién directa de colonias se realizé un extendido masivo en placas
de agar Mueller Hinton (MH) preparadas segun las instrucciones del fabricante (BD DIFCO
™), las muestras se depositaron en cada pozo en las placas Petri. Las placas fueron incubadas
a 37°C por 24 h en aerobiosis para medir las zonas de inhibicién obtenidas en milimetros. En
la figura 2.2, se presenta el esquema del procedimiento para la evaluacién de la actividad

antimicrobiana de los materiales por el método de difusién en pozo.
2.2.1.4 Meétodo de difusion en disco

Para la muestra de aceite de neem se impregno un disco de papel filtro estéril (genérico)
de 6 mm de didmetro y se colocd sobre la placa. Las placas fueron incubadas a 37°C por 24

h en aerobiosis para medir las zonas de inhibicién obtenidas en milimetros.
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Formar pozos en la placa de 6 mm de
diametro y 1 mm de profundidad

Ajustar inoculo al 0.5 de McFarland
(1.5x10% UFC)

Preparar una suspension 20 mg de
muestra + 20 L de dilucién 2:1
Agua:EtOH

' Extendido en placa de agar Muller

Hinton

)¢

Colocar las muestras en los pozos

v

Incubar a 37 °C por 24 h

Observar y reportar los resultados

Figura 2.2 Esquema del método de difusion en pozo para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los materiales.




2.3 Métodos de caracterizacion
2.3.1 Difraccién de rayos X (DRX)

El analisis de caracterizacion de DRX se realizaron con un difractdmetro para polvos
BRUKER modelo D8 Discover con un detector Linx Eye, utilizando como radiacién la linea Ko
de cobre (A=1.54 nm). El tamafio de paso fue de 0.03 con un incremento de 0.3 para un
barrido de angulos 20 de 5 a 70°. Este analisis permite calcular el valor de la distancia
interlaminar d utilizando la ley de Bragg (nA=2dsen®). Los difractogramas se pueden
comparar con las tarjetas clasificadas de Joint Committee of Powder Diffraction Standards

(JCPDS).

2.3.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica permite identificar los principales grupos funcionales que se encuentran en
la muestra a analizar. Los andlisis se llevaron a cabo en un espectrofotometro Nicolet modelo
Magna FT-Infrarrojo 750. Las muestras se analizaron en forma de pastillas preparadas con

KBr puro (99.999%, Merck) en relacién 1:100 en masa.

2.3.3 Espectroscopia de emisidn por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES)

La técnica de caracterizacién ICP-OES es un analisis cuantitativo que permite determinar
y detectar de nivel traza a ultra traza la mayoria de los elementos de la tabla periddica. Los
analisis se realizaron en un espectrofotémetro de Emisién Optica marca Varian modelo 730-

ES, por medio de la disolucion acida con HCl: HNOs relacion 1:2.
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3.1

3.1.

de Miller 002, 210, 211, 112, 300y 130. En la figura 3.1 se presentan los difractogramas de
rayos X de la muestras de hidroxiapatita (HA) y las muestras de hidroxiapatita con cobre

(CuHA) a diferente relacion metélica molar Ca:Cu (9:1, 8.5:1.5y 8:2) que fueron comparadas

con

Intensidad (u.a.)

se obtuvo un material cristalino y sin impurezas, en la muestra CuHA1 y CuHA1.5 se observan
los planos caracteristicos de hidroxiapatita, la intensidad de los picos se ve ligeramente
disminuida, lo cual puede ser atribuido a la presencia del cobre, la muestra CuHA2 presenta

un pico en 29° de 26 con indice de Miller 210, se observa la presencia de un pico ancho

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Difraccién de rayos X (DRX)

1 DRXde las hidroxiapatitas de referencia

La hidroxiapatita presenta picos caracteristicos en la zona angular 5°<26<60° con indices

la tarjeta JCPDS 003-0747.

.J'JJ
W
ukhv“w'r'l‘hﬂm : \‘ l‘;_n"U.“
i\ A
WM_#W.MMM it \JJ"‘V‘W.M\ P lntr gt oAb i e oen s
1
002 112
210 222 213 o4
W
T T i T T T 1
10 20 30 40 50 60 70

20

Figura 3.1 Difractogramas de rayos X de las hidroxiapatitas de referencia.

