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RESUMEN

Introduccidn: La principal transmision de bacterias y virus respiratorios es a través de
bioaerosoles conformados por microgotas de saliva expulsadas al hablar, toser o
estornudar. En el caso de los profesionales de la salud, como médicos y odontélogos, estan
altamente expuestos a estos patégenos debido a la cercania con los pacientes, al uso de
instrumentos durante procedimientos convencionales y/o quirdrgicos. A pesar de que los
cubrebocas quirurgicos son efectivos, una vez contaminados pueden permanecer infectivos
durante largos periodos de tiempo. Y hasta el momento no se han desarrollado equipos de
proteccion médica con propiedades antimicrobianas por si mismos.

Objetivo: Evaluar la capacidad antibacteriana y antiviral de nanorecubrimientos metalicos
(AgCu) y 6xidos metélicos (ZnO y TiO2) depositados sobre textiles de polipropileno.

Materiales y Métodos: Los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO; se depositaron
mediante la técnica de magnetrén sputtering sobre textiles de polipropileno. Los cuales
fueron caracterizados por microscopia Optica y electrénica de barrido (SEM),
espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS), espectroscopia de
fotoelectrones (XPS), angulo de contacto (WCA), perfilometria éptica, espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Para la evaluacion antimicrobiana,
se utilizaron ocho bacterias patdgenas y cuatro virus subrogantes de virus respiratorios
(bacteriofagos de RNA y DNA). Mediante dos metodologias; interaccion de los
nanorecubrimientos por corto tiempo contra aerosoles bacterianos y virales e interaccion
de mayor tiempo por contacto directo utilizando una gota bacteriana durante 24 h o gota
viral durante 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 12y 24 h. Los resultados se cuantificaron mediante el conteo
de unidades formadoras de colonias (UFCs) en bacterias o unidades formadoras de placas
liticas (UFPs) en virus.

Resultados: Se depositaron de manera exitosa nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO;
sobre PP mediante la técnica de magnetrén sputtering. Los nanorecubrimientos fueron
homogéneos, hidrofébicos y la liberacion de iones metdlicos no rebaso los limites de
citotoxicidad. La evaluacién antibacteriana mostré que los nanorecubrimientos inhibieron
significativamente el crecimiento bacteriano. En la interaccién a corto tiempo con aerosoles
bacterianos, se observaron inhibiciones en AgCu del 70-95 %, en ZnO del 26-95 % y en
TiO2 del 18-81 %. En el ensayo de contacto directo (gota) a mayor tiempo, las inhibiciones
fueron en AgCu del 72-99 %, ZnO del 55-99 % y TiO, del 32-95 %. Respecto a la capacidad
antiviral, los nanorecubrimientos de AgCu y ZnO inactivaron los aerosoles que contenian
virus de RNA (38-64 %) y DNA (11-16 %). Sin embargo, TiO2 no mostro inactivacion de
aerosoles virales (corto tiempo de exposicion). Mientras que en el ensayo de mayor tiempo
de interaccion (gota), los fagos de RNA fueron inactivados en su totalidad por los tres tipos
de nanorecubrimientos (AgCu a las 2 h, ZnO a las 12 hy TiO; a las 24 h). El fago de DNA
no fue totalmente inactivado.

Conclusiones: Los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO, mostraron potencial
antimicrobiano frente a bacterias patégenas y virus subrogados, tanto por contacto directo
como en aerosoles. AgCu fue el mas efectivo, seguido por ZnO, mientras que TiO, mostrd
menor inhibiciéon. Estos nanorecubrimientos se proponen como posible alternativa para
optimizar equipos de proteccién personal, que reduzcan y prevengan la transmision de
patégenos en entornos meédicos y odontoldgicos.



ABSTRACT

Introduction: Respiratory bacteria and viruses are mainly transmitted through bioaerosols
made up of saliva microdroplets expelled when talking, coughing, or sneezing. Health
professionals such as doctors and dentists are highly exposed to these pathogens because
of their proximity to patients and the use of instruments during conventional and/or surgical
procedures. Although surgical facemasks are effective, once contaminated, they can remain
infected for prolonged periods. No medical protective equipment with antimicrobial
properties has been developed to date.

Aim: To evaluate the antibacterial and antiviral capacities of metallic nanocoatings (AgCu)
and metal oxides (ZnO and TiO-) deposited on polypropylene (PP) fabrics.

Materials and Methods: AgCu, ZnO, and TiO2 nanocoatings were deposited on
polypropylene fabrics by magnetron sputtering. They were characterized using optical and
scanning electron microscopy (SEM), X-ray energy dispersive spectroscopy (EDS),
photoelectron spectroscopy (XPS), water contact angle (WCA), optical profilometry, and
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Eight pathogenic bacteria and
four respiratory virus surrogates (RNA and DNA bacteriophages) were used for antimicrobial
evaluation. Using two methodologies, short-time interaction of the nanocoatings against
bacterial and viral aerosols and longer-time interaction by direct contact using a bacterial
droplet for 24 h or viral droplets for 0.5, 1.5, 2, 4, 6, 12, and 24 h. The results were quantified
by counting colony-forming units (CFUS) in bacteria or lytic plate-forming units (PFUS) in
viruses.

Results: AgCu, ZnO, and TiO; nanocoatings were successfully deposited on PP by
magnetron sputtering. The nanocoatings were homogeneous and hydrophobic, and the
release of metal ions did not exceed their cytotoxicity limits. Antibacterial evaluation showed
that the nanocoatings significantly inhibited bacterial growth. In the short-time interaction
with bacterial aerosols, inhibition was observed for AgCu (70-95 %), ZnO (26-95 %), and
TiO2 (18-81 %). In the direct contact test (droplet) for a longer time, the inhibitions were 72-
99 % for AgCu, 55-99 % for ZnO, and 32-95 % for TiO,. Regarding antiviral capacities, AQCu
and ZnO nanocoatings inactivated aerosols containing RNA (38-64 %) and DNA (11-16 %)
viruses. However, TiO did not inactivate viral aerosols (short exposure time). In the longer
interaction time (droplet) assay, RNA phages were completely inactivated by all three types
of nanocoatings (AgCu at 2 h, ZnO at 12 h, and TiO, at 24 h. The DNA phage was not
completely inactivated.

Conclusions: The AgCu, ZnO, and TiO; nanocoatings showed antimicrobial potential
against pathogenic bacteria and surrogate viruses. AgCu was the most effective, followed
by ZnO, whereas TiO, showed less inhibition. These nanocoatings are proposed as a
possible alternative to optimize personal protective equipment to reduce and prevent the
transmission of pathogens in medical and dental environments.



I. INTRODUCCION

1. EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL (EPP)

Los equipos de proteccion personal o denominados “EPP”, tienen la finalidad de
proteger al individuo de dafios ocasionados por agentes quimicos, biolégicos, fisicos,
radiolégicos, eléctricos, mecanicos u otros peligros que puedan encontrarse realizando
actividades habituales y/o en su lugar de trabajo (OSHA, 2010).

1.1 Evolucién histérica de los EPP

En el &rea de la salud los EPP se han desarrollado debido a la presencia de brotes
infecciosos a lo largo de la historia de la humanidad. Uno de los primeros registros del uso
y desarrollo de equipos de proteccion fue durante la pandemia conocida como la “peste
negra” en el siglo XIV (1347-1351) causada por la bacteria Yersinia pestis, que ocasionaba
fiebre, dolor, debilidad y vomitos entre otros, conllevando a la muerte de las personas
infectadas. Se creia que esta enfermedad se transmitia por el aire “envenenado”, por lo que
los médicos de esa época empezaron a utilizar una tlnica de cuero como ropa protectora,
sombrero y una mascarilla médica, mejor conocida como “mascara negra con pico de
pajaro” que en su interior portaba hierbas y aceites aromaticos con la finalidad de evitar el
contacto con ese aire contaminado (Conti, 2020; World Health Organization, 2022) (Figura
1A). Asimismo, durante otros brotes infecciosos como la peste de Manchuria en 1910 (Y.
pestis) (Lynteris, 2018) y la gripa espafiola en 1918 (influenza tipo A H1IN1), se reconocio
la importancia de utilizar algun tipo de mascara protectora de manera rutinaria para evitar
contagios entre el personal médico y los pacientes (Conti, 2020) (Figuras 1B y C). Afios
mas tarde, a partir de 1960 se mejoraron diversos EPP en el sector médico. Sin embargo,
fue hasta el 2003 y 2009 cuando surgieron dos brotes virales altamente infecciosos: la
influenza aviar (H5N1) y la influenza tipo A (H1N1), donde se reforzaron las medidas de
proteccion relacionadas con los EPP de manera permanente (Figura 1D). Esto ultimo cobro

mayor relevancia en el 2019 con la reciente pandemia por COVID-19 ocasionada por el
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agente viral SARS-CoV-2 que ha provocado méas de 6.6 millones de muertes en todo el
mundo, de las cuales la OMS estima que aproximadamente 115,500 personas eran
profesionales de la salud que atendieron la emergencia sanitaria (World Health, 2021b),
confirmando la necesidad de mejorar los EPP utilizados por el personal de la salud (Figura

1E).

Figura 1. Equipo de proteccion personal (EPP) utilizado en diferentes periodos histéricos por
el personal de la salud hasta la actualidad (CDC, 2020; Conti, 2020; Lynteris, 2018; Spelce et al.,
2017).

1.2 EPP en el area médica

Actualmente, la OMS recomienda que el personal de la salud como médicos,
odontdlogos y enfermeros utilicen guantes, bata quirdrgica, gorro, lentes de proteccién,
caretas, cubrebocas o respirador, durante los procedimientos donde puedan estar
expuestos a los agentes patdgenos. Por lo tanto, es indispensable que el personal de la
salud conozca el uso correcto de los EPP, asi como sus limitaciones, cuidado,
mantenimiento, vida util y desecho adecuado (OSHA, 2010; World Health, 2020a, 2021a).

Se ha demostrado que con el uso correcto de los EPP se puede restringir la
propagacion de bacterias nosocomiales (Lambert, 2017) y virus como el SARS-CoV-2 o el
H1N1 (Ippolito et al., 2020). Sin embargo, a pesar de la efectividad de los EPP para prevenir
enfermedades infeccionas, ninguno tiene la capacidad de inactivar a los microorganismos
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patégenos que viajan en forma de aerosoles o se alojan en las microgotas que se quedan
depositadas sobre sus superficies. Esto Ultimo remarca la necesidad de optimizar los EPP,
buscando nuevas alternativas para disminuir la transmision de infecciones y generar una

mayor proteccion al personal de salud.

1.3 Polipropileno (PP)

Uno de los materiales més utilizados para el desarrollo de los EPP es el polipropileno
(PP), clasificado como un polimero termoplastico, cristalino, ampliamente utilizado para
prevenir la transmision de enfermedades infecciosas (Hossain et al., 2024). El PP puede
producirse a gran escala a partir del monémero “propileno” mediante polimerizacién por
crecimiento en cadena. Al ser un polimero termoplastico, puede disefiarse de diversas
maneras, como cubrebocas de un solo uso (5 g de PP) o bata quirtrgica desechable (10 g
de PP) (Nghiem et al., 2021). Un cubrebocas quirlrgico estd compuesto por tres capas de
PP; las capas exteriores (PP no tejido fabricado por spunbond donde se extruyen filamentos
del PP, se enfrian, se entrelazan y se consolidan mediante union térmica), brindan
resistencia mecanica, proteccion y repelencia al agua. La capa intermedia (PP fabricado
por meltblown donde el polimero fundido se extruye a través de boquillas formando
microfibras) permite el paso del aire y posee capacidad de filtraciébn, mientras que la capa
interior tiene funciones similares a la externa. Ademas, el PP también se utiliza para fabricar
las correas elasticas de los cubrebocas. El hecho de que el PP sea el material de eleccion
sobre otros textiles se debe a razones como su resistencia mecanica, ligereza, capacidad
hidrofébica, eficiencia de filtrado, facilidad de reproducir a gran escala y el bajo costo de

produccion (Nghiem et al., 2021).



2. MICROORGANISMOS TRANSMITIDOS POR AEROSOLES

Los bioaerosoles orales estan compuestos de microgotas de saliva expulsadas del
tracto respiratorio humano al toser, hablar o estornudar, y son una potencial via de
transmision de bacterias y virus respiratorios. Las microgotas expulsadas, cuyo tamafio
oscila en micrémetros, se desplazan por el aire y algunas de ellas (sobre todo aquellas con
un tamafo que oscila ~1 um), pueden quedar suspendidas en el ambiente durante un
tiempo importante, mientras que las microgotas mas grandes (>5 um), se depositan mas
rapidamente sobre las superficies (Figura 2) (Harding et al., 2020; Joseph et al., 2022;
Rowe et al., 2022; Tang et al., 2015; Wang et al., 2021).

Cabe destacar que, los bioaerosoles son la principal fuente de transmision de
microorganismos respiratorios, como el sindrome respiratorio agudo severo por coronavirus
2 (SARS-CoV-2) (Tang et al.,, 2015; Wang et al.,, 2021; World Health, 2020b), los
coronavirus (SARS y MERS), el virus de la rubéola (sarampion) (Zachariah & Stockwell,
2016), el virus de la influenza (Cowling et al., 2013; Tellier, 2009) o el virus de la varicela-
z6ster (Tang et al., 2005), que pueden transmitirse en el ambiente y en los hospitales (Chow
& Mermel, 2017; La Rosa et al., 2013; Shen & Yao, 2023).

Ademas, los médicos y particularmente los odontdlogos estan muy expuestos a
diversos patdgenos transmitidos en los bioaerosoles generados durante los procedimientos
dentales, ya que se utilizan instrumentos rotatorios o ultrasénicos que producen una gran
cantidad de bioaerosoles potencialmente patégenos (Leggat & Kedjarune, 2001; Zemouri
et al.,, 2017). Ademas, existen diversos factores como la temperatura en el ambiente, la
humedad relativa, el material y las propiedades de la superficie, entre otros, que modifican
la supervivencia de los virus o bacterias en los bioaerosoles y microgotas que quedan

depositados en las superficies (Fernandez et al., 2019).



A Generacion de hioaerosoles

. /\‘
« 09 U0 a0 R i
f 0 0 50 i — 1
.O' 0 '_-0..' A E"
. . Z |
LROGs 000 \/ ‘E'\ f .
G '0. 500 Propagacion de P .
o0 00000 patcuasines \ Bacterias Hongos
0" 0 09 il V
0’ 040°
9 U Presencia de
0,9 gotasnicleoen
C ot PR ?o '0._',': i T elaie Tt
Y ] ", n
= N S S (9, Gotas grandes
§ Saet? . L@ >100pm
é qoenee® , @ \
/ ! “ .0,“.: . . | o Gotaspequefias
Generacion directa Generacion indirecta Resuspension ( “' o Gp S m * ! Sym
A y o Bpormcn Exposiion, |
..... ] Prolongad o Gotas niicleo
i eneaeas » IR ¢ .":0 K R a 1m
; == Ssec Y 33 min 1220
& + Aerosoles del 5 ¢ Camina EN
« Toser s retrete g * Barrerasde
. (g ("/_ proteccién
+ Hablar + Procedimientos \2 C 2 Y HoDistancia horizontal
dentales o Qx = * Aspiradoras () 4 recorrida por gotas
« estornudar ) "N > $ ! infecciosas
+ Ventilacién .E:;E * Tubo de escape — in —
LE'L — 1im —

Figura 2. Generacién de bioaerosoles, tiempo de exposicidn y microorganismos patdgenos.
A. Propagacién de particulas virales y formas de transmisién. B. Microorganismos observados por
medio de microscopia electronica. C. Tiempo y tamafio de microgotas suspendidas en el aire que

fueron generadas por bioaerosoles (Joseph et al., 2022; Sharma Ghimire et al., 2019).

2.1 Bacterias de importancia médica y odontoldgica

Las bacterias desempefian un importante papel positivo en diversos ecosistemas
terrestres y acuaticos como; rios, mares, bosques, selvas etc. Y también interaccionan de
manera importante con diversos hospederos como vegetales, animales y humanos. Tal es
el caso, del denominado “microbioma humano” cuya funcion principal es mantener un
equilibrio dinamico en las diferentes estructuras del cuerpo humano (Ursell et al., 2012). Sin
embargo, este microbioma es afectado constantemente por factores ambientales, estimulos
externos o por el aumento de bacterias patdgenas que desencadenan procesos infecciosos
(Martin et al., 2014).

A lo largo de la historia de la humanidad, las enfermedades infecciosas causadas

por bacterias han sido una causa importante de morbilidad y mortalidad. Una de las
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principales etiologias de los procesos infecciosos, es la formacion de biopeliculas, las
cuales forman parte de la patogénesis de muchas infecciones bacterianas subagudas y
cronicas (del Pozo & Patel, 2007), ocasionando diversos efectos adversos en los entornos
médicos y dentales (Melo, 2020).