En la muestra HA se observan los planos caracteristicos de la hidroxiapatita, por lo que
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caracteristico de compuestos amorfos de 30° a 35° de 20, los compuestos amorfos exhiben
un ordenamiento de dtomos de corto alcance, lo cual pude ser causado por la presencia del
cobre que provoca la deformacién de la red cristalina debido que posee un radio iénico
mavyor 0.69 A que el Ca (0.65 A) y la propiedad de éxido-reduccion del ion, por lo tanto la
estructura presenta irregularidades y desestabilizacién, favoreciendo la formacién de fosfato
B-tricdlcico (Segura Pérez, 2018). Todas las muestras fueron obtenidas por el método de
coprecipitacién simultanea a pH constante de 9 y tratadas con ultrasonido lo cual es un

método eficaz y reproducible para obtener materiales cristalinos y puros.

3.1.2 DRXde las hidroxiapatitas con aceite de neem

En la figura 3.2 se presentan los difractogramas de rayos X de las muestras de
hidroxiapatita con neem (Neem/HA) y las muestras de hidroxiapatita con cobre y aceite de
neem (Neem/CuHA) a diferente relacion metalica molar Ca:Cu (9:1, 8.5:1.5y 8:2) que fueron

comparadas con la tarjeta JCPDS 003-0747.

WWWWAWMWWW Neem/CuHA2

M%WNMMM" Neem/CuHA1.5

Intensidad (u.a.)

Mww Neem/CuHA1

211 112

Neem/HA

10 20 30 40 50 60 70
°20

Figura 3.2 Difractogramas de rayos X de las hidroxiapatitas con aceite de neem.

La muestra Neem/HA presenta los planos caracteristicos de la hidroxiapatita, se

observan picos bien definidos, por lo que se obtuvo un material cristalino y sin impurezas, la
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muestra de Neem/CuHA1 presenta picos caracteristicos de la hidroxiapatita con menor
intensidad, las muestras Neem/CuHA1.5 y Neem/CuHA2 presentan un pico a 29° de 26 con
indice de Miller 210, se observa la presencia de un pico ancho caracteristico de compuestos
amorfos de 30° a 35° de 26, esto puede deberse a la presencia de los compuestos presentes

en el aceite de neem, lo que ocasiona una deformacion en la estructura cristalina.

3.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

3.2.1 FTIR de las hidroxiapatitas de referencia
En la figura 3.3 se presenta el espectro de infrarrojo de la muestra HA vy las muestras de

Cu-HA a diferente relacion metdlica molar Ca:Cu (9:1, 8.5:1.5 y 8:2) muestran bandas

caracteristicas a las hidroxiapatitas en la zona entre los 4000 y 400 cm™.
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I
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Figura 3.3 Espectro infrarrojo de las hidroxiapatitas de referencia.

Las bandas a 3425 a 3421 cm™ son atribuidas al estiramiento simétrico de los grupos O-

H, la banda a 1661 a 1646 cm™ corresponde a la flexion del grupo O-H de la estructura de la
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hidroxiapatita y de las moléculas de agua contenidas en las muestras. Las bandas de

estiramiento del grupo PO4* se encuentran de 1051 a 1033 cm™, las bandas de 609 a 604 y

de 562 a 564 cm™ se atribuyen a las vibraciones de flexién del grupo PO4*. La banda de 1464

a 1421 cm ™ corresponde a pequefias cantidades de CO; absorbido durante la sintesis de las

hidroxiapatitas en condiciones atmosféricas. (Chengfeng y col.,, 2014). Las muestras

sintetizadas a diferente concentracién molar Ca:Cu presentan grupos funcionales

caracteristicos de la hidroxiapatita, las bandas de 1051 a 1033 cm™ presentan un aumento

de intensidad y anchura al aumentar la concentracion del cobre pero la presencia de este no

modifica la caracteristicas de las hidroxiapatitas.

3.2.2 FTIR de las hidroxiapatitas con aceite de neem

En la figura 3.4 se presenta el espectro de infrarrojo de la muestras de hidroxiapatita (HA)

y las muestras de hidroxiapatita con cobre (Cu-HA) a diferente relacién metalica molar Ca:Cu

(9:1, 8.5:1.5y 8:2) sintetizadas con aceite de neem y el aceite de neem.