Las biopeliculas son la principal etiologia de diversas infecciones bacterianas como;
endocarditis, fibrosis quistica, rinosinusitis, osteomielitis, heridas cronicas que no cicatrizan,
meningitis, infecciones renales, caries dental, periodontitis, infecciones relacionadas con
prétesis y en dispositivos biomédicos como implantes dentales. A continuacion, se
mencionan algunas bacterias de importancia médica y odontol6gica que participan en los

diversos procesos infecciosos antes mencionados.

2.1.1 Bacterias aerobias

Escherichia coli (E. coli)

Descrito por primera vez por Theodor Escherich en 1885 (Lim et al., 2010), es un
bacilo Gram negativo facultativo con un tamafio promedio de 1 a 2 um que se encuentra de
manera habitual en el intestino de los seres humanos y otros mamiferos (Figura 3A). Sin
embargo, algunas cepas de E. coli han desarrollado la capacidad de provocar
enfermedades gastrointestinales, como la diarrea del viajero (E. coli enterotoxigénica)
(Nataro & Kaper, 1998), colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (E. coli
enterohemorragica) (Vila Estapé & Zboromyrska, 2012), diarrea persistente (E. coli
enteroagregante) (Nataro & Kaper, 1998) y la diarrea acuosa del lactante (E. coli
enteropatdgena) (Ochoa & Contreras, 2011). Otras cepas de E. coli, pueden causar
infecciones extraintestinales, como infecciones del tracto urinario y meningitis (Kaper et al.,

2004).



Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

Esta especie Gram negativa es considerada un patégeno oportunista
multirresistente, presenta una morfologia de bacilo y un tamafio que oscila entre los 1.5 a
3 um (Figura 3B). Histéricamente, P. aeruginosa ha llamado la atencién debido a la
coloracién azul verdosa caracteristica producida durante su cultivo. En 1850, Sédillot fue el
primero en observar que la decoloracion en las heridas estaba asociado a un agente
“transferible” y en 1882 este patégeno fue aislado por primera vez en un cultivo puro por
Carle Gessard, quien publicé la investigacion "On the Blue and Green Coloration of
Bandages" que significa sobre la coloracién azul y verde de los vendajes. En su publicaciéon
mencionaron sobre del crecimiento de este microorganismo a partir de heridas cutaneas de
dos pacientes con abscesos de coloracion verde azulado (Gessard, 1984).

P. aeruginosa es el agente causal de infecciones agudas y crénicas en individuos
inmunodeprimidos con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), fibrosis quistica,
cancer, traumatismos, quemaduras, sepsis y neumonia asociada a la ventilacion mecanica
(NAV), incluidas las causadas por COVID-19 (Behzadi et al., 2021; Qin et al., 2022).
Ademads, los tratamientos de las infecciones causadas por P. aeruginosa son complejos
debido a sus rapidas mutaciones y adaptacion para ser resistente a los antibioticos, siendo
uno de los patdgenos que encabezan la lista de causantes de infecciones hospitalarias

(Lister et al., 2009).

Staphylococcus aureus (S. aureus)

Esta especie bacteriana presenta una morfologia esférica o de cocos en forma de
racimos con un tamafio que oscila entre los 0.5 a 1.5 pm. Es una bacteria Gram positiva
gue afecta principalmente piel y mucosas (Figura 3C). El género Staphylococcus fue
descrito por primera vez en 1880, por el cirujano escocés Sir Alexander Ogston quien
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describié a estos microorganismos provenientes de un absceso en una articulacion de
rodilla, mencionando la caracteristica formacion de “racimos de uvas". En 1884 el médico
aleman Friedrich Julius Rosenbach diferencioé las bacterias por el color de sus colonias;
Staphylococcus aureus (del latin aurum, oro) y Staphylococcus albus (del latin, blanco).
Posteriormente, Staphylococcus albus pasé a llamarse Staphylococcus epidermidis debido
a su presencia sobre la piel (Licitra, 2013; Lyell, 1989).

Las principales infecciones asociadas con S. aureus son; foliculitis (afectacion del
foliculo pilosebaceo), forlnculos (foliculitis mas infeccion del tejido circundante), antrax
(varios foranculos confluentes), paroniquia, perionixis estafilocécica (infeccion del tejido
blando que rodea las ufias), celulitis, heridas infectadas, e incluso bacteremias a partir de
alguno de los focos primarios que favorecen la diseminacién y originan procesos
secundarios a distancia (Tong et al., 2015). En estadios de mayor gravedad debido a
diseminaciéon por contigliidad o por via sanguinea tras una bacteriemia, los pacientes
pueden desarrollar; sinusitis, mastoiditis, osteomielitis, artritis, endocarditis, neumonias,

abscesos renales o cerebrales (Harris et al., 2002; Tong et al., 2015; Urefia, 2002).

Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)

Esta especie bacteriana es Gram positiva, presenta una morfologia de cocos en
forma de racimos y un tamafio promedio de 0.5 a 1.5 um (Figura 3D). La historia de su
descubrimiento y afio de aislamiento coincide con el de S. aureus (Licitra, 2013; Lyell, 1989).

Anteriormente sélo se consideraba un microorganismo comensal inocuo presente
en la piel humana. Sin embargo, con el paso de los afios y en la actualidad S. epidermidis,
es considerado un patdogeno oportunista relacionado con mdltiples infecciones
nosocomiales (Otto, 2009). Cabe mencionar que, al ser uno de los principales
microorganismos que se encuentra de manera habitual en la piel de los seres humanos,

puede contaminar los dispositivos médicos al ser colocado en el interior del cuerpo y formar
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una biopelicula causante de un proceso infeccioso extremadamente dificiles de tratar
(Costerton et al.,, 1999; Uckay et al., 2009). A pesar de que las infecciones por S.
epidermidis rara vez se convierten en enfermedades potencialmente mortales, su
frecuencia en padecimientos como endocarditis, infecciones en catéteres, osteomielitis,
bacteriemias, y otras infecciones asociadas a dispositivos médicos, representan una grave

carga para el sistema de salud publica (Otto, 2009; Urefia, 2002).

S. aureus

S. epidermidis

Figura 3. Imagen de cuatro bacterias aerobias. A. Escherichia coli, B. Pseudomonas aeruginosa,
C. Staphylococcus aureus, D. Staphylococcus epidermidis. En cada figura se aprecia su tipo de
morfologia (bacilo o coco) y de izquierda a derecha su tincion Gram, micrografia obtenida por SEM

y crecimiento de colonias en agar (Zhou & Li, 2015b).

2.1.2 Bacterias anaerobias

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)

Bacteria Gram negativa, anaerobia con morfologia de bacilo y un tamafio que oscila
entre 1 a 3.5 ym. Anteriormente era denominada Bacteroides gingivalis antes de su
reclasificacion como nuevo género, “Porphyromonas” (Slots & Listgarten, 1988). La

etimologia de Porphyromonas procede del griego “porphyreos” que significa purpura, y del
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sustantivo griego “monas” que significa unidad, esto es debido a que las colonias en placas
de agar sangre se vuelven negras al cabo de 6 a 10 dias (Shah & Collins, 1988).

Actualmente, P. gingivalis es considerado uno de los principales agentes etiolégicos
de las enfermedades periodontales (Hajishengallis et al., 2012). Se encuentra presente en
la cavidad oral, especificamente en el surco subgingival y también se encuentra presente
en abscesos periodontales, los cuales conllevan a la afeccion de los tejidos de soporte de
los dientes (Kah Yan How et al., 2016; Mysak et al., 2014; Tsai et al., 2018).

Al localizarse principalmente en el surco subgingival, para su supervivencia,
depende de la fermentacién de aminoéacidos para la produccion de energia, una propiedad
necesaria para su supervivencia en la bolsa periodontal profunda, donde la disponibilidad
de azlcar es baja (Bostanci & Belibasakis, 2012). Otra informacion relevante es que forma
parte del complejo rojo (en el que se encuentran las especies reconocidas como patégenos
periodontales) descritos por Socransky (Socransky & Haffajee, 2005) y por tanto, forma

parte de la etiologia de la enfermedad periodontal (K. Y. How et al., 2016).

Streptococcus mutans (S. mutans)

Esta bacteria oral presenta morfologia de coco, con tamafio que oscilaentre 0.5y 1
pm, es Gram positivo y anaerobio facultativo. Se localiza en la cavidad oral, orofaringe e
intestino (Lemos et al., 2019; Loesche, 1986; Urefia, 2002). En 1924, J. Clarke fue el
primero en aislar un microorganismo obtenido de una lesiéon cariosa y lo denominé
Streptococcus mutans, porque pensaba que las células ovaladas observadas eran formas
mutantes de otros “estreptococos” descritos anteriormente (Clarke, 1924). Sin embargo,
hasta finales de 1950 fue cuando S. mutans recibié una mayor atencion por parte de la
comunidad cientifica y a mediados de 1960, fue reconocido como uno de los principales
agentes etiologicos de la caries dental (Loesche, 1986). S. mutans, es una de las bacterias
productoras de acido lactico y de los patdégenos principales en la progresion de la caries
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(Becker et al., 2002; Lemos et al.,, 2019). Se puede clasificar en cuatro serotipos
denominados: c, e, f y k en funcion de la composicién quimica de los polisacaridos
especificos de cada serotipo; el ~75% de las cepas aisladas de la biopelicula dental
pertenecen al serotipo “c”, el ~20% al serotipo “e” y el 5% restante pertenece a los serotipos
“” o “k”. Siendo el serotipo “k” el que se relaciona con una mayor incidencia en la
endocarditis bacteriana, debido a la resistencia a la fagocitosis que presentan estas cepas

(Nakano & Ooshima, 2009).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b (A. a. b)

Esta especie bacteriana presenta morfologia de bacilo, con un tamafio promedio de
0.5 a 1.5 ym, es Gram negativa, no movil y anaerobia facultativa. Coloniza la cavidad oral
humanay se encuentra estrechamente asociada a la etiologia de la enfermedad periodontal
(Narskov-Lauritsen et al., 2019). Historicamente, en 1912 Kingler describe por primera vez
a este microorganismo como Bacterium actinomycetem comitans el cual fue obtenido a
partir de lesiones actinomicéticas humanas (Klinger, 1912). Aflos mas tarde, en 1937 fue
renombrada como Actinobacillus actinomycetemcomitans por Topley & Wilson (Topley &
Wilson, 1937). Es importante mencionar que su relacion con la enfermedad periodontal, fue
descrita durante la expansién de la microbiologia oral en 1976, donde se le asocié por
primera vez con la enfermedad periodontal en los adolescentes (Newman et al., 1976;
SLOTS, 1976). Posteriormente, en 1985 su nomenclatura cambi6 a Haemophilus
actinomycetemcomitans (Potts et al., 1986), y nuevamente en el afio 2006 se le asigné el
nombre con el que se le conoce actualmente; Aggregatibacter actinomycetemcomitans, que
fue incorporado como un nuevo género bacteriano “Aggregatibacter” (Nagrskov-Lauritsen &
Kilian, 2006). De A. actinomycetemcomitans, se han identificado hasta el momento seis
serotipos (del a al f), los cuales estan asociados a infecciones humanas como endocarditis
bacteriana, abscesos en la glandula tiroides, infeccién urinaria y como se mencioné
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anteriormente en la patogénesis de la enfermedad periodontal (Ngrskov-Lauritsen et al.,

2019; Zambon et al., 1983).

Actinomyces israelii (A. israelii)

Esta especie bacteriana posee una morfologia de bacilo, tiene un tamafio promedio
de 0.4 a 1.0 um, es anaerobiay es clasificada como Gram positiva. Histéricamente en 1878,
el cirujano Aleman James Adolf Israel fue el primero en aislar esta bacteria y fue
denominada como Streptothrix israelii. Aflos mas tarde en 1896, Walther Kruse,
bacteri6logo aleman, propuso el nombre de Actinomyces israelii para el actinomiceto
anaerobio (Knoner & Schultheiss, 2003). Sus principales sitios de colonizacién son la
cavidad oral, amigdalas, intestino humano y el aparato reproductor femenino. (Slack et al.,
1969). Con respecto a su participacion en la ecologia de la biopelicula dental el género
Actinomyces es considerado un colonizador temprano de la biopelicula dental y por ende
su presencia es considerada benéfica en los individuos con salud periodontal (Socransky &
Haffajee, 2005; Socransky et al., 1998), esto ultimo ha sido corroborado mediante el analisis
de secuenciacion 16S, en el que el género Actinomyces fue identificado en grandes
proporciones en los individuos con un periodonto sano (Tsai et al., 2018). Sin embargo, esta
especie al igual que otras especies del género Actinomyces de manera extraoral, pueden
desencadenar procesos infecciosos oculares, auditivos, en la piel, asi como actinomicosis
(infeccién cronica supurativa) pulmonar y abdominal (Vielkind et al., 2015; Wolff et al.,
2022). En la Figura 4 se presentan las cuatro bacterias anaerobias mencionadas
previamente, donde se puede observar su tincion de Gram, el tipo de morfologia en una

micrografia de SEM, asi como su crecimiento en agar.
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P. gingivalis S. mutans

Figura 4. Imagen de cuatro bacterias anaerobias. A. Actinomyces israelii, B. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans serotipo b, C. Porphyromonas gingivalis, D. Streptococcus mutans. En cada
figura se aprecia su tipo de morfologia (bacilo o coco) y de izquierda a derecha su tincion Gram,

micrografia obtenida por SEM y crecimiento en colonias en agar (Zhou & Li, 2015a).

2.2 Virus de importancia médica y odontolégica

Las infecciones virales han sido descritas desde los antiguos griegos como plagas
de origen desconocido, 0 eventos que estaban relacionados con castigos divinos. Fue hasta
finales del siglo XIX que se establecio que las enfermedades infecciosas estaban asociadas
a diferentes agentes patégenos microbianos como bacterias y los denominados “virus”
palabra derivada del latin que significa veneno (Taylor, 2014).

Un virus es un agente infeccioso de tamafio nanométrico que sélo puede replicarse
dentro de una célula huésped y pueden infectar a diversos organismos, como bacterias,
plantas y animales. Cabe mencionar que un viridn (particula virica) esta conformado por un
acido nucleico (DNA o RNA), una cubierta proteica denominada cépside, y algunos virus
estan rodeados por una membrana llamada envoltura. Los genomas virales son muy
diversos, ya que pueden ser de DNA o RNA, monocatenarios o bicatenarios, lineales o

circulares, y variar en longitud (Nature-education, 2014).
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El ciclo replicativo de los virus involucra desde el inicio de la infeccion hasta la
liberacién de viriones maduros. De manera general el ciclo replicativo se divide en las
etapas de a) adhesidn; la cual consiste en la union de la proteina viral con los receptores
de la membrana celular del huésped. b) Entrada y desnudamiento; donde el virus inyecta
su acido nucleico en el citoplasma de la célula huésped. c) Replicacion del genoma; como
su nombre lo indica el &cido nucleico del virus utiliza la maquinaria de la célula huésped
para replicar, transcribir su codigo genético y traducirlo en proteinas viricas. d)
Ensamblaje; una vez sintetizadas suficientes proteinas viricas, se forman los nuevos
viriones (nuevas particulas viricas) en el ndcleo o citoplasma dependiendo el tipo de virus
y célula huésped. e) Maduracién y liberacion; al tener demasiadas particulas viricas la
célula, estas son liberadas por lisis celular (lisando a la célula huésped), por gemacién (sin
dafar la célula huésped). Al ser liberados los nuevos viriones pueden infectar nuevas
células huésped. Aunque dependiendo del tipos de virus y célula huésped, puede variar el
ciclo replicativo (Cann, 2008).

Por otro lado, las infecciones virales pueden comprometer numMerosos procesos
celulares, como la sintesis de acidos nucleicos, proteinas, el mantenimiento de organelos
como el citoesqueleto y la integridad de la membrana (Chappell & Dermody, 2015). Por tal
motivo, diversos virus son capaces de inducir a la muerte celular o denominada apoptosis
de las células huésped y en algunos mamiferos como los seres humanos pueden causar

enfermedades como gripe, varicela, sida, COVID-19, entre otras.

2.2.1 Bacteriéfagos

Los bacteriéfagos o también llamados “fagos” son virus que exclusivamente infectan
células bacterianas o arqueas (Calendar & Abedon, 2006). Como todos los virus, estan
constituidos por una cubierta proteica o capside que protege su acido nucleico que puede

ser de DNA o RNA, monocatenario o bicatenario.
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Histéricamente, los bacteriéfagos fueron descubiertos en 1915 por William Twort, y
en 1917 fueron descritos por Felix d'Herelle quien describié que este organismo tenia el
potencial de matar bacterias y por ende los denomin6 como “bacteriéfagos” o devoradores
de bacterias. A partir de este potencial antibacteriano entre 1920 a 1930 d’'Herelle y otros
investigadores se enfocaron en analizar las caracteristicas estructurales y bioquimicas de
estos bacteriofagos. Sin embargo, con el descubrimiento de los antibidticos en 1940 fueron
descontinuadas las investigaciones con bacteri6fagos en Estados Unidos y Europa a
excepcion de la Unién Soviética quienes continuaron la investigacion, hasta la actualidad
(Chanishvili, 2012; Clokie et al., 2011).