N o . ~ Neem/CuHAZ2
e ass -\ S
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34402 554
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I | I | I | I | I | I | I | I | I |
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

NUmero de onda (cm™)

Figura 3.4 Espectro infrarrojo de las hidroxiapatitas con aceite de neem.
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El aceite de neem presenta diversos grupos funcionales pertenecientes a los principios
activos del aceite. En las bandas a 3024 y 721 cm™ se encuentran las bandas de estiramiento
de =C-H y a 2923 y 2855 cm™ aparecen las bandas de estiramiento C-H pertenecientes a los
alquenos, las bandas a 1462 cm™ pertenecen a las bandas de estiramiento C-C del anillo de
los compuestos aromaticos y las bandas de 1742 corresponden al estiramiento C-O de los

grupos ésteres.

En las muestras de Neem/HA y Neem/CuHA (1, 1.5y 2) presentan bandas caracteristicas
de la composicion de la hidroxiapatita, las bandas de 2905 y 2942 cm™ muestran la presencia
del aceite de neem en las muestras Neem/HA y Neem/CuHA (1, 1.5y 2), las bandas a 1742y
724 cm™ no se observan en las muestrasy las bandas a 1462, 1376 se encuentran solapadas
por las bandas pertenecientes a la flexion del grupo O-H y estiramiento del grupo PO* de la
estructura de la hidroxiapatita y las banda a 607 cm™ se encuentra solapada por la flexion

del grupo PO4*"

3.3 Composicidn quimica de las hidroxiapatitas

En la tabla 3.1 se presenta la composicién quimica elemental y la relaciéon metalica molar

obtenida por ICP-OES de las hidroxiapatitas CuHA y Neem/CuHA.

Tabla 3.1 Composicion quimica elemental y relacién molar M":P de las hidroxiapatitas determinadas por
ICP-OES.

Composmon tedrica Composmon elemental Relacion molar

molar molar
cacl M":p (% en masa)

HA 10:0 1.67 61.39 0.01 2819 168
CuHA1 9:1 1.67 41.94 6.61 1882 1006 1.89
CUHALS 8.5:1.5 1.67 33.97 8.68 1605 621 19
CuHA2 8:2 1.67 32.48 1431 1559 36 206
Neem/HA 10:0 1.67 5031 0.01 2164 . 180
Neem/CuHA1 9:1 1.67 36.19 5.64 1501 1018 2,05
Neem/CuHA15  85:15 1.67 3839 1294 17,7 471 208
Neem/CuHA2 8:2 1.67 33.50 1494 15,3 356 218




La relacién Ca:P de la muestra HA es similar al de la hidroxiapatita bioldgica, mientras que
la muestra de Neem/HA presenta una composicion Ca:P de 1.80, las muestras de CuHA y
Neem/CuHA presentan una variacién non estequiométrica, ya que presentan una variacion
de entre el 13 y 30% respecto con la composicién de la hidroxiapatita bioldgica (1.67), y
puede ser atribuido a la presencia de carbonatos sustituyendo los iones fosfatos en la

estructura (Wu y col., 2016).

Las muestras de CuHA1 y Neem/CuHA1 contienen 6.61 y 5.64% (masa) de cobre por lo
gue la presencia del aceite de neem no interfiere significativamente en la formacion del
compuesto, la cantidad de cobre depositada en la estructura de la hidroxiapatita es menor a
la esperada estequiométricamente, esto puede deberse a la totalidad del consumo del

reactivo limitante previo a agotarse las sales de cobre durante la sintesis.

Las muestras CuHA1.5, CuHA2, Neem/CuHA1.5 y Neem/CuHA2 presentaron una mayor
retencion de cobre en la estructura del material, la muestra CuHA1.5 retuvo una menor
cantidad de cobre en comparacion a la muestra Neem/CuHA1.5 (6.21 y 4.71% en masa
respectivamente), las muestras CuHA2 y Neem/CuHA1.5 presentan una composicion similar
Ca:Cu (3.6 y 3.56% en masa respectivamente). Es probable que las altas temperaturas
generadas por el efecto de cavitacién en el reactor de ultrasonido para el tratamiento de las
muestras CuHA y el tratamiento hidrotérmico con irradiacién de microondas a las muestras
Neem/CuHA junto con las diferencias de calor especifico de cada elemento (Cu= 385 vy
Ca=653 J K* Kg!) favorezcan una mayor difusién y acomodo de los cationes en la estructura
del material. Estos resultados indican que se puede sustituir una cantidad mayor al 20% de

Ca por Cu en la hidroxiapatita.