Las morfologias y familias de los fagos son altamente variables, con tamafios de
capsides que oscilan entre 20y 200 nm (Figura 5) y longitudes de genomas que van desde
~2.4 a 540 kb. Los fagos se pueden clasificar como: virus con DNA o RNA bicatenario
(dsDNA, dsRNA) y DNA o RNA monocatenario (ssDNA, ssRNA). La mayoria de los fagos
tienen cola que varian de forma y tamafio entre los diferentes grupos y el resto son fagos
denominados cubicos, filamentosos o pleomorficos. El término "clubico" denota simetria
cubica y forma icosaédrica u octaédricas y pueden estar elongadas. Algunos tipos pueden

0 no contener envolturas lipidicas (Ackermann, 2009).
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Aligual que en los virus que infectan células eucariontes. Existen dos tipos de ciclos
replicativos en los bacteriéfagos: el primero se denomina “ciclo litico” en el cual, los fagos
infectan, se replican y lisan a su bacteria huésped, es decir conllevan a la muerte bacteriana
(Abedon, 2008). El segundo tipo de ciclo replicativo es el “ciclo lisogénico”, aqui el genoma
de los fagos se integra en el genoma de la célula huésped o permanecen como plasmidos
dentro de la bacteria estableciendo una relacién simbidtica; es decir pueden convivir con la
bacteria e incluso pueden causarle cambios fenotipicos. Cabe mencionar que el ciclo
lisogénico puede ser estable durante generaciones bacterianas, hasta que este entra en un
ciclo litico para formar nueva progenie tras la lisis de la bacteria huésped (Clokie et al.,

2011).
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Con respecto a los bacteriéfagos presentes en la cavidad oral, se sabe que éstos
pueden estar en armonia o lisogenia con sus células huésped y los fagos que se han
identificado principalmente pertenecen al orden Caudovirales, (fagos con cola y genoma de
DNA de doble cadena) (Pinto et al., 2016). En el 2011, se demostr6 que los fagos Aabg01
y Aab@01-1 tienen la capacidad de controlar la progresion de la enfermedad periodontal
afectando principalmente al patdgeno periodontal Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Castillo-Ruiz et al., 2011). Lo que confirma los estudios que sostienen que los fagos juegan

un papel importante en la ecologia oral (Novik et al., 2017; Steier et al., 2019).

2.2.2 Bacteriéfagos como subrogantes virales

El estudio de agentes infecciosos como los virus es imprescindible para mejorar la
calidad de vida presente y futura. Una limitacién para realizar estudios antivirales es el alto
riesgo para el personal de laboratorio que manipula virus de naturaleza altamente
infecciosa, esto aunado al bajo niumero de laboratorios que cuentan con el nivel de
bioseguridad 3 (BSL-3) para manipular virus que infectan células humanas.

Una de las alternativas para optimizar los ensayos y acelerar conocimientos de
virologia es mediante el uso de virus subrogantes o (sustitutos). Por ejemplo, el Instituto
Robert Koch, la asociacion alemana registrada para la lucha contra las enfermedades
viricas y la Sociedad Alemana de Higiene y Microbiologia, han aprobado el uso del virus de
la diarrea viral bovina (DVB) como subrogante o sustituto del virus de la hepatitis C (VHC)
(Kampf et al.,, 2007). Ademas, otras instituciones internacionales como la sociedad
estadounidense para pruebas y materiales (ASTM, American Society for Testing and
Materials por sus siglas en inglés), han aceptado el uso de subrogantes virales para acelerar
y complementar el conocimiento sobre diversos agentes virales infecciosos que no pueden

probarse en laboratorios de nivel de bioseguridad 2 (BSL-2) (ASTM, 2020).
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Aunado a ello, en los dltimos afios se ha incrementado el uso de subrogantes virales
debido a la crisis de salud mundial ocasionada por el SARS-CoV-2 causante de la pandemia
COVID-19, con la finalidad de buscar nuevas alternativas para el control, prevencion,
diagnostico y tratamiento de este agente infeccioso (Shahin et al., 2022). A continuacion,
se mencionan algunas de las principales familias de bacteriéfagos que han sido aceptadas

para ser utilizadas como subrogantes de virus respiratorios.
Fiersviridae anteriormente llamado Leviviridae (SSRNA)

Esta familia de virus se consideran subrogantes de virus como el HIN1 y el HS5N1
(Coulliette et al., 2014), SARS-CoV-2 (Fedorenko et al., 2020), virus entéricos humanos
como el enterovirus D68 (Kim et al., 2017), Norovirus (NoV) (Dawson et al., 2005) y del
virus respiratorio sincitial (RSV). Ademas, esta familia viral se caracteriza por su RNA
monocatenario, los cuales infectan a sus objetivos huéspedes a través de la adsorcion
inicial del virién a lo largo de los pili bacterianos utilizando una proteina de unién de receptor,
la cual induce a la liberacion del RNA del fago en la bacteria huésped. Sus principales
huéspedes pueden ser Enterobacterias, Pseudomonas y Escherichia coli (Callanan et al.,

2018).

Microvirus (ssDNA)

Esta familia de bacteriéfagos, son considerados subrogantes de los Adenovirus, son
viriones que carecen de envoltura, poseen un DNA circular y estan provistos de 12
capsémeros en forma de perilla. Se han aislado fagos de este tipo contra diversos
hospedadores, como enterobacterias, Bdellovibrio, Chlamydia y Spiroplasma (Shirasaki et
al., 2016). Finalmente, en la literatura se encuentran descritos diversos tipos de
bacteri6fagos que han sido utilizados en ensayos antivirales por la relacion y similitudes
morfolégicas de los virus originales de estudio, que representen un alto riesgo su

manipulacién como se muestran en la Figura 6.
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Ejemplos de virus surrogantes de estudio (fagos) |

Cystoviridae (Phis; Fiersviridae

Enveloped, spherical Leviviridae (M52, 0P)  Corticoviridae (2)
P6 Nonenveloped, isometric Nonenveloped, isometric
zl—ﬁplk.n complex
Lytic enzyme PS5
Nucleocapsid shell P8 & P4]

aturation protein
Capsid proteins

Capsid protein P2

Virus original de estudio |

RdRp P2

SARS-CoV-2 s Protein P1

Linear ssRNA (sence+)

M }—4
_— 250m
asnm
Microviridae (Dx172) Tectiviridea (PRO1) Plasmaviridae (v.2;

Nonenveloped, isometric

& 5 Enveloped, pleomerphic
Nonenveloped, isometric nielozed, peamerp)

Capsid proteins

b—Circular ssDNA

25 nm e 50.125 ren (-0 0m )

Figura 6. Ejemplos de bacteriéfagos como virus subrogantes. Del lado izquierdo se aprecia el
virus original de estudio y del lado derecho se observan ejemplos de bacteriéfagos sin cola como los
fagos Cystoviridae, Fiersviridae (antes Leviviridae), Corticoviridae, Microviridae, Tectiviridae y
Plasmaviridae. Se muestran caracteristicas morfologicas, el tipo de material genético, tamafio y
ejemplos de cada fago. Figura adaptada de Shahin et al., 2022 (Shahin et al., 2022).

3. NANOMATERIALES CON PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS

Una de las alternativas actuales para prevenir la transmision de diversas
enfermedades infecciosas es mediante la nanotecnologia y el uso de nanomateriales
(Nasrollahzadeh et al., 2020; Palmieri et al., 2021; Taylor & Webster, 2011). Se denominan
nanomateriales a aquellas estructuras que, en al menos una dimensién, miden menos de
100 nm, lo que les brinda diferentes propiedades fisicoquimicas en comparacion al mismo
material a escalas mayores (bulto), debido a que la relacién superficie-volumen se
incrementa exponencialmente con la disminucion del tamafio (de la Cruz & Gadd, 2012;

Kattan, 2011). Dependiendo de sus dimensiones pueden denominarse como;
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nanorecubrimientos (una dimensién menor a 100 nm), nanotubos (dos dimensiones

menores a 100 nm) y nanoparticulas (tres dimensiones menores a 100 nm) (Figura 7).

Molecular Nanométrica Microscoépica
Atomo Proteinas Virus Bacterias  Eritrocito Cé","a
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Nanotubos v Nanocapas
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Fullerenos

Figura 7. Representacion de estructuras biolégicas a diferentes escalas y clasificacion de

nanomateriales con base en sus dimensiones. Figura adaptada de (Joudeh & Linke, 2022).

3.1 Metales antimicrobianos

3.1.1 Plata (Ag)

La plata (Ag), es un metal noble de color blanco brillante, dactil y maleable.
Cristalograficamente presenta una estructura cristalina cubica centrada en las caras “FCC”.
Es considerado uno de los materiales méas estudiados por sus propiedades bioldgicas, por
ejemplo; antibacterianas, antifingicas, antivirales, anticancerigenas entre otras (Sanchez-
Lépez et al.,, 2020; Yin et al., 2020). Los nanomateriales de Ag presentan multiples

propiedades fisicoquimicas para ser utilizarlos en diversas aplicaciones; como uso
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ambiental (tratamiento de agua) (Soliman et al., 2020), imagenologia (Caro et al., 2010),
entre otros. En el area médica han destacado sus propiedades antifingicas, antivirales,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas, entre otras (Sanchez-Lopez et al.,
2020; Sim etal., 2018; Yin et al., 2020; Zhang et al., 2016). Por tal motivo los nanomateriales
de Ag han cobrado alta relevancia en la actualidad convirtiéndose en una alternativa o

mejora de diversos métodos de diagnostico y tratamiento (Zhang et al., 2016).

3.1.2 Cobre (Cu)

El cobre (Cu) es un metal de transicion de color marrén rojizo, ddctil, maleable, que
ha sido identificado como uno de los mejores conductores eléctricos (después de la Ag) por
lo cual es utilizado en equipos electrénicos. Al igual que la Ag, posee una estructura
cristalina cubica centrada a las caras “FCC”. Otra de sus propiedades mas relevantes es su
capacidad como agente antibacteriano y antiviral por medio de un mecanismo denominado
“contact killing” (Dollwet, 1985) que conduce a la muerte bacteriana o viral al poco tiempo
de contacto con este material (Chatterjee et al., 2014; Mathews et al., 2015; Vincent et al.,
2018). El Cu tiene la capacidad de inactivar diversos virus como el SARS-CoV-2 en
contraste con otros materiales como el acero inoxidable, cartén o plastico, donde el virus
puede permanecer viable hasta por 5 dias (Van Doremalen et al., 2020). Ademas, se ha
descrito que el Cu en tamafio nanométrico, tiene la capacidad de inhibir a los virus y
bacterias mediante diversos mecanismos como la generacién de especies reactivas del
oxigeno (ROS), que afectan membranas virales y bacterianas (Chatterjee et al., 2014;

Jagaran & Singh, 2020).

3.1.3 Aleacion plata-cobre (Ag-Cu)
La combinacion bimetalica de AgCu tiene las ventajas de aumentar su resistencia a
la oxidacion, ser mas estable y potenciar el efecto antimicrobiano (Valdez-Salas et al.,

2021), en comparacion con ambos materiales de forma independiente. Recientemente,
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como antecedentes de este proyecto de doctorado, se demostré la eficiencia de un
nanorecubrimiento de AgCu (registrado como: SakCu®) depositado en ambas caras de un
textil de polipropileno (PP), que suele utilizarse como material de filtracion en los EPP,
incluidos los cubrebocas N95. Los resultados mostraron que esta nanocapa de AgCu tiene
propiedades virucidas contra el virus SARS-CoV-2 y bactericidas contra bacterias
patégenas asociadas a la neumonia y no fue citotoxica para fibroblastos ni queratinocitos

humanos (Bello-Lopez et al., 2021).

3.2 Oxidos metélicos antimicrobianos

Los 6xidos metalicos como el 6xido de zinc (ZnO) y el diéxido de titanio (TiO2)
también son eficaces agentes antibacterianos (Emami-Karvani & Chehrazi, 2012; Lipovsky
et al., 2011; Pasquet, Chevalier, Couval, et al., 2014) y antivirales (Ghaffari et al., 2019;

Prakash et al., 2022; Sportelli et al., 2022).

3.2.1 Oxido de zinc (ZnO)

El ZnO es un polvo blanco insoluble en agua, semiconductor, de estructura cristalina
hexagonal, utilizado en el area biomédica para prevenir o tratar enfermedades topicas o
sistémicas debido a sus propiedades antimicrobianas (Pasquet, Chevalier, Couval, et al.,
2014). En dimensiones hanométricas y a medida que disminuye el tamafio de particula, las
propiedades antibacterianas del ZnO se ven potencializadas y se ha demostrado que
reducen el crecimiento de diversas bacterias patogenas (Alvarez-Chimal et al., 2022; Khan
etal., 2013; Prado-Prone et al., 2018; Prado-Prone et al., 2023) y virus (Ghaffari et al., 2019;
Sportelli et al., 2022), sin exceder los limites de citotoxicidad. Adicionalmente, los
nanomateriales de ZnO son ampliamente utilizados en tratamientos dermatologicos
(protector solar), y odontolégicos como adhesivos dentales (Alvarez-Chimal et al., 2024),
materiales dentales de restauracién temporales y permanentes, entre otros (Kumar et al.,

2017; Pushpalatha et al., 2022).
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3.2.2 Diéxido de titanio (TiO2)

El dioxido de titanio (TiO2) es un compuesto de color blanco que presenta tres fases
cristalinas; brookita (estructura ortorrombica), anatasa (estructura tetragonal) y rutilo
(estructura tetragonal) (Bickley et al., 1991). Este compuesto absorbe la radiacion
electromagnética ultravioleta-visible y puede afectar a los microorganismos a través de un
proceso fotocatalitico, y ademas presenta baja citotoxicidad para las células humanas
(Jafari et al., 2020; Liou & Chang, 2012). Los nanomateriales sintetizados a base de TiOx,
se han considerado como otra alternativa de agentes antimicrobianos debido a sus
propiedades fotocataliticas que actian oxidando especies quimicas adsorbidas en su
superficie bajo irradiacion de luz ultravioleta (UV), produciendo radicales libres altamente
oxidantes que tienen accién bactericida y antiviral. También, posee propiedades
fisicoguimicas estables, no téxicas, es econdmico y de segura manipulacion. Por lo que
podria ser utilizado para recubrir diversas superficies en hospitales actuando como

desinfectante de las mismas (Prakash et al., 2022).

3.3  Recubrimientos nanométricos

Los recubrimientos nanométricos, son peliculas delgadas (menores a 100 nm de
espesor) compuestas de uno o varios materiales (metales, 6xidos metélicos, polimeros,
entre otros) depositadas sobre un sustrato, los cuales le confieren diversas propiedades en
su superficie (Abdel-Karim & Waheed, 2013). Actualmente, existen diversas metodologias
o técnicas de deposito tanto fisicas como quimicas para sintetizar o depositar recubrimientos
nanoestructurados. Entre los métodos de depdsito fisico estan las técnicas de pulverizacion
catddica (sputtering), evaporacion fisica, ablacion laser, entre otras. Mientras que las
técnicas de depdsito quimico son la sintesis electroquimica, sol-gel, depdsito quimico en

fase de vapor (CVD), entre otras, como se muestra en la Figura 8 (Luther et al., 2004).
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Figura 8. Algunas de las metodologias fisicas y quimicas utilizadas para el depésito de
peliculas delgadas.

En este proyecto se utilizé la técnica magnetrén sputtering, para depositar

recubrimientos nanométricos y se describe a continuacién.

3.3.1 Magnetron sputtering

Magnetron sputtering es una técnica para depositar peliculas delgadas a través de
un plasma que es generado dentro de una camara de vacio que contiene el sustrato a
recubrir y el blanco del material que se va a depositar. Esta técnica permite el depdsito de
materiales como metales, aleaciones y compuestos a diversos espesores (Swann, 1988).

Este proceso fisico consiste en la colisién entre especies del plasma (iones de
argoén) y los blancos del material que se va a depositar. La especie incidente sufre una
colision con los 4tomos del blanco al que transmite parte del momento, que a su vez

colisiona con otros atomos del blanco para formar un proceso en cascada. Durante esta
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cascada, algunos atomos cercanos a la superficie adquieren la energia suficiente para
moverse hacia el exterior y son “evaporados” fuera del blanco.

Propiamente la pulverizacion o evaporacion catédica 0 magnetron sputtering
aumenta la densidad del plasma introduciendo un campo magnético en la superficie del
catodo del blanco y utilizando las restricciones del campo magnético sobre las especies
cargadas para aumentar la velocidad de erosion (Feng, 2018). Cabe mencionar que se
utiliza un gas inerte, como el argén, que se ioniza en el entorno de vacio y cuando los iones
de argodn colisionan con el catodo, desprenden atomos de material que son depositadas en
el sustrato como se aprecia en la Figura 9 (Kelly & Arnell, 2000).

Sus principales ventajas frente a otras técnicas de depédsito son; altas tasas de
depésito, facilidad de evaporar catddicamente a una gran variedad de aleaciones o
compuestos, peliculas de gran pureza, alta adherencia de las peliculas, excelente cobertura
de escalones y excelente uniformidad en sustratos (Swann, 1988). Respecto a sus
limitaciones, se encuentran el alto costo del equipo y los efectos de calentamiento del

sustrato (Kelly & Arnell, 2000).

Anodo L

Sustrato

.
!

Blanco catddico para sputtering

Figura 9. Representacion del principio de latécnica de depésito de magnetron sputtering

(Alca Technology: Magnetron Sputtering, 2019).
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3.4 Técnicas de caracterizacion de nanorecubrimientos

A continuacién, se describen las técnicas de caracterizaciéon fisicoquimica de los

nanorecubrimientos utilizadas en el presente proyecto.

3.4.1 Microscopia 6ptica

Una de las técnicas mas utilizadas en el area cientifica es la microscopia Optica, la
cual utiliza luz visible y un sistema compuesto por lentes que permiten observar las
muestras con una mayor amplificacion y resolucion que el ojo humano (Di Gianfrancesco,
2017).

Histéricamente, en 1665 Robert Hooke disefid un microscopio de dos lentes, y
publicé su obra "Micrographia”, donde aparece por primera vez el término "célula”. Afos
mas tarde, Antonie van Leeuwenhoek construyé un microscopio de una sola lente y
descubrié microorganismos a los que llamé "animalculos", siendo lo que actualmente
conocemos como; bacterias, protozoos y espermatozoides (Araki, 2017). Posteriormente,
en 1857 Abbe y Schott, fabricaron un microscopio que alcanzaba una resolucién espacial
de 0.2 um y su modelo de microscopio contribuyé significativamente a los descubrimientos
posteriores en biologia. Sin embargo, debido a la naturaleza ondulatoria de la luz, la
resolucién espacial de un microscopio ordinario esté limitada a 0.2 ym (Araki, 2017). Los
componentes principales que conforman a un microscopio 6ptico son oculares, objetivos,
platina, fuente de luz, condensador con diafragma, base y brazo. En la Figura 10 se puede

apreciar el fundamento y disefio de los actuales microscopios 6pticos.
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Figura 10. Esquema de un tipo de microscopia 6ptica. Del lado izquierdo se aprecia como la luz
atraviesa los diferentes lentes y aditamentos. Mientras que del lado derecho representa el disefio

actual de los microscopios 6pticos (Di Gianfrancesco, 2017).

3.4.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy, por sus
siglas en inglés), es considerada una de las herramientas mas versétiles y utilizadas para
la observacion a una alta resolucién de diversos tipos de materiales y/o muestras bioldgicas
(Zhou et al., 2007). El microscopio electronico de barrido utiliza electrones acelerados lo
cual le otorga la capacidad de tener resoluciones de hasta 0.5 nm en tecnologias de emision
de campo y de 3 a 4 nm en tecnologias de emisién termoiénica (Mancera & Amaya, 2006).

Haciendo un breve resumen de la historia de la microscopia electrénica, el desarrollo
de lo que actualmente se conoce como SEM, ha sido el fruto del trabajo de diversos
cientificos e investigaciones (McMullan, 1995). En 1923, Luis De Broglie propuso la

hipétesis de la “dualidad onda-particula”, en la que afirmé que las particulas, como
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electrones y protones, tienen propiedades tanto de particulas como de ondas (Aspect &
Villain, 2017). Afios mas tarde en 1931 Erns Ruska, construyé el primer microscopio
electronico conocido actualmente como TEM (Transmission Electron Microscopy por sus
siglas en inglés) y posteriormente el primer equipo de SEM, con lo cual fue reconocido con
el Premio Nobel de Fisica en 1986 (Ruska, 1987). Posteriormente en 1942, los cientificos
Zworykin, Hillier y Sniyder, desarrollaron un microscopio que trabajaba con lentes
electrostaticas, sin embargo, no lograron comercializarlo debido a la Segunda Guerra
Mundial. Y fue hasta el afio de 1965, cuando los microscopios electrénicos de barrido se
empezaron a comercializar y a utilizar a mayor escala en diversas areas como la industria
y la investigacién (Mancera & Amaya, 2006).

El principio de esta técnica consiste en el uso de un haz de electrones acelerados
de alta energia, los cuales son emitidos de la fuente de electrones del microscopio para
llegar a la superficie de la muestra. Posteriormente los detectores identifican las sefales de
los electrones secundarios, emitidos a partir de la muestra y estos Ultimos proporcionaran
la informacion relacionada con la muestra, como; topografia, morfologia, homogeneidad,
orientacion de los granos (Akhtar et al., 2018). Por esta razon, la microscopia electronica
de barrido ha sido y continla siendo una de las técnicas mas utilizadas en la investigacién
para la caracterizacion de materiales y nanomateriales. En la Figura 11 se muestran los

componentes principales del SEM y disefio de los equipos actuales.
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Figura 11. Esquema representativo de la Microscopia electronica de barrido. Del lado izquierdo se

c(

aprecian los componentes de un equipo de microscopia electrénica de barrido (Inkson, 2016) y del

lado derecho el disefio actual de los equipos de SEM (figura creada con Biorender).

3.4.3 Espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS)

Esta técnica analitica también conocida como EDS o EDXS por sus siglas en inglés
Energy Dispersive X-ray Spectrometry o también llamada EDX por sus siglas en inglés
Energy Dispersive X-ray, se encuentra acoplada de manera tradicional a un microscopio
electronico (ya sea SEM o TEM).

El detector del equipo de EDS, permite identificar la composicion elemental de
manera semicualitativa de una muestra, con una alta resolucion espacial de ~ 10 nm
(Mancera & Amaya, 2006). Este método de deteccidén elemental semicuantitativo se basa
en la identificacion de rayos X caracteristicos que provienen de la muestra inducidos por la
irradiacion de la muestra con un haz de electrones, los cuales son mapeados, dando como
resultado informacién de la presencia y concentracion de los elementos presentes en la

muestra (Figura 12).
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El principio tedrico, consiste en que el haz de electrones incidente ioniza a los
atomos de la muestra a través de la expulsién de electrones de valencia. Posteriormente,
cuando se produce la ionizacion en las capas internas de electrones, un electron de un
orbital de electrones de mayor energia llenard la vacante creada (Figura 12 A), y la
radiacion electromagnética liberada serd aproximadamente igual al excedente de las
energias de enlace de los electrones y corresponde a la regién energética de rayos X. Una
vez detectados los rayos X caracteristicos de cada elemento, se proporcionara una huella

elemental semicuantitativa (Figura 12 B y C) (Pirozzi et al., 2021).
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Figura 12. Principio de latécnica EDS. A. Representacion del principio teérico de EDS. B. Detector
de rayos X y C. Espectro ejemplo de la huella elemental semicuantitativa de EDS (Pirozzi et al.,
2021).

3.4.4 Espectroscopia de fotoelectrones (XPS)
La espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, conocida como “XPS” por sus

siglas en inglés (X-ray Photoelectron Spectroscopy), es una técnica analitica cuya finalidad
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es identificar la composicion quimica de la superficie de una muestra. Consiste en irradiar
una muestra con rayos X de alta energia, lo que provocara la emision de electrones de los
atomos de la superficie, lo que hard posible determinar su composicion quimica (Aziz &
Ismail, 2017).

Histéricamente el efecto fotoeléctrico fue descrito por primera vez por Heinrich Hertz
en 1887, quien observo que se emitian electrones de las superficies al irradiarlas con luz.
Posteriormente en 1905, Albert Einstein describié el concepto con mayor profundidad y
recibié el Premio Nobel de Fisica en 1921. Mientras que, la primera aplicaciéon de la
fotoemision como método de analisis fue presentada por Steinhardt y Serfass en 1951
(Steinhardt & Serfass, 1951). Afios mas tarde, en la década de los 60s, el fisico Kai
Siegbahn (Premio Nobel de Fisica en 1981) de la Universidad de Uppsala, Suecia, realiz6
investigaciones que contribuyeron al desarrollo exitoso de la técnica XPS y David Turner,
un cientifico de la empresa Perkin-Elmer, fue quien fabric6 uno de los primeros
espectrémetros de fotoelectrones comerciales basados en rayos X. Esta técnica se
considera una herramienta esencial en la caracterizacién de superficies y materiales en una
amplia variedad de campos cientificos e industriales (Stevie & Donley, 2020).

El principio de esta técnica consiste en bombardear una muestra con rayos X, de
alta energia, generando la emision de electrones de su superficie. Estos electrones emitidos
o "fotoelectrones" tienen energias especificas relacionadas con los tipos de atomos
presentes y su estado quimico, en cada material. Cuando se miden esas energias, se
pueden identificar todos los elementos presentes en la muestra (excepto el Hy el He) y
también se puede obtener una proporcion semi-cuantitativa de los mismos, como se aprecia
en la Figura 13. Esta técnica es ampliamente utilizada para analizar el tipo de elementos,
composicion quimica, entorno molecular y la estructura electrénica de las superficies de los

materiales (Aziz & Ismail, 2017; Fadley, 2010).
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Figura 13. Representacién del principio del XPS. Con fuente de fotones, éptica de electrones, un
analizador de energia y un detector. También se muestran los espectros XPS de cuatro metales
(Figura de la Universitat des Saarlandes, Alemania).

3.4.5 Angulo de contacto (WCA)

Esta técnica enfocada en la medicién del angulo de contacto (WCA, water contact
angle, por sus siglas en inglés), se realiza estableciendo la tangente de una gota liquida
con una superficie solida en la base y determinando que se forma entre la tangente y la
superficie solida bajo la gota. La finalidad de utilizar los angulos de contacto 6, es para
estimar las tensiones entre sélido-vapor y solido-liquido (Kwok & Neumann, 1999).
Histéricamente, la posibilidad de estimar las tensiones superficiales sélidas a partir de los
angulos de contacto se basa en una relacién que fue reconocida por Young en 1805. En la
gue se menciona que el angulo de contacto de una gota liquida sobre una superficie sélida
se define por el equilibrio mecanico de la gota bajo la accion de tres tensiones interfaciales

denominado con la siguiente ecuacién:
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YicosOv=Ysv-Ysi
donde: Ysv, €s la tension superficial sélido-vapor, Ys, €s es la tension interfacial
sélido-liquido y Y, es la tension interfacial liquido-vapor.
Esta relacion de equilibrio se conoce como ecuacion de Young (Kwok & Neumann,
1999). Una vez calculando los resultados y en funcién de este angulo de contacto de los
sustratos sdlidos, para un fluido dado, pueden comportarse como hidrofilicos (0° <90°)
hidrofébicos (90° £150°) o superhidrofobicos (150° < 180°) (Khandekar et al., 2010), figura

14 Ay B.

A B No mojable A y~Nm
0 >90°

BUJIAIUI UCISDY

Parcialmente mojable
6 <90°

v
eipauLa UgIBaY

Completamente mojable
0—0°

Sélido

Figura 14. A. Representacion de un sistema de angulo de contacto de gota sésil y la relacion de
equilibrio (Kwok & Neumann, 1999). B. Clasificacion de mojabilidad de acuerdo con los grados de la

angulacion (Khandekar et al., 2010).

3.4.6 Perfilometria 6ptica

Esta técnica permite medir el espesor de una pelicula delgada y la rugosidad de una
muestra. Se basa en la proyeccion de luz en la superficie de un objeto y la captura de la luz
reflejada para calcular la altura o profundidad de diferentes puntos en la superficie.

En esta técnica la iluminacion mediante luz es clave en la interaccion con la

superficie, ya que la captura de imagenes permite el andlisis de profundidad y altura, en
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funcién de como la luz se refleja o difunde desde diferentes puntos de la superficie. Esto
proporciona informacién detallada sobre la topografia tridimensional de la superficie bajo
inspeccion.

Histéricamente la perfilometria éptica se basa en los fundamentos de la 6ptica del
siglo XVIII. Sin embargo, fue en el siglo XX (1980-1990), con el avance tecnoldgico y digital,
gue se destaco esta técnica como método para analizar superficies debido a la precision
con la que permite realizar un analisis topografico. A diferencia de la perfilometria mecanica,
esta técnica es utilizada para medir superficies que no son accesibles en los perfilbmetros

mecénicos (Visscher & Struik, 1994).
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Figura 15. Representacion del principio de la perfilometria éptica (Adaptado de Bruker).
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3.4.7 Plasma Acoplado Inductivamente (ICP)

La técnica de plasma acoplado inductivamente (ICP) por sus siglas en inglés
“Inductively coupled plasma” es una técnica analitica para analizar de manera cualitativa y
diferentes tipos de muestras (Hou et al., 2016). En esta técnica se utiliza argdn para crear
un plasma que desestructura las muestras en atomos excitados que posteriormente
regresan a su estado fundamental (Figura 16). Es decir; la muestra se ioniza en el plasma
y los iones emiten luz a diferentes longitudes de onda caracteristicas, las cuales son

detectadas y analizadas (Mermet, 2006).

Excitacion Emision
Estado excitado del ion
er————--- Ny
Estado basal del ion h
R A
po A . 1
o Estados excitados h vy~ T3
w
A
f R == B ~ A
al bl c| d £ [ s N~ A
Estado basal Y Y

Figura 16. Representacion de la configuracién electronica en términos de niveles de energia. Las
flechas representan las transiciones permitidas por absorcion y excitacién (ascendente) o radiacion
y emision de fotones (descendente). Ay b) representan excitacion, c) ionizacion, d es ionizacion méas

excitacion, e) es emision de iones, f, gy h) son emisiones de atomos (Twyman, 2005).

Los equipos ICP, estan compuestos por campos magnéticos de radiofrecuencia
(RF) inducidos por una bobina de cobre refrigerada alrededor de un tubo de cuarzo a altas

temperaturas. En la Figura 17 se muestra el sistema de un equipo ICP.
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Figura 17. Representacion del principio del ICP (Mazarakioti et al., 2022).

4. EFICIENCIA DE FILTRADO CON PARTICULAS DE NaCl

Uno de los métodos para evaluar la eficiencia de filtrado de distintos materiales es
llevando a cabo una cuantificaciéon del numero de particulas de diversos tamafios que
logran pasar a través de la muestra. Uno de los métodos actuales para cuantificar particulas
es utilizando un sistema “CPC” (por sus siglas en ingles Condensation Particle Counter
setup) basado en la propuesta de Drenwick et al, en 2021. La cual consiste en un generador
de particulas de NaCl de diferentes tamafios, dos contadores Gpticos de particulas (OPC,
por sus siglas en inglés Optical Particle Counter), un impactador de particulas
herméticamente sellado (donde se coloca la muestra o el textil), y una bomba mecénica
para mantener el flujo de aire. Este sistema se adapta dentro de una campana apagada

para mantener esas particulas en ese espacio (Figura 18).
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Figura 18. Esquema representativo del equipo CPC para filtrar particulas de NaCl y su
cuantificacion (Drewnick et al., 2021).

El procedimiento de esta técnica consiste en generar un aerosol del NaCl, el cual
una parte pasa a través de la muestra o el material a evaluar (parte filtrada) y otra se queda
suspendida en la campana (parte externa) y en ambos casos, se coloca un contador de
particulas 6ptico), es decir, dentro de la campana, mientras que el otro contador Gptico
cuenta las particulas que pasan a través del textil (Drewnick et al., 2021). Para el andlisis

de datos se utiliza la siguiente formula:

Py
EF =100 X (1— )

air
donde, P es el nimero promedio de particulas de un diametro determinado que

atraviesan el material, y P,;,- €s el nimero de particulas detectadas dentro de la campana.
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5. EVALUACION MICROBIOLOGICA

En este proyecto se llevaron a cabo ensayos antibacterianos y antivirales, para
estudiar la inhibicion o inactivacién de las especies bacterianas y tipos de virus al interactuar
con los nanorecubrimientos. A continuacion, se describen los fundamentos de las técnicas

utilizadas.

5.1 Ensayos antibacterianos

5.1.1 Eficiencia de filtrado bacteriana (BFE)

Esta metodologia es utilizada para medir la eficacia de filtrado bacteriana (BFE) de
los materiales con los que se elaboran los cubrebocas de uso médico. Este ensayo se basa
en la Norma ASTM: F2101-01 "Standard test method for evaluating the bacterial filtration
efficiency (BFE) of medical face mask materials, using a biological aerosol of S. aureus".