3.3.1 Concentracidn de cobre en las hidroxiapatitas

La cantidad presente de cobre en las muestras CuHA y Neem/CuHA son reportadas en la
tabla 3.2 se determind a partir de la composicion quimica elemental obtenida por ICP-OES,

el calculo se obtuvo a partir de la cantidad de Cu presente en 100 g de muestra.
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Tabla 3.2 Concentracién de cobre en las muestras CuHA y Neem/CuHA determinada por ICP-OES.

Muestras CoRie
(ppm/100g)
HA 0.00
CuHA1 1.32
CuHA1.5 1.74
CuHA2 2.86
Neem/HA 0.00
Neem/CuHA1 1.13
Neem/CuHA1.5 2.59
Neem/CuHA2 2.99

La concentracién de cobre presente en un adulto promedio es de 1.4 a 2.1 mg/Kg
(Borkow y col., 2005), lo equivalente a 105 ppm en un adulto promedio de 50 kg, de acuerdo
con lo anterior las muestras de CuHA2 y Neem/CuHA2 contienen una concentracion de 2.86
y 2.99 ppm respectivamente lo que sugiere que no serfan toxicas para su aplicacion como

biomateriales.
3.4 Evaluacién antimicrobiana de las hidroxiapatitas

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de las HA se llevd a cabo por el método
modificado de difusion en disco contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213. En la tabla
3.3 se presentan los halos de inhibicidn obtenidos a partir de una concentracién 20 mg de
cada muestra, la lectura se tomd después de 24 horas de incubacién y de acuerdo con los
“Estandares de Desempefio para Antimicrobianos: Pruebas de susceptibilidad M100” (CLSI,

2019).

Tabla 3.3 Diametro de los halos de inhibicién contra S. aureus y E. coli

Didmetro de los halos de inhibicién
; (mm)

Muestras

. t";-fomg ';f CuHA1 CuHAL5 CuHA2 Neem Neem/HA Neem/CuHA1l Neem/CuHAL5 Neem/CuHA2
acterias

E. coli
ATCC 25922 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus
ATCC 29213 0 18 16 21 0 0 14 7 16

*Cepas sembradas en agar Mller-Hinton en una concentracién al 0.5 en la escala de McFarland, incubadas por 24 horas a

37°C.
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Como se puede observar en la tabla 3.3, las muestras evaluadas contra E. coli ATCC 25922
no presentaron actividad antimicrobiana, de acuerdo con Pelgrift y col. (2013) algunos
microorganismos presentan resistencia a algunos iones metadlicos, estos microorganismos
usan un mecanismo que reduce la ingesta y/o eflujo de los iones de Cu?* presentes en las
muestras, debido a las caracteristicas de la membrana plasmatica o pared celular (figura

3.5a).

Los halos de inhibicién obtenidos contra S. aureus presentaron formas circulares
regulares, las muestras de CuHA1, CuHA1.5 y CuHA2 mostraron halos de entre 16 y 21 mm
de didmetro, mientras que las muestras Neem/CuHA1, Neem/CuHA1.5 y Neem/CuHA2
presentaron halos de entre 7 y 16 mm de diametro, muestras que no contenian cobre como

son HA, Neem y Neem/HA no presentaron actividad antimicrobiana (figura 3.5b).
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Figura 3.5 a) Actividad antibacteriana de las muestras CuHA y Neem/CuHA frente a E. coli ATCC 25922,
b) Actividad antibacteriana de las muestras CuHA y Neem/CuHA frente a S. aureus ATCC 29213.