Es un método cuantitativo en el que la maxima eficacia de filtracibn que puede
determinar este método es del 99.9 %. Esta medologia consiste en colocar la muestra
(textil) entre un impactador de particulas y una cdmara de aerosoles. El aerosol bacteriano
se introduce en la cAmara de aerosoles utilizando un equipo nebulizador y una suspensién
de cultivo de S. aureus. Posteriormente, el aerosol se aspira a través de la muestra (textil)
mediante una bomba de vacio acoplada al impactador de particulas que contiene placas de
agar para recolectar las gotas generadas por el aerosol que atraviesan la muestra (textil)
como se observa en la Figura 19. Se utilizan controles sin bacteria y sin la muestra
experimental. Posteriormente las placas de agar se incuban por 48 h y se cuantifican las
UFCs. Finalmente, la relacion entre los controles y las muestras experimentales se registra

como el porcentaje de eficacia de filtracion bacteriana.
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Figura 19. Representacidn del sistema generador de bioaerosoles tomando como referencia la
Norma ASTM: F2101-01.

5.1.2 Ensayo por contacto directo bacteriano (gota)

Este ensayo microbioldgico, se basa en la metodologia denominada “diluciones
seriadas y sembrado en placas de agar” o "técnica de recuento en placa" la cual es utilizada
en microbiologia para cuantificar la concentracion de células microbianas presentes en una
muestra liquida. Esta metodologia consiste en la dilucién progresiva de la muestra “stock”
liquida, para reducir gradualmente la concentracion de los microorganismos y poder realizar
una cuantificacion visual directa, ya sea por medio del sembrado en placas de agar, o por
visualizacién de células bacterianas con un microscopio 6ptico, o utilizando una camara de
conteo Neubauer (Ben-David & Davidson, 2014; Sanders, 2012).

En el caso de la cuantificacién visual directa en placas de agar, las diluciones
seriales se llevan a cabo mediante la transferencia precisa de volumenes conocidos de la
muestra a volimenes definidos de su respectivo medio liquido diluyente (normalmente en
unarelacién 1 a 10 o 1 a 100). Posteriormente, las diluciones sucesivas son sembradas en

placas de agar y son incubadas a temperaturas adecuadas para el crecimiento bacteriano.
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Posterior al tiempo de incubacién, es posible visualizar y cuantificar las UFCs presentes en
la muestra stock y/o en sus respectivos sembrados de las diluciones. Finalmente, el calculo
final de la concentracion microbiana implica considerar las diluciones aplicadas (nUmero de
dilucién y volumen diluido) y nimero de colonias cuantificadas en las placas de agar. A
pesar de que esta técnica sigue siendo de las mas utilizadas en la actualidad, tiene la
desventaja de requerir muchas placas con medio de cultivo, ademas de mucho tiempo de
sembrados (Figura 20 A).

Una optimizacion a esta técnica ha sido el ensayo de sembrado por goteo como se
muestra en la Figura 20 B. Siendo una metodologia rapida, reproducible y segun Corral-
Lugo et al. 2012 es 10 veces mas rapida en comparacién con el método de cuantificacion
directa convencional, con la ventaja adicional del ahorro de material y medios de cultivo,

disminuyendo la contaminacién para el planeta (Corral-Lugo et al., 2012).
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Figura 20. Representaciéon de la metodologia de sembrado convencional de UFCs (o CFUs) y

Triplicado

de sembrado de gota. A. Diluciones seriales y sembrado de cada dilucién en una placa de Petri. B.

Diluciones seriales y sembrado en gota de cada dilucién (Figura creada con Biorender.com).

42



5.2 Ensayos antivirales
5.2.1 Propagacion de bacteriéfagos

Para llevar a cabo las evaluaciones antivirales, se debe llevar a cabo la propagacion
de los bacteriéfagos, mediante la técnica ensayo de doble placa de agar. Como su nombre
lo indica, esta técnica consiste en utilizar dos capas de agar, la primera es una base sélida
de agar, después se deposita una capa superior semisélida, siendo esta ultima donde se
siembran las cepas huésped (o tapiz bacteriano) y posteriormente el subrogante viral
(bacteri6fago) capaz de infectar a la célula huésped y conducir a su replicacion viral. Esta
técnica permite el contacto del fago con la bacteria huésped y al infectarla aparecen zonas
translicidas o transparentes (placas liticas) que contienen particulas de fago y bacterias

lisadas (da Silva et al., 2021) (Figura 21).
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Figura 21. Figura esquematica que muestra la técnica de ensayo de doble placa de agar para la

propagacion de bacteriéfagos (da Silva et al., 2021).
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Alo largo de los afios, los EPP utilizados en medicina y odontologia se han mejorado
para evitar la transmision de microorganismos y enfermedades infecciosas de manera cada
vez mas eficiente. Sin embargo, en algunos casos (como en la pandemia de COVID-19) las
medidas para el control de infecciones han sido insuficientes debido a la capacidad infectiva
de diversos microorganismos patégenos como bacterias nosocomiales y virus respiratorios.
Por lo que cualquier medida que reduzca o evite la propagacion de agentes infecciosos
sera altamente 0til en nuestro pais y a nivel mundial. Ademas, considerando que el uso de
cubrebocas continuard siendo una herramienta indispensable y permanente para el
personal médico y odontolégico (Bar-On et al., 2020), se vuelve fundamental el desarrollo
de nuevas estrategias de proteccion, asi como el andlisis de compuestos y materiales con
capacidades antimicrobianas que puedan mejorar el control de infecciones y sobre todo
proteger al personal de salud y a los propios pacientes de enfermedades infecciosas.

En este proyecto se propuso desarrollar un nanorecubrimiento metalico (AgCu) y
dos nanorecubrimientos de 6xidos metdlicos (ZnO y TiO>) para evaluar sus propiedades
antibacterianas y antivirales. La ventaja de utilizar metales y éxidos metalicos en tamafios
nanometricos para recubrir superficies de materiales como los usados en la fabricacion de
los EPP, es que tienen la capacidad de incrementar su actividad antibacteriana y antiviral
sin exceder los limites de citotoxicidad (Hoseinzadeh et al., 2017; Lu et al., 2013). Los
resultados obtenidos en esta investigacién podrian impactar en el mejoramiento del control
de infecciones en los consultorios dentales y médicos, mediante el uso de EPP (batas,
gorros y cubrebocas) nanorecubiertas con propiedades antimicrobianas disminuyendo el
riesgo de contagio y/o transmision de agentes patdgenos. Por consiguiente, en este
proyecto de doctorado, se plante6 la siguiente pregunta de investigacion: ¢Los
nanorecubrimientos metalicos (AgCu) y de 6xidos metalicos (ZnO y TiO), depositados

sobre textiles de polipropileno, poseen capacidad antibacteriana y antiviral?
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lIl. HIPOTESIS

Los nanorecubrimientos metalicos y de 6xidos metélicos depositados sobre textiles

de polipropileno, presentan efecto antibacteriano y antiviral.

IV. OBJETIVOS

1.

Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano y antiviral de los nanorecubrimientos metalicos

(AgCu) y de 6xidos metélicos (ZnO y TiO,) depositados sobre textiles de polipropileno.

b)

c)

d)

Objetivos especificos
Depositar nanorecubrimientos metalicos (AgCu) y de 6xidos metalicos (TiO2 y ZnO)

sobre un textil de polipropileno mediante la técnica de magnetrén sputtering.

Caracterizar los textiles nanorecubiertos mediante las técnicas de microscopia
Optica, microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia por dispersion de
energia de rayos X (EDS), espectroscopia de fotoelectrones (XPS), angulo de

contacto (WCA), Perfilometria éptica y plasma acoplado inductivamente (ICP).

Determinar la eficiencia de filtrado con particulas de NaCl de los textiles de

polipropileno con los nanorecubrimientos.

Evaluar la efectividad de los nanorecubrimientos contra bioaerosoles bacterianos

(utilizando bacterias aerobias y anaerobias) y virales (bacteriéfagos).

Evaluacién antibacteriana y antiviral por contacto directo (gota) utilizando bacterias

aerobias, anaerobias y virus (bacteriéfagos).
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V. MATERIALES Y METODOS

1. DISENO EXPERIMENTAL

SECUENCIA EXPERIMENTAL

Nanorecubrimientos

AgCu, ZnO y TiO: EVALUACION ANTIBACTERIANA

EVALUACION ANTIVIRAL

VIRUS SURROGANTES (BACTERIOFAGOS)

i '
DEPOSITO CARACTERIZACION AEROSOLES CONTACTO DIRECTO AEROSOLES CONTACTO DIRECTO
BACTERIANOS BACTERIANO (GOTA) VIRALES VIRAL (GOTA)
MAGNETRON SEM, EDS, XPS, WCA,
SPUTTERING PERFILOMETRIA, ICP e & ‘ -} .M
2 o8 61

N e
(| o &
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EFICIENCIA DE FILTRADO

A. israelii

NaCl o eq ° Aa.b PaMx54
e, E. coli PaMx60
LI P: aeruginosa Palvix61
P. gingivalis PhiX174
S. aureus
S. epidermidis CFUs

5. mutans

Figura 22. Secuencia experimental del proyecto (figura propia).

2. DEPOSITO DE LOS NANORECUBRIMIENTOS

El depésito de los nanorecubrimientos se llevd a cabo en el Instituto de
Investigaciones en Materiales (IIM, UNAM) mediante la técnica de magnetrdn sputtering.
Las condiciones del depdsito de los nanorecubrimientos se muestran en la Tabla 1. Dentro
de una cdmara de vacio se adapt6 un sistema con un rollo de polipropileno (PP) (Montblan
corporation) de 70 g/m? (10.16 cm de didmetro y 18 cm de ancho) el cual pasaba por delante
del blanco de sputtering a una distancia de 6 cm y a una velocidad de 6 rpm. El rollo de PP
se colocd dentro de la cAmara de vacio y al alcanzar una presion de 1.0 x 102 Pa se
introdujo argén (Ar) para el nanorecubrimiento de AgCu, mientras que para los

nanorecubrimientos de ZnO y TiO: se introdujeron Ar y oxigeno (O).
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Tabla 1. Pardmetros de depdsito para los tres diferentes tipos de nanorecubrimientos que se llevaron
a cabo.

Nanorecubrimiento/

Condiciones AgCu Zn0 Tio:
Sustrato PP de 70 g/m2 (10.16 cm de diametro y 18 cm de ancho)
Presion 1.0 x 103 Pa

Blanco 50 at. % Ag -
Blanco 50 at% Cu (4", Blanco de ZnO Blanco de Ti
99.99 % de pureza)

a Argon (11 cm3) + Argon (8.0 cmd) +
3
Vel AT (AL Oxigeno (2.0 cm3) Oxigeno (2.0 cm3)
Radiofrecuencia (RF) 240 W 300 W 200 W
del plasma
Tiempo del depésito 10 min (3 h de vacié previas)

(Bello-Lopez et al., (Morquecho-Marin et

(Konstantinidis et al.,

Referencias 2021, Reyes- 2007; Reyes- al., 2020; Silva-
Carmona et al., Carmona et al., 2024) Bermudez et al.,
2023) B 2017)

3. CARACTERIZACION DE LOS NANORECUBRIMIENTOS
Una vez sintetizados, los nanorecubrimientos fueron caracterizados utilizando las

siguientes técnicas.

3.1 Microscopia 6ptica

Esta técnica se utilizé para observar si cambiaba la morfologia de las fibras antes y
después de los nanorecubrimientos. El equipo utilizado fue un (ECLIPSE Ni series de la
marca Nikon), las muestras observadas fueron discos de PP de 1 cm de diametro cony sin
los nanorecubrimientos. Las mediciones del tamafio de las fibras del PP con y sin recubrir

se realizaron con el software ImageJ.
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3.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM) y Espectroscopia por dispersion de

energia de rayos X (EDS)

Con la finalidad de observar y confirmar la uniformidad de los nanorecubrimientos
depositados sobre PP. Se observaron las muestras de PP recubiertas con AgCu. El equipo
utilizado fue un SEM JEOL 7600F equipado con un detector para el andlisis por EDS para
identificar la composicién elemental de los nanorecubrimientos de AgCu, se utilizaron las
mismas muestras que se observaron en el SEM.

Cabe mencionar que no fue posible llevar a cabo el analisis con SEM ni EDS de las
muestras de PP sin recubrir, ni las muestras de PP recubiertas con ZnO o TiO,, debido a
que el PP y los 6xidos son aislantes y la carga de la superficie no permitieron obtener
imagenes, ni espectros de EDS. Se intentd recubrir con carbono, pero no se lograron
obtener las imagenes ni el andlisis elemental. Unicamente fue posible para el
nanorecubrimiento de AgCu ya que al ser un recubrimiento bimetalico y conductor se

reduce la carga de electrones sobre la muestra del PP.

3.3 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Con esta técnica fue posible complementar la informacion de la superficie y
composicion de los nanorecubrimientos. Para el andlisis de superficie de los textiles de PP,
PP+AgCu, PP+Zn0O se utilizé el equipo de Microsonda PHI 5000 VersaProbe Il en el [IM-
UNAM. El analisis del textil de PP recubierto con TiO; se llev6 a cabo en el Departamento
de quimica de la Universidad de Bari (Universita degli Studi di Bari Aldo Moro) en Barri, Italia.
Se utilizé un espectrometro PHI Versaprobe Il. Se registraron barridos de sondeo en al
menos tres puntos de las muestras para obtener el promedio de la composiciéon quimica
superficial. La escala de energia de enlace (BE) se calibro fijando el componente alifatico
de Cls en 284,8 eV. El procesamiento de los datos se realiz6 con el software ULVAC-PHI
MultiPak (v.9.9.3) y OriginPro. Por lo que esta técnica fue utilizada para identificar la
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composicion de la superficie y sus estados de enlace de los tres tipos de

nanorecubrimientos.

3.4 Angulo de contacto (WCA)

Esta técnica fue empleada para evaluar la mojabilidad de los nanorecubrimientos
depositados sobre PP y la muestra de PP sin recubrir, mediante el método estatico de gota
sésil. El equipo utilizado fue un goniémetro OCA 15EC (Dataphysics Company). Para
realizar las mediciones, se coloc6 una gota de 4 pL de dd-H,O sobre la superficie de los
discos de PP de 1 cm de diametro con y sin los nanorecubrimientos; las mediciones se

realizaron por triplicado.

3.5 Perfilometria 6ptica

El analisis del espesor de los nanorecubrimientos se llevé a cabo utilizando un
perfilbmetro éptico Zygo. Para realizar estas mediciones se realizaron depdsitos de los
nanorecubrimientos en piezas de Si y/o PP. Después del depdsito se llevé a cabo la

medicion del grosor de las muestras nanorecubiertas por triplicado.

3.6 Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)

Para identificar la concentracién de iones metalicos liberados (Ag*, Cu?" Zn?*y Ti*")
en agua y medio de cultivo a las 24 h, se sigui6 el protocolo de la norma 1SO10993-12
“Biological evaluation of medical devices”. Se expusieron 6 cm?/mL de los textiles de PP
recubiertos con AgCu, ZnO y TiO2 en agua desionizada y en medio de cultivo caldo soya
tripticaseina (TSB), posteriormente fueron incubados a 37 °C en agitacion por 24 h.
Después del tiempo de incubacion las muestras fueron digeridas utilizando 0.1 mL de cada
suspension y 0.5 mL de &cido nitrico al 70 % (Sigma Aldrich) diluido en 8 mL de agua.
Posteriormente, las soluciones fueron filtradas (filtros de 0.45 pym de tamaio de poro) e
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introducidas a un equipo de espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS; modelo iCAP Qc, Thermo Scientific). Para cada elemento y la calibracion del
equipo se tomé como referencia estdndares de Ag, Cu, Zn y Ti a una concentraciéon de

1000mg/L.

4. EFICIENCIA DE FILTRADO CON PARTICULAS DE NaCl

La eficiencia de filtracién de los textiles con y sin los nanorecubrimientos se llevo a
cabo utilizando particulas de cloruro de sodio (NaCl) de diferentes tamafios (0.3, 0.5y 1
pm). Se utilizé un sistema compuesto por un generador de particulas de NaCl, dos
contadores Opticos de particulas por sus siglas en inglés “OPC”, una cAmara de vacio y una
bomba mecanica. Todo el sistema fue colocado dentro de una campana de extraccién
(Figura 23). El disefio y el funcionamiento de este sistema, esta basado en la propuesta de
Drenwick et al, en donde uno de los OPC cuenta las particulas de NaCl en la campana,
mientras que el otro contador Optico cuenta las particulas que pasan a través del textil
(Drewnick et al., 2021). La bomba de vacio se activo durante 6 min y 30 s a una velocidad

de 1.4 m/s. La eficacia de la filtracion se midié utilizando la siguiente formula:

EF =100 x (1--L) (Eq. 1)

air
donde, P; es el nimero promedio de particulas de un diametro determinado que

atraviesan el material, y P,;- €s el nUmero de particulas detectadas dentro de la campana.
Se realizaron cinco mediciones de 20 s en cada textil con y sin alguno de los

nanorecubrimientos (discos de tela de 65 mm de diametro), y se repitieron por triplicado.
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Figura 23. Montaje experimental del equipo para filtrar particulas de NaCl y su

cuantificacién. Basado en la propuesta de Drewnick et al. 2021 (figura propia).

5. ENSAYOS ANTIMICROBIANOS

La evaluacibn de las propiedades antibacterianas y antivirales de los
nanorecubrimientos se realiz6 mediante dos metodologias diferentes: inhibicion del
crecimiento bacteriano o de la infectividad viral en aerosoles e inhibicion del crecimiento

bacteriano o de la infectividad viral por contacto directo (gota).

5.1 Evaluacion antibacteriana

Los ensayos antibacterianos se llevaron a cabo utilizando cepas “tipo” de cuatro
especies bacterianas aerobias y cuatro bacterias anaerobias (American Type Cell Culture
Collection, ATCC) (Tabla 2). Las bacterias aerobias se cultivaron individualmente en placas
de Petri con agar con agar soya tripticaseina (TSA) (BBL, Becton-Dickinson) y se incubaron
durante 24 h a 37 °C en condiciones aerobias. Mientras que las bacterias anaerobias se
cultivaron individualmente en placas con agar infusion cerebro corazén enriguecido (BBL,
Becton-Dickinson), TSA (BBL, Becton, Dickinson) y extracto de levadura (BBL, Becton,
Dickinson), suplementadas con 5 upg/mL de hemina (Sigma-Aldrich), 0.3 pg/mL de
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menadiona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), y 5 % de sangre de cordero desfibrinada
(Microlab). Las cepas fueron incubadas durante 7 dias a 35 °C en condiciones anaerobias
(80 % N2, 10 % CO2 'y 10 % Hy).

Posteriormente, los cultivos puros de cada una de las diferentes especies
bacterianas fueron transferidos a tubos de microcentrifuga de 1.7 mL con medio de cultivo
TSB enriquecido para las especies aerobias o0 medio de cultivo Mycoplasma enriquecido
(Mycoplasma broth) afiadido con 5 pg/mL de hemina y 0.3 pg/mL de menadiona, para las
especies anaerobias. La densidad optica (OD) de cada tubo se ajust6 a 1 una A = 600 nm
en un espectrofotometro (BioPhotometer D30, Eppendorf) para obtener una suspension

bacteriana con 1x10° células/mL.

Tabla 2. Especies bacterianas utilizadas in vitro en este estudio.

Especie bacteriana # ATCC Gram Atmgsfera de

crecimiento
Actinomyces israelii 12102 + anaerobia
,Sb\gr%rtiegstg)bacter actinomycetemcomitans 43718 i anaerobia
Escherichia coli 33780 - aerobia
Porphyromonas gingivalis 33277 - anaerobia
Pseudomonas aeruginosa 43536 - aerobia
Streptococcus mutans 25175 + anaerobia
Staphylococcus aureus 25923 + aerobia
Staphylococcus epidermidis 14990 + aerobia
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5.1.1 Viabilidad de aerosoles bacterianos

Se evalué la capacidad antibacteriana de los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO, y
TiO- utilizando un sistema de filtracion que generaba aerosoles que contenian bacterias
patégenas (Figura 24). EI montaje experimental se llevé a cabo con base en la Norma
ASTM: F2101-01 "Standard test method for evaluating the bacterial filtration efficiency (BFE)
of medical face mask materials, using a biological aerosol of S. aureus". Los textiles de PP
con o sin los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO o TiO; se expusieron durante 2 minutos a
los aerosoles bacterianos (una concentracion de 1x108 UFCs/mL). Estos aerosoles, se
generaban por medio de un equipo nebulizador y eran atraidos por una bomba de vacio
(simulando un sistema respiratorio humano). Se colocaron placas de Petri con agar dentro
del impactador de particulas para recolectar las bacterias que eran capaces de atravesar
los textiles de PP con o sin los nanorecubrimientos. Posteriormente, las placas de agar se
incubaron a 35°C en condiciones aerodbicas (24 h) o anaerodbicas (7 dias). El nimero de
bacterias viables que pudieron atravesar los textiles experimentales se expresé como el
numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) presentes en cada ensayo. Los
experimentos se realizaron por triplicado. El porcentaje de inhibicion bacteriana fue

expresado como:

Inhibicién bacteriana en aerosoles (%) = (1 —1071) (100) (Ec. 2)

Donde, L es Logio (UFCs en PP) - Logio (UFCs en PP+AgCu 0 ZnO o TiOy).
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Figura 24. Representacion del montaje experimental del del equipo generador/simulador de

aerosoles (Reyes-Carmona et al., 2023).

5.1.2 Ensayo por contacto directo bacteriano (gota)

Para evaluar la capacidad antibacteriana por contacto directo; se sembré una gota
de 40 pL a una concentracion de 4x10” UFCs/mL de cada especie bacteriana sobre discos
de los textiles de PP con y sin los nanorecubrimientos (1 cm de diametro), se incubaron a
35 °C durante 24 h en condiciones aerébicas o anaerdbicas (Figura 25A). Posterior a la
incubacion, se recuperaron los discos expuestos a las gotas bacterianas, se sumergieron
en 500 pL de medio de cultivo (caldo) en tubos para microcentrifuga. Cada tubo fue
sometido a agitacion vigorosa (vortex) por cinco periodos de 5 segundos para desprender
las bacterias presentes que estuvieron en contacto con los discos (Figura 25B). De la
suspension resultante, se realizaron cuatro diluciones seriadas y se sembraron gotas de 5
pL de cada dilucion en placas de Petri con agar TSA 6 HK enriquecido y se incubaron a 35

°C en condiciones aerobias (24 h) o anaerobias (7 dias) dependiendo de la cepa bacteriana
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(Figura 25C). Posterior al tiempo de incubacion se realizo en conteo de las UFCs de cada
una de las diluciones sembradas (Figura 25D) y el porcentaje de inhibicién bacteriana por

contacto directo (gota) fue expresado como:

Inhibicién bacteriana en contacto directo (%) = (1 —107%)(100) (Ec. 3)

Donde, L es Logio (UFCs/mL en PP) - Logio (UFCs/mL en PP+AgCu o ZnO o TiOy).
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Figura 25. Metodologia contacto directo. A. Inoculacion de gota bacteriana en los textiles
experimentales (AgCu, ZnO, TiO2y PP). B. Recuperacion de discos con gota. C. Diluciones seriales

y sembrado en placas Petri. D. Cuantificacién de las UFCs (figura propia creada con Biorender.com)

5.2  Evaluacion antiviral
En este estudio, se seleccionaron cuatro cepas de bacteri6fagos como modelos
sustitutos de virus respiratorios (Tabla 3), ya que presentan caracteristicas estructurales

similares, son seguros de usar, son relativamente faciles de producir en grandes
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cantidades, y adecuados para realizar ensayos para evaluar propiedades antivirales
(Fedorenko et al., 2020; Machado et al., 2021; McAlister et al., 2004; Turgeon et al., 2014).
Los fagos utilizados fueron PaMx54, PaMx60, PaMx6l de la familia Fiersviridae
(anteriormente conocida como Leviviridae) los cuales poseen un genoma de RNA lineal y
fueron aislados en México por Sepulveda-Robles y cols. (Sepulveda-Robles et al., 2012),
asi como su cepa huésped Pseudomonas aeruginosa 33 (PS33). También se utiliz6 el fago
PhiX174 que fue adquirido de la coleccion ATCC (13706-B1) el cual se caracteriza por tener
un genoma de DNA circular y ser de la familia Microviridae. En la Tabla 3 se describe a

mayor detalle las caracteristicas estructurales de estos virus.

Tabla 3. Bacteriéfagos utilizados en este proyecto como sustitutos de virus respiratorios

humanos (virus subrogantes).

Bacteriéfago PaMx54 PaMx60 PaMx61 PhiX174
rl]3a<,:ter|a P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa E. coli
uésped
Genoma ssRNA ssRNA SssRNA ssDNA
(lineal) (lineal) (lineal) (circular)
Proteinas Cuatro
estructurales Dos Dos Dos (F,G,JyH)
Familia Fiersviridae Fiersviridae Fiersviridae Microviridae
L. Sin envoltura, Sin envoltura, Sin envoltura, Sin envoltura,
Capside . Py P s
Icosaédrica Icosaédrica Icosaédrica Icosaédrica
Tamaiio 25 nm 25 nm 25 nm

Micrografia

(Sepulveda-Robles et al., 2012)
Referencias Coleccion de ATCC (Kirchberger & Ochman, 2023; van den Worm et al.,
2006)
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La propagacion de los fagos se realizo utilizando la técnica de doble capa de agar
suave, adicionando en tubo de ensayo estéril ~10° fagos y 300 pL de la bacteria huésped
(Pseudomonas aeruginosa 33 (Ps33) fue la cepa huésped para los fagos PaMx54, 60y 61.
y E. coli rfaB mutante fue la cepa huésped del fago PhiX174). Cada fago, se incub6 durante
10 min a temperatura ambiente para permitir la incorporacion del fago a la bacteria, se
agregaron 3 mL de medio T¢ suave (10 g de Bacto-triptona, 5 g de NaCl, 7 g de Bacto-agar,
2 MgClI2) y se vertieron en una placa de Petri con medio de cultivo Luria Bertani (LB) para
formar un tapiz bacteriano. Posteriormente, se incubd el tapiz bacteriano a 37 °C durante
toda la noche hasta la lisis confluente de la bacteria (Sambrook et al., 1989). Por ultimo, se
raspo el agar y se incub6 durante la noche a 4 °C en 5 mL de medio de cultivo de fagos (50
mM Trisma-base pH 8, 10 mM MgSO4, 100 mM NacCl, 2 % de gelatina), se centrifugé a
10.509 G durante 10 min y se recuper6 el sobrenadante o lisado de fago. Por ultimo, cada
lisado fagico se titul6é por diluciones seriadas y fue sembrado sobre las placas de Petri con

nuevos tapices bacterianos (Figura 26).

3

Cultivo bacteriano puro Agar suave R ~ Agar base

(bacteria huésped)
l Agar superior
' (tapiz bacteriano)

Gotas con 2 — <5
bacteriéfago s x W -

Agar base
(inferior)

Bacterias lisadas por infeccion del bacteriéfago

Figura 26. Figura representativa de la metodologia para llevar a cabo el ensayo de placa de

doble capa para la propagacion de bacteri6fagos (Reyes-Carmona et al., 2023).
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5.2.1 Inactivacion de aerosoles virales

Este ensayo se realiz6 de manera similar que a la prueba de aerosoles bacterianos
y se utilizé el mismo montaje experimental que con las bacterias (como se mostro en la
Figura 23). En estos ensayos se utilizé una concentracion viral de 1x108 UFPs/mL dentro
del vaso del nebulizador. Las muestras de PP con o sin los nanorecubrimientos se
expusieron durante 2 minutos a los aerosoles virales que eran atraidos por una bomba de
vacio, simulando un sistema respiratorio humano. Se colocaron placas de Petri con tapices
bacterianos (con la respectiva cepa huésped de cada fago) en la parte superior en el
impactador para recolectar los virus que se mantuvieron viables de los textiles de PP con o
sin los nanorecubrimientos. Posteriormente, se incubaron las placas de agar a 37 °C
durante la noche. El nimero de fagos viables se expresaron como el nimero total de
Unidades Formadoras de Placas Liticas (UFPs) y el porcentaje de inactivacion viral en

aerosoles fue expresado como:

Inactivaciéon viral en aerosoles (%) = (1 —107%) (100) (Ec. 4)

Donde, L es Logio (PFUs en PP) - Logio (PFUs en PP+AgCu o0 ZnO o TiOy).

5.2.2 Ensayo por contacto directo viral (gota).

De manera similar al ensayo por contacto directo bacteriano, se sembré una gota
(30 pL) de cada fago a una concentracién viral de 1x108 UFPs sobre discos de 1 cm de
didmetro de PP con y sin nanorecubrimientos a 37 °C. Para determinar el tiempo que tardan
los nanorecubrimientos en inactivar a los virus, se recuperaron los discos con las gotas
virales a diferentes tiempos de contacto (0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 12 y 24 h). Posterior a cada
tiempo de incubacién, los discos se sumergieron en 500 pL de medio de cultivo para fagos
en tubos para microcentrifuga estériles y se les dio agitacion vigorosa (vortex), para

desprender los fagos presentes que estuvieron en contacto con los discos. De la
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suspension resultante, se realizaron cuatro diluciones seriadas y se sembraron gotas de 5
pL de cada dilucion en placas de Petri con agar LB utilizando la técnica de doble capa de
agar (da Silva et al., 2021; Kropinski et al., 2009; Sepulveda-Robles et al., 2012) y se
incubaron a 35 °C en condiciones aerobias durante 24 h.

Posterior al tiempo de incubacion se realizé en conteo de las UFPs de cada una de
las diluciones sembradas. Este ensayo se realiz6 por triplicado. El porcentaje de

inactivacion viral por contacto directo (gota) a diferentes tiempos fue expresado como:

Inactivacién viral por contacto directo (%) = (1 —107%) (100) (Ec.5)

Donde, L es Logio (UFPs/mL en PP) - Logio (UFPs/mL en PP+AgCu o0 ZnO o TiOy).

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los experimentos antimicrobianos se realizaron por triplicado y
fueron expresados como la media + EEM (error estandar de la media), utilizando tres
muestras independientes de cada grupo de muestras. La significancia estadistica se
determiné mediante la prueba ANOVA de una via con la correccion de Dunnett, mediante
el software Prisma y se consideraron diferencias estadisticamente significativas a partir de

una p < 0.05.
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VIl. RESULTADOS

1. DEPOSITO DE LOS NANORECUBRIMIENTOS

En la Figura 27, se muestran los rollos de PP antes y después de realizar los
depdsitos con AgCu, ZnO y TiO,. También se muestra el interior de la camara de vacio del
equipo donde se llevaron a cabo los depdsitos mediante la técnica magnetrén sputtering.

En las Figuras 27C y D, se puede apreciar que el nanorecubrimiento de AgCu
adquiere un color entre plateado y grisaceo, mientras que los nanorecubrimientos de ZnO

y TiO2, mantienen la coloracion blanca del PP.

NANORECUBRIMIENTOS

Deposito

Control

Figura 27. Depésito de los nanorecubrimientos AgCu, ZnO, TiO,. A. Rollo de PP sin
recubrimiento. B. Interior de la cAmara de vacio durante la deposicion rollo a rollo. C. Rollos de PP
recubiertos con AgCu, ZnO o TiO2. D. Discos de PP sin recubrimiento y con los nanorecubrimientos;
AgCu (PP+AgCu), ZnO (PP+Zn0), TiO2 (PP+TiO2).

2. CARACTERIZACION DE LOS NANORECUBRIMIENTOS

Por medio de la microscopia 6ptica se logré el objetivo de comparar la morfologia
de las fibras del PP (sin recubrir) y del PP recubierto con AgCu, ZnO o TiO,. En la Figura

28 se puede apreciar que en los tres grupos experimentales (AgCu, ZnO y TiOy),
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mantuvieron la misma morfologia y tamafios de fibras muy similares al de las fibras del textil
de PP sin recubrir. Los resultados mostraron que el tamafio de fibras del PP sin
recubrimiento fue de 24.29 + 0.88 um, mientras que las fibras del PP recubiertas con AgCu
presentaron un tamafio de 24.02 + 0.36 um, las recubiertas con ZnO de 23.51 + 0.36 um y
las recubiertas con TiO, de 24.11 + 0.33 um.

Debido a la gran similitud de tamafios de las fibras, se confirm6é que los
recubrimientos fueron homogéneos ya que no se observaron cambios relevantes en el

tamafio ni la morfologia de las fibras.

Figura 28. Caracterizacion por microscopia éptica de todos los textiles. Siendo de izquierda a
derecha los textiles de PP con y sin los nanorecubrimientos a diferentes amplificaciones (4X, 10Xy
20X).
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2.1 Caracterizacion del nanorecubrimiento AgCu

Los resultados de la caracterizacion del nanorecubrimiento de AgCu mostraron que
qgue el nanorecubrimiento de AgCu tuvo un espesor de ~30 nm determinado mediante
perfilometria 6ptica (perfildmetro 6ptico Zygo), depositado en piezas de Si. En la Figura 29
se muestra el analisis realizado con SEM y EDS. Mediante las micrografias obtenidas por
SEM, se puede apreciar que el nanorecubrimiento de AgCu se encuentra depositado de
manera uniforme sobre las fibras de PP (Figura 29A). Con el analisis por EDS se identificd
una composicion de 61+7 at. % de Cu y 39+7 at. % de Ag (Figura 29B). El analisis con XPS
confirmo6 que en la superficie de los textiles con el nanorecubrimiento de AgCu estaban
presentes los elementos C, O, Agy Cu (55.6 at. % de Cu y 44.4 at. % de Ag). (Figura 29C).
Mientras que en las Figuras 29D y 29E se aprecian en alta resolucion las regiones Ag3d y
Cu2p caracteristicas de los elementos plata y cobre. Los resultados de las mediciones
obtenidas mediante el &ngulo de contacto indican que el nanorecubrimiento de AgCu fue
ligeramente mas hidrofobico (121.8°+0.9) comparado con el control de PP (116.8°+0.6)

(Figura 29F).
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Figura 29. Caracterizacién del nanorecubrimiento de AgCu. A. Micrografias de SEM del
nanorecubrimiento de AgCu con diferentes amplificaciones (los circulos rojos indican los sitios de
unién de las fibras de PP). En las micrografias inferiores (de mayor aumento), se observa que el
nanorecubrimiento de manera uniforme sobre las fibras del textil. B. Espectro EDS donde se
identificaron Ag y Cu. C. Espectro XPS de baja resolucién donde se identificaron los elementos
presentes en la superficie. D. y E. Espectro XPS de alta resolucion en las regiones Ag3d y Cu2p. F.
Angulo de contacto del nanorecubrimiento de AgCu y PP sin recubrir.