De acuerdo con los resultados obtenidos la muestras que CuHA mostraron mayor eficacia
antimicrobiana en comparacién con las muestras de Neem/CuHA contra S. aureus, en la
tabla 3.4 se muestran los halos de inhibicién reportados en los Estandares de Desempefio
para Antimicrobianos: Pruebas de susceptibilidad M100 de los antibiéticos comUnmente

usados para el tratamiento contra las infecciones nosocomiales de huesos e implantes.
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Tabla 3.4 Antibidticos comuinmente usados para el tratamiento de infecciones nosocomiales asociadas a

huesos
Antibiéticos Dosis S? 1° R®
(Hg)

Rifampin 5 >20 17-19 <16
Ciprofloxacino 5 >21 16-20 <15
Trombomicina 10 >15 13-14 <12

Gentamicina 10 215 13-14 <12

a) S:Sensible, buena probabilidad de éxito terapéutico.
b) I: Intermedio, se puede conseguir efecto terapéutico en ciertas condiciones.
c) R:Resistente, probabilidad de éxito terapéutico es nula o muy reducida.

Los antibidticos mas utilizados en la practica médica son la gentamicina y la
trombomicina, por lo que en comparacion con los resultados obtenidos la cepa de S. aureus
ATCC 29213 es susceptible a las muestras de CuHA1, CuHAL.5, CuHA2 y Neem/CuHA2, y
resistente a la muestra de Neem/CuHA1.5, la muestra de Neem/CuHAL1 tiene un efecto

intermedio lo que significa que su actividad antimicrobiana es impredecible.

Las muestras Neem/CuHA presentaron una menor actividad antimicrobiana contra S.
aureus y ninguna actividad en el caso de E. coli, en sentido contrario a lo esperado, la
impregnacién con aceite de neem a los materiales disminuye su actividad antimicrobiana y
esto se puede deber a la formacion de una capa hidréfoba no polar, durante la sintesis que
le impide al material realizar el intercambio idnico en la superficie, ya que se encuentra

encapsulado.

58

—
| —



CONCLUSIONES

El método de coprecipitacion simultanea asistida con ultrasonido o con irradiacion de
microondas permite la obtenciéon de HA cristalinas, sin embargo, al aumentar la
concentracion del cation Cu?* promueve la formacion de materiales de menor cristalinidad.
De acuerdo con los resultados obtenidos por DRX, las muestras asistidas con ultrasonido
favorecen el acomodo de los iones de cobre en la estructura y procura un mejor acomodo,
en comparacién de las muestras asistidas con irradiacion de microondas que a mayor

cantidad de cobre se forman compuestos de menor cristalinidad.

Los datos obtenidos por ICP-OES en relacion con los resultados obtenidos por DRX,
sugieren gque se puede realizar una sustitucién de Ca%* por Cu®* en las HA mayor al 20%, a su
vez la concentracion de cobre depositada en las muestras es menor a la requerida para
causar un efecto toxico en el organismo, por lo que sugiere que los materiales son seguros

para aplicaciones médicas.

Los espectros obtenidos por FTIR de las muestras de Neem/CuHA, demuestran la
presencia del aceite de neem en la superficie del material, lo que es consistente con la

formacion de una capa alrededor del material.

La evaluacion antimicrobiana de los materiales indica que S. aureus presente mayor
susceptibilidad frente a las muestras que no contiene aceite de neem, esto se puede deber
a la poca difusion del cobre debido a la formacion de una capa hidréfoba en el material, a su
vez las muestras CuHA presentan una actividad bacteriostatica mayor a la de los antibiéticos
de amplio espectro mas utilizados, a una concentracién de 20 mg, sin embargo, los
resultados de las muestras frente a E. coli sugiere que no es factible su aplicacion para

infecciones causadas por bacterias Gramnegativas.

De acuerdo con los resultados obtenidos por DRX, ICP y la evaluacidon antimicrobiana de
los materiales, la incorporacién del aceite de neem por coprecipitacion simultanea en los

materiales disminuye la cristalinidad y la actividad bacteriostatica de los materiales.
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ANEXO 1: TINCION DE GRAM

1. Fundamento

La coloracion de Gram ha constituido desde los albores de la microbiologia un elemento
fundamental para la taxonomia e identificacién de los microorganismos. Es uno de los
ensayos bdsicos en bacteriologia y constituye una ayuda invalorable en la identificacion

microbiana (Laboratorios Britania, 2017).