2.2 Caracterizacion del nanorecubrimiento ZnO

Los resultados de la caracterizacion del nanorecubrimiento de ZnO con perfilometria
Optica mostraron que el espesor del nanorecubrimiento fue de 25-30 nm. En la Figura 30A,
se muestra el espectro XPS del nanorecubrimiento de ZnO depositado sobre PP y Si (para
su comparacion), en ambos casos se pueden observar los elementos Zn, O y C. En el

depdsito sobre PP, se observa una sefial muy alta de C1s para el ZnO depositado sobre
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PP, que proviene de las areas no recubiertas de las fibras de PP consistente con su
composicion quimica, (CsHs)n. En las Figuras 30B y C se observan los espectros de alta
resolucién con las regiones Zn2p y O1s caracteristicos de los espectros XPS de ZnO. La
composicion quimica en la superficie del PP con el nanorecubrimiento de ZnO fue de 63.5
at. % de Zny 36.5 at. % de O. La cual, se obtuvo a partir de diferentes muestras de peliculas
de ZnO depositadas sobre Si, para evitar las contribuciones del carbono, los resultados
indican que se obtuvieron muestras subestequiométricas, a pesar de que se suministr6é gas
oxigeno durante la deposicién. Esto podria ser consecuencia de la baja temperatura
utilizada durante la deposicion. Con respecto al angulo de contacto, al igual que el
nanorecubrimiento de AgCu, el nanorecubrimiento de ZnO fue ligeramente mas hidrofébico

(126.1° £ 0.8) que el control de PP (116.8° = 0.6) (Figura 30D).
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Figura 30. Caracterizacion del nanorecubrimiento de ZnO. A. Espectros XPS de baja resolucion
de la nanocapa de ZnO depositada sobre Siy PP para su comparacién. En ambos casos se identificd
Zn, 0y C.B.y C. Espectro XPS de alta resolucion en las regiones Zn2P y O1s. D. Angulo de contacto

del nanorecubrimiento de ZnO y del PP sin recubrir.
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2.3 Caracterizacion del nanorecubrimiento TiO»

Los resultados de la caracterizacion con XPS del nanorecubrimiento de TiO» se
presentan en la Figura 31, donde se identificaron las regiones Ti2p con su caracteristico
doblete (1/2 y 3/2), asi como las regiones Cls, Ols. Se identificé que la region Ti2p 3/2
aparece a 458.6 + 0.2 eV, en concordancia con la presencia de Ti(IV). Considerando que
el primer componente de Ols a BE = 530.0 £ 0.2 eV atribuible a Oxidos inorganicos
(compuestos que contienen oxigeno y un metal). Al calcular la relacion entre los porcentajes
atdmicos de oxigeno (O%) correspondiente a la sefial de Ols a 530 eV (asociada con
oxidos inorganicos) y el porcentaje atémico de titanio (Ti%), se obtuvo una relacién de 70
at.% Ti y 30 at.% O) estando el oxigeno por debajo del valor tedrico de 1:2 para TiOg, lo
gue sugiere que se forma un éxido no estequiométrico, TiOy, similar al ZnOy. Respecto al

grosor del nanorecubrimiento de TiO., este fue de 32 nm aproximadamente.
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Figura 31. Caracterizacién del nanorecubrimiento de TiO». A. Espectros XPS de la region Ti2p y
con sus respectivos dobletes. B. Regién Cls (arriba a la derecha) C. (abajo) relevantes para el textil
de PP modificado con TiO2. D. Angulo de contacto del nanorecubrimiento de TiO2 y su control PP

sin recubrimiento.
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3. EFICIENCIA DE FILTRADO CON PARTICULAS DE NaCl

Los resultados de la eficacia de filtrado utilizando particulas de NaCl, se muestran
en la Tabla 4, con los tres tamafios de particula evaluados (0.3, 0.5y 1 um). Los resultados
indicaron que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre la eficacia de

filtracion estimada para el textil de polipropileno (PP) ni los textiles de PP recubiertos.

Tabla 4. Eficiencia de filtrado (NaCl) (%) para los textiles: Polipropileno como control (PP) y PP

nanorecubierto.

0.3 pm 0.5 um 1um

Tamafio de particula NaCl _
(Mediax EEM) (Mediax EEM) (Mediax EEM)

PP 30.5+8.3 61.1 +6.6 72.1+0.6
AgCu 28.1+2.6 56.9 £3.7 66.4 +2.8
ZnO 325+44 55.6+1.9 64.8 +2.6

EEM= Error estandar de la media

4. LIBERACION DE IONES METALICOS

Los resultados obtenidos mediante ICP-MS, permitieron identificar los iones
de Ag*, Cu*, Zn?*y Ti** liberados de cada tipo de nanorecubrimiento después de 24
horas de inmersién en agua o medio de cultivo (TSB), los resultados se presentan
en la Figura 32. Con respecto al PP recubierto con AgCu, se identificaron
concentraciones de Ag de 0.040 + 0.009 ppm y de Cu de 0.240 + 0.007 ppm cuando
la muestra fue suspendida en agua, mientras que las concentraciones de Ag fueron
de 0.60 £ 0.01 ppmy de Cu de 0.70 £ 0.01 ppm cuando la muestra estuvo expuesta
a medio de cultivo. Con respecto al textil con el nanorecubrimiento de ZnO, se

identificé una concentracion de iones Zn de 1.88 + 0.70 ppm cuando la muestra
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estuvo sumergida en agua y de 2.58 + 0.60 ppm cuando estuvo en medio de cultivo.
Por ultimo, la concentracion de Ti liberada del nanorecubrimiento de TiO2 fue de
0.12 + 0.02 ppm al estar inmersa en agua y 0.44 + 0.03 ppm al exponer la muestra

en medio de cultivo.

3.0 mmm  Agua desionizada

2.5 mm Medio de cultivo
2.0 i

1.5

1.00 \
0.754
0.50-

0.254
0.00-

7 7

Concentracion metalica
(Ppm)

Ag Cu Zn Ti
Elementos

Figura 32. Liberacion de iones Ag*, Cu*, Zn?"y Ti*. Después de estar inmersos en agua

desionizada y medio de cultivo por 24 h.

5. EVALUACION ANTIMICROBIANA
A continuacion, se muestran los resultados antibacterianos y antivirales obtenidos

con los tres tipos de nanorecubrimientos analizados en esta investigacion.

5.1 Evaluacion antibacteriana

5.1.1 Inhibicion de aerosoles bacterianos

Los resultados de la evaluacién antibacteriana utilizando aerosoles con bacterias en
un sistema simulado de filtracién se muestran en las Figuras 33 (bacterias aerobias) y 34

(bacterias anaerobias). En general podemos observar que, en la mayoria de las especies
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bacterianas, el nimero de bacterias viables fue significativamente inferior cuando el aerosol
bacteriano interactu6 con los textiles nanorecubiertos con AgCu, ZnO o TiO, comparados
con el control negativo PP sin recubrimiento.

En el caso de las bacterias aerobias, al estar en contacto con la nanocapa de AgCu
el porcentaje de inhibicion de aerosoles bacterianos fue del 70 - 92 %, mientras que con el
nanorecubrimiento de ZnO, se identificé una reduccién bacteriana del 26 — 90 %. Por otro
lado, el nanorecubrimiento menos efectivo fue el de TiO2, donde se logré una inhibicién del
18 — 81 %. Cabe mencionar que, en todas las especies probadas, los resultados de la
inhibicion bacteriana en aerosoles fueron significativos a excepcién de los resultados con

el nanorecubrimiento de TiO, contra la especie S. epidermidis.

AEROSOLES BACTERIANOS AEROBIOS == PP
A B mm AgCu
PP AgCu Zno Tio2 600+ = 7n0
< 500 mm TiO,
400 . ns
E. coli ]
2 300
>
200
100
P. aeruginosa
S. aureus
C % inhibicion bacteriana en aerosoles (aerobias)
Especie .
bacteriana AgCu Zn0 Tio2
E. coli 83.82% 74.88 % 49.76 %
P. aeruginosa 9233 % 26.30% 8143 %
S. aureus 70.91 % 64.70 % 29.20%
S. epidermidis 91.16 % 66.74 % 18.29%

Figura 33. Evaluacién de aerosoles bacterianos con especies aerobias al estar expuestos a
los textiles de PP con y sin los recubrimientos de AgCu, ZnO y TiOz. A. Placas de Petri con las
UFCs viables tras atravesar los textiles con o sin los nanorecubrimientos. B. Grafica con el nUmero
de UFCs que crecieron en cada grupo. C. Tabla con él % de inhibicion de cada especie aerobia
evaluada. PP (polipropileno sin recubrimiento), AgCu (PP recubierto con AgCu), ZnO (PP recubierto

con Zn0), TiO2 (PP recubierto con TiOz). * = p < 0.05, ns = no significativo.
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Respecto a los resultados obtenidos utilizando aerosoles con bacterias anaerobias,

se puede observar que al estar en contacto con el nanorecubrimiento con AgCu se obtuvo

un porcentaje de inhibicién del 72 - 95 %, con el nanorecubrimiento de ZnO del 58 - 97 %,

mientras que con el nanorecubrimiento de TiO» fue del 44 - 73 %. De igual manera que en

las especies aerobias, el nanorecubrimiento mas eficaz fue el de AgCu, seguido por el de

ZnO y el menos efectivo fue el de TiO,. En todas las bacterias anaerobias se inhibio el

crecimiento bacteriano de manera significativa.
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Figura 34. Evaluacion de aerosoles bacterianos con especies anaerobias al estar expuestos

a los textiles de PP con y sin los recubrimientos de AgCu, ZnO y TiO.. A. Placas de Petri con

las UFCs viables tras atravesar los textiles con o sin los nanorecubrimientos. B. Gréfica con el

namero de UFCs que crecieron en cada grupo. C. Tabla con él % de inhibicion de cada especie

aerobia evaluada. PP (polipropileno sin recubrimiento), AgCu (PP recubierto con AgCu), ZnO (PP

recubierto con ZnO), TiO2 (PP recubierto con TiO). * = p < 0.05.
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5.1.2 Inhibicion bacteriana por contacto directo (gota)

Los resultados de la evaluacion antibacteriana del ensayo por contacto directo, que
consisti6 en la colocacion de una gota con bacterias sobre los textiles con y sin
nanorecubrimientos, se observé una disminucion significativa de la viabilidad de todas las
bacterias evaluadas cuando estuvieron en contacto con los nanorecubrimientos de AgCu,
ZnO y TiO; (Figuras 35 y 36). En el caso de las bacterias aerobias expuestas al
nanorecubrimiento de AgCu, el porcentaje de inhibicion bacteriana por contacto directo
(gota) fue del 72 - 99 %. Por otro lado, al contacto con el nanorecubrimiento de ZnO las
especies bacterianas aerobias mostraron una inhibicién del 55 - 99 %. Mientras que el

contacto con el nanorecubrimiento de TiO, caus6 una inhibicién del 32 - 92 % (Figura 35).

E. coli P. aeruginosa
A D B mm PP
1Huciones % 10
seriales ] fx:gmi & & mm AgCu
0 % = ZnO
o 2x10° T m TiO
5 L 1.5x10° = 2
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o 5x108 i o
4 o
@
5
-6 >
-8
Diluciones
seriales
' C
% inhibicién bacteriana por gota (aerobias)
-2
Bacteria AgCu Zn0 TiO,
-4 E. coli 96.34 % 97.05 % 76.92%
P. aeruginosa 92.52 % 89.75 % 88.08 %
-6 ©
S. aureus 99.31% 99.39 % 92.85%
-8 S. epidermidis 80.23 % 68.02 % 32.55%

Figura 35. Evaluacion de bacterias aerobias por contacto directo (gota) con los
nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO,. A UFCs en placas de Petri con agar que crecieron al
estar en contacto con o sin los nanorecubrimientos. B. Grafica con el nimero de UFCs/mL que
crecieron en cada grupo. C. Tabla con el porcentaje de inhibicién. PP (polipropileno sin
recubrimiento), AgCu (PP recubierto con AgCu), ZnO (PP recubierto con ZnO), TiO2 (PP recubierto
con TiO2). **p < 0.001.
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En cuanto al porcentaje de inhibicion por contacto directo (gota) de las bacterias
anaerobias expuestas a los diferentes tipos de nanorecubrimientos fueron los siguientes; el
contacto con el hanorecubrimiento de AgCu fue de 92 - 99 %, con el nanorecubrimiento de
ZnO fue de 83 - 95 % y con el nanorecubrimiento de TiO, se obtuvo un porcentaje de

inhibicién del 55 - 95 % (Figura 36).
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-1 Bacteria AgCu Zn0 Tio,
2 A. israelii 92.59 % 86.41% 75.30%
A.ab 99.96 % 95.95 % 94.28 %
-3 P. gingivalis 95.82 % 93.92 % 55.29%
4 S. mutans 99.60 % 97.80 % 95.92 %

Figura 36. Evaluacién de bacterias anaerobias por contacto directo (gota) con los
nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO2. A UFCs en placas de Petri con agar que crecieron al
estar en contacto con o sin los nanorecubrimientos. B. Gréfica con el nimero de UFCs/mL que
crecieron en cada grupo. C. Tabla con el porcentaje de inhibicion. PP (polipropileno sin
recubrimiento), AgCu (PP recubierto con AgCu), ZnO (PP recubierto con ZnO), TiO2 (PP recubierto
con TiOz). **p < 0.001.
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Los resultados antibacterianos obtenidos con ambas metodologias mostraron que
el nanorecubrimiento mas efectivo contra las diferentes especies bacterianas fue el de
AgCu, seguido del de ZnO. A pesar de que el nanorecubrimiento de TiO, fue el menos

efectivo, también tuvo una capacidad antibacteriana, aunque en menor porcentaje.

5.2 Evaluacién antiviral

5.2.1 Inactivacion de aerosoles virales

Los resultados del ensayo de aerosoles virales (bacteriéfagos) que fueron evaluados
en un sistema de filtraciéon en contacto con los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO; se
muestran en figura 37. Los nanorecubrimientos de AgCu y ZnO lograron una disminucion
significativa del nimero de unidades formadoras de placas liticas (UFPs) en los fagos de
RNA (PaMx54, 60y 61). Especificamente, con el nanorecubrimiento de AgCu el porcentaje
de inactivacién del aerosol virico fue del 16 - 64 %. Mientras que, con el nanorecubrimiento
de ZnO la inactivacion viral fue del 11.6 — 48.6 % y con el nanorecubrimiento de TiO, se
obtuvo una inactivacion viral del 4 — 14 %.

Cabe resaltar que los aerosoles viricos de los bacteriéfagos de RNA (PaMx54, 60y
61) fueron los mas sensibles al contacto con los nanorecubrimientos. Mientras que ninguno
de los nanorecubrimientos logro inactivar de manera significativa los aerosoles viricos que

contenian al fago de DNA PhiX174 (Figura 37B).
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PHIX174 16.31 % 11.64 % 4.84 %

Figura 37. Evaluacidon de la viabilidad de aerosoles virales (fagos). A. Placas de Petri
representativas de las UFPs formadas por los diferentes bacteriéfagos después de atravesar los
textiles con o sin los nanorecubrimientos. B. Grafica con el nimero de UFPs/mL cuantificados
después del ensayo de aerosoles virales. C. Porcentaje de la inactivacion de aerosoles virales al
interactuar con los nanorecubrimientos de AgCu y ZnO. PP (polipropileno sin recubrimiento), AgCu

(PP recubierto con AgCu), ZnO (PP recubierto con Zn0O). *p <0.05, ns = no significativo.

5.2.2 Inactivacién viral por contacto directo (gota)

Los resultados del ensayo antiviral por contacto directo, que consistié en aplicar una
gota de cada virus (fagos 1x10® UFPs) sobre los textiles de PP con y sin los
nanorecubrimientos, mostraron una efectividad para disminuir la infectividad viral con
respecto al tiempo de contacto de los virus con los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y
TiO». Los resultados obtenidos de estos ensayos se muestran en la Figura 38 Ay B.