El investigador danés Christian Gram en 1884 demostrd que ciertos microorganismos
coloreados con violeta de genciana y mordentados con solucién de Lugol, cuando eran
sometidos a la accidon de una mezcla alcohol-acetona se decoloraban mientras que otros
retenian el color violeta. Esto ha constituido uno de los grandes pilares de la bacteriologia ya
que permitid la division de los gérmenes en Gramnegativos y Grampositivos
respectivamente, grupos que presentan caracteristicas bien definidas. El conocimiento de
las estructuras de las membranas bacterianas, tanto en el aspecto fisico como en su
composicién molecular que fueron logrados a partir de la década del sesenta, demostrd que
la coloracién de Gram distingue dos grupos de bacterias totalmente diferentes (Laboratorios

Britania, 2017).

La diferencia de la reaccidn entre bacterias Grampositivas y Gramnegativas es atribuida
a diferencias quimicas y fisicas de su pared celular. Las bacterias Grampositivas presentan
una gruesa capa de peptidoglicano como estructura fundamental por sobre la membrana
citoplasmatica mientras que las bacterias Gramnegativas presentan por sobre la membrana
citoplasmatica una delgada capa de peptidoglicano a la que se superpone una capa de
lipopolisacaridos-lipoproteina denominada “membrana externa”. La presencia de esta
“membrana externa” diferencia actualmente dos divisiones en sistematica bacteriana: las
que no la poseen (Grampositivas) y las que si la poseen (Gramnegativas). En la coloracién de
Gram, el violeta de genciana es captado en la pared celular de bacterias Grampositivas y
Gramnegativas y luego se forma un complejo con el lugol. El decolorante actua extrayendo
los lipidos de la membrana externa de la pared celular de las bacterias Gram negativas lo que

produce un aumento en la permeabilidad y se pierde el complejo formado entre el violeta
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de gencianay el lugol. Al agregar la safranina, las bacterias Gram negativas toman el color de
este contracolorante y se observan de color rosado. A diferencia de estas, en las bacterias
Grampositivas el agregado del decolorante produce disminucién de la permeabilidad e
incrementa la retencién del complejo del violeta de genciana-iodo. El resultado es que se

observan de color violeta por la retencién de este (Laboratorios Britania, 2017).

2. Reactivos

a) Violeta de genciana
b) Lugol

c) Alcohol-cetona

d) Safranina

3. Procedimiento
Preparacién de extendidos:

e Utilizar portaobjetos limpios y desengrasados.

e A partir del crecimiento microbiano en medios sdlidos o liquidos: cuando la
coloracién de Gram se efectula para caracterizar colonias, colocar en el portaobjeto
una gota de solucion fisioldgica en la que se emulsionara la colonia que ha sido
recolectada (mediante el uso de asa bacteriolégica) del medio de cultivo en que se
encuentra. En caso de que se trate de medios liquidos, depositar una alicuota de cada
uno de ellos en el portaobjetos.

e Colocar los portaobjetos en posicion horizontal dentro de la estufa de cultivos o sobre

la corriente de aire caliente de un mechero.
Fijado del extendido:

e Alallama: se efectla pasando 3 veces el lado del portaobjeto que no tiene la
preparacion sobre la llama del mechero.

e Con alcohol metilico: cubrir el extendido durante 1 minuto. Este método permite
obtener fijaciones mas uniformes sin destruccion de elementos por excesivo

calentamiento y ahorro de tiempo. Nota: en el caso de orinas es conveniente que
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luego que ha sido fijado el extendido se realice un lavado con chorro fino de agua
durante 10 segundos para arrastrar las sales que pudiera contener, dado que

estas perjudican la correcta coloracion.

Técnica de Coloracién

Cubrir el extendido con Violeta de genciana. Dejar actuar 60 segundos. Lavar con

agua corriente durante 10 segundos.

e Cubrir con lugol. Dejar 60 segundos. Lavar con agua corriente durante 10
segundos.

e Cubrir con alcohol cetona. Decolorar durante 10 segundos. Lavar con agua
corriente 10 segundos.

e Cubrir con Safranina para Gram. Dejar 60 segundos. Lavar con agua corriente

durante 10 segundos.

e Secar el extendido.
Interpretacion de los resultados

e Cubrir el extendido con una gota de aceite de inmersién y observar al
microscopio dptico, con aumento 100X. Bacterias Grampositivas: se observan de

color azul-violaceo Bacterias Gramnegativas: se observan de color rosado-rojizo.
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