El nanorecubrimiento de AgCu inactivo en su totalidad los fagos PaMx60 y 61 a las
4 h de incubacién, mientras que el fago PaMx54 se inactivo desde las 2 h de contacto con

el nanorecubrimiento. El fago de DNA PhiX174 presento una inactivaciéon menor, ya que la
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mayor reduccion del titulo viral se obtuvo hasta las 24 h de contacto, pero sin alcanzar la
inactivacion total observada en los otros virus de RNA.

Con respecto al nanorecubrimiento de ZnO, se observé una inactivacion total de
todos los fagos de RNA (PaMx54, 60y 61) a las 12 h. Sin embargo, contra el fago de DNA
PhiX174 el nanorecubrimiento no mostré ninguin efecto inhibitorio en ninguno de los tiempos
evaluados.

Por ultimo, el nanorecubrimiento de TiO- inactivé en su totalidad los fagos PaMx60
y 61 a las 24 h de contacto, mientras que en el caso del fago PaMx54 no se observé una
inactivacion completa a las 24 h. Finalmente, el nanorecubrimiento de TiO, tampoco inactivo

al fago PhiX174 en ninguno de los tiempos evaluados.
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Figura 38. Evaluacion antiviral por contacto directo. A. Placas Petri representativas del ensayo
por contacto directo (gota) de los textiles de PP con y sin los nanorecubrimientos contra el fago
PaMx60 en diferentes a diferentes tiempos de incubacion (0.5 - 24 h) y diluciones. B. Graficas con
el numero de UFPs/mL cuantificadas en los diferentes tiempos de contacto (0.5 - 24 h) expuestos a
los diferentes textiles de PP con y sin nanorecubrimientos.
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VIIl.  DISCUSION

Con la finalidad de analizar e innovar estrategias para combatir enfermedades
infecciosas transmitidas a través de aerosoles bacterianos y viricos, en este proyecto se
evaluaron las propiedades antibacterianas y antivirales de los nanorecubrimientos AgCu,
ZnO y TiO, depositados mediante la técnica de magnetron sputtering sobre un textil de PP,
mediante el contacto directo (gotas) o por medio del contacto con bioaerosoles.

El depdsito homogéneo de los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO; sobre las
fibras de PP se logr6 mediante la técnica de magnetrén sputtering, la cual es ampliamente
reconocida por su eficacia para recubrir de manera uniforme diversos sustratos, como
polimeros, vidrio y materiales metalicos con diversas composiciones quimicas y topografias
(Gao & Li, 2004; Liu et al., 2007). La técnica de magnetrdn sputtering, permite depositar
recubrimientos de tamafio nanométrico o micrométrico (Bobzin et al., 2009).

Otras metodologias investigadas para el recubrimiento de textiles de PP con
propiedades antimicrobianas han sido las siguientes; Cerkez y cols, desarrollaron
recubrimientos poliméricos utilizando el procedimiento “Pad-Dry” que consiste en impregnar
textiles con soluciones quimicas (Cerkez et al., 2013); sin embargo, este procedimiento
presenta desventajas como limitado control de uniformidad y posible dafio del textil. En otra
investigacion aplicaron una solucién hibrida de polietilenimina, acido laurico y sales de Cu?*
por atomizacion y secado en horno para recubrir textiles de PP, previamente tratados con
plasma de aire, para favorecer la adhesién del recubrimiento. Este recubrimiento mostro
una eficaz capacidad antibacteriana (Calais et al., 2023). En otro estudio combinaron
diversas técnicas para recubrir textiles de PP con particulas de Cu, las técnicas empleadas
fueron electrodepdsito selectivo, serigrafia y pulverizacion con arco de alambre (wire arc
spray coating) (Sarafpour et al., 2016). A pesar de mostrar buena efectividad para recubrir

textiles, el estudio concluye que el combinar tres técnicas eleva la complejidad de su uso.
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En este estudio, la uniformidad de los nanorecubrimientos AgCu, ZnO y TiO; sobre
el PP fue comprobada mediante microscopia Optica. Las imagenes microscépicas
mostraron que las fibras no experimentaron cambios importantes en su morfologia ni en su
tamafio después del depdsito, manteniéndose comparables en estos aspectos al control de
PP sin recubrimiento. En el caso del textil recubierto con AgCu, la informacién sobre la
homogeneidad en el depdsito de AgCu sobre las fibras de PP se complementé mediante
SEM, donde también se apreciaron fibras uniformes.

La composicion elemental del nanorecubrimiento de AgCu se analiz6 mediante las
técnicas de EDS y XPS. El analisis con EDS confirmé la presencia y porcentaje de la
composicion elemental de la Ag y del Cu, mientras que con el XPS se detectd la
composicion superficial de Ag y Cu en alta resolucién, detectando los orbitales Ag3d y Cu2p,
respectivamente. Estos resultados coinciden con los espectros mencionados en la
literatura, donde las sefiales mas prominentes para la Ag y el Cu han sido Ag3d5s,y Cu2ps;2
(Taner et al., 2011).

Mientras que en el analisis de la composicion superficial del nanorecubrimiento de ZnO
obtenido por XPS, se identificaron los elementos caracteristicos del ZnO en las regiones de
Zn2p y Osl, lo cual es similar a los hallazgos descritos por otros autores (Al-Gaashani et
al., 2013). Con respecto a la composicion superficial identificada para el nanorecubrimiento
de TiO;, se apreciaron las regiones de enlace Ti2p y O1s, caracteristico de este Oxido
metalico (Jeong et al., 2004; Nezar et al., 2017). En el caso de los nanorecubrimientos de
ZnO y TiO, se denominaron “subesqueteométricos” (ZnOx y TiO2y), debido a que los
depositos se realizaron sobre textiles de PP por medio de la técnica de magnetron
sputtering y por las propiedades del textil no fue factible aumentar la temperatura a 200 -
400 °C durante los depositos (Rodil et al., 2023) ya que el PP tiene un punto de fusién de

160 °C (Zhu & Yang, 2007).

77



Respecto al analisis de la mojabilidad de los nanorecubrimientos depositados sobre
PP, los resultados mostraron que los tres tipos de nanorecubrimientos aumentaron la
hidrofobicidad en comparacion con el textil de PP sin recubrimiento. El hecho de que los
tres tipos de nanorecubrimientos aumenten la hidrofobicidad del textil es favorable, ya que,
en los EPP como los cubrebocas o batas quirtrgicas se busca que la tela no absorba gotas
contaminadas con particulas virales y/o bacterianas (Irzmanska et al., 2022).

Respecto a la liberacion de los iones metalicos en los tres tipos de
nanorecubrimiento a las 24 h de exposicidbn en agua o media, la liberacién de iones
detectada se encontré por debajo de los limites permitidos en agua potable que inducen

citotoxicidad (Tabla 5).

Tabla 5. Liberaciéon de iones metalicos de los nanorecubrimientos comparado con los limites de

citotoxicidad descritos en otras investigaciones.

Concentraciéon (ppm) de
iones metdlicos liberados

Nano Iop_es de los nanorecubrimientos Conceﬂ'_[raci()n limite .
L metalicos ;a5 24h permitida en agua Referencias
recubrimiento liberados otable
toera Medio de p
Agua .
cultivo
Ag" 0.040 0.60 (Council et al., 2000;
Tran et al., 2013; Wu et
AgCu Ag'y Cu?* < 1ppm al., 2012; Yamamoto et
Cu?* 0.240 0.70 al., 1998).
ZnO Zn?* 1.88 2.58 Zn <5 ppm (ATSDR, 2005).
TiOs Tie+ 0.12 0.44 Ti< 2 ppm (Jin et al., 2022; Zhu et

al., 2018).

De manera general, en los tres tipos de nanorecubrimientos al estar inmersos en el

medio de cultivo TSB, se observé una mayor liberacion de iones metalicos en comparacion
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con el agua. Esto ultimo podria ser atribuido a diversas razones; la interaccién de los iones
metalicos con los nutrientes que componen al TSB como triptona, peptona de caseina, NaCl
y glucosa que podrian favorecer la liberacion de iones Ag*, Cu?*, Zn?*y Ti**, en comparacion
con el agua destilada. Ademas, la viscosidad del TSB podria proporcionar una mayor
interaccion entre los iones metélicos y los componentes del medio, promoviendo asi mayor
liberacién de estos iones (Ng, 2020; Rewak-Soroczynska et al., 2022).

En cuanto a las propiedades antibacterianas de los nanorecubrimientos de AgCu,
ZnO y TiO; evaluados contra bioaerosoles y mediante contacto directo con gotas que
contenian bacterias patdégenas, se observd un notable potencial antimicrobiano en la
mayoria de las especies aerobias y anaerobias evaluadas, con especial eficacia contra las
bacterias anaerobias.

En el caso del nanorecubrimiento de AgCu, su capacidad antibacteriana coincide
con diversas publicaciones en las que describen que la Ag y Cu tanto de manera individual
0 en combinacién bimetalica en tamafios micro y nanométricos, tienen un alto efecto
bactericida (Fan et al., 2021; Vaidya et al., 2017). Se ha demostrado que el potencial
antimicrobiano de la Ag y el Cu es mas efectivo comparandolos con otros materiales como
Al, Zr y Ti frente a cepas Gram negativas como E. coli (Mihut et al., 2019) y P. aeruginosa
(Hsu & Wu, 2019). Del mismo modo, se ha observado un buen efecto antibacteriano
utilizando recubrimientos de CuAg (65-35 at %) contra S. aureus (Dinca et al., 2020). Mas
recientemente se evalud la efectividad bactericida de un nanorecubrimiento de AgCu
(SakCu®) frente a bacterias patégenas asociadas a neumonia (ESKAPE) como Citrobacter
freundii, Klebsiella pneumoniae y S. aureus, obtenidas a partir de aislados clinicos (Bello-
Lopez et al., 2021).

Respecto a los resultados obtenidos con el nanorecubrimiento de ZnO, éste mostré
favorable actividad antibacteriana tanto por contacto directo como con los bioaerosoles.

Nuestros resultados son congruentes con la literatura, ya que el ZnO sintetizado en forma
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de nanoparticulas o nanorecubrimientos ha mostrado reducir el crecimiento de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, incluyendo cepas que representan un problema
importante en las infecciones nosocomiales como E. coli, S. aureus, S. epidermidis y orales
como S. mutans y P. gingivalis (Alvarez-Chimal et al., 2021; Alvarez-Chimal et al., 2022;
Emami-Karvani & Chehrazi, 2012; Kachoei et al., 2016; Prado-Prone et al., 2018). Este
potencial antibacteriano del ZnO sugiere que podria ser utilizado para combatir los
bioaerosoles dentales que se generan durante los procedimientos médicos y dentales y son
causantes de diversas infecciones como COVID-19 (Deogade & Naitam, 2021; Kim et al.,
2022).

En el caso de los resultados obtenidos cuando se estudio el nanorecubrimiento de
TiO,, este nanorecubrimiento fue el que presenté menor efecto antibacteriano. Aun asi, los
resultados mostraron una inhibicién significativa del crecimiento microbiano de diversas
especies cuando se probaron en aerosoles, pero mas aun cuando se evaluaron por
contacto directo (gota) donde las bacterias tuvieron mayor tiempo en contacto (24 h) con el
nanorecubrimiento demostrando que el TiO,. En la literatura, ha sido ampliamente
estudiado que el TiO;, tiene un potencial antibacteriano ademas de sus reconocidas
propiedades biocompatibles (Chouirfa et al., 2019; Ferraris & Spriano, 2016) por lo que
diversos biomateriales son manufacturados utilizando este O0xido metéalico. Raju y cols.
desarrollaron un recubrimiento de TiO; sobre resina acrilica utilizada en dentaduras. Sus
resultados mostraron que este recubrimiento era capaz de inhibir el crecimiento de
microorganismos como S. aureus y Streptococcus sanguinis, asociados a la formacion de
biopeliculas (Raju et al., 2022).

Otras investigaciones han comprobado las propiedades antibacterianas del TiO»
cuya capacidad bactericida se potencia al ser activado con luz UV, induciendo la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Kumaravel et al., 2021; Yadav et al., 2016). Mas
aun, se ha demostrado que en ausencia de luz, el TiO, también puede tener efectos
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antibacterianos, aunque con menor efectividad, debido a la liberacion de iones metalicos
que contribuyen a su accion antimicrobiana (Erdem et al., 2015). Un grupo de investigacion
evalué el efecto antimicrobiano del TiO, con y sin activacion del efecto fotocatalitico contra
E. coli. Los resultados mostraron que con y sin activacion fotocatalitica se logro la inhibicion
del crecimiento bacteriano, aunque el efecto antimicrobiano fue més rapido con activacion
de la fotocatdlisis (Verdier et al., 2014). Otra investigacion combiné recubrimientos de TiO»
con NPs de hierro mostrando actividad bactericida en condiciones de oscuridad contra
especies Gram positivas como S. aureus, aungue no en especies Gram negativas como E.
coli (Tian et al., 2014).

En relaciéon con la evaluacion antiviral, se utilizaron los bacteriéfagos PaMx54,
PaMx60, PaMx61 y PhiX174 como modelos sustitutos de virus respiratorios que afectan
células eucariontes; como los norovirus (NoV) (Dawson et al., 2005), virus HIN1, H5N1
(Coulliette et al., 2014), SARS-CoV-2 (Fedorenko et al., 2020) y otros virus entéricos
humanos como el enterovirus D68 (Kim et al., 2017). En los dltimos afios ha aumentado el
uso de bacteri6fagos como sustitutos virales para investigar las propiedades antivirales de
diferentes agentes, incluido su uso para evaluacion de bioaerosoles (Turgeon et al., 2014),
debido a que no representan un riesgo de infeccion a seres humanos (Fedorenko et al.,
2020).

Los resultados de los ensayos antivirales por contacto directo (gota),
especificamente con los nanorecubrimientos de AgCu y ZnO mostraron su capacidad de
inactivar la totalidad del titulo viral en cortos periodos de tiempo contra los bacteriéfagos de
RNA (PaMx54, PaMx60 y PaMx61. Y aunque el TiO2 no inactivo a los virus de RNA en corto
tiempo, se observé una inactivacion significativa tras 24 h de contacto. El hecho de que los
fagos de RNA fueran totalmente inactivados (AgCu a las 2 h de contacto, ZnO a las 12 h

de contacto y TiO, a las 24 h de contacto) con una reduccién mayor a 7 logio, €s un resultado
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importante, debido a que con una reduccion de 4 o mas logie se considera que el material
evaluado posee alto potencial antiviral (Ruppach, 2013).

Este potencial virucida del nanorecubrimiento de AgCu, concuerda con las
investigaciones donde han utilizado iones de Cu y Ag contra fagos de RNA como el MS2
(Soliman et al., 2020) y Phi6 (Molan et al., 2022) que fueron inactivados en su totalidad.
Adicionalmente, el efecto del nanorecubrimiento de AgCu contra el SARS-CoV-2 donde se
inactivo el 100 % del titulo viral en menos de 24 h, confirma su efectividad contra virus de
RNA (Bello-Lopez et al., 2021).

En el caso del nanorecubrimiento de ZnO, también se observé un potencial antiviral
tanto en los ensayos de contacto directo como en bioaerosoles. En el ensayo utilizando
aerosoles virales (que representa un breve periodo de contacto), el nanorecubrimiento de
ZnO mostré la capacidad de inactivar aproximadamente el 40% de los virus RNA evaluados.
Mas aun, cuando se utiliz6 la prueba de contacto directo con gotas (que representa un
mayor tiempo de contacto), el nanorecubrimiento de ZnO mostrd una inactivacion total de
los mismos virus después de 12 horas de contacto. De manera similar, en otra investigacion,
se comparo6 el efecto de un nanorecubrimiento de ZnO contra virus de RNA como el SARS-
CoV-2, el cual fue inactivado al 99% tras 24 h de contacto (Primo et al., 2022). También se
ha estudiado el potencial de nanoparticulas ZnO como agente antiviral para una potencial
aplicacion en cubrebocas y EPP contra virus subrogados del SARS-CoV-2 como el virus
TGEV “Transmissible gastroenteritis virus”, los resultados de dicho estudio mostraron una
reduccion de 3 logio del titulo viral entre 10-30 min de contacto (Gonzalez et al., 2021). En
otra investigacion se evalud la capacidad antiviral de NPs-ZnO embebidas en PP, utilizando
al bacteriofago MS2 como modelo viral subrogante, los resultados mostraron una buena
efectividad de inactivacion viral (reduccién de 4-6 logio) (Ferreira et al., 2023). Mientras que,

Gopal y cols. investigaron el efecto antiviral del Zn embebido en poliamida, el cual logré
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inactivar en 2 logio (Mmas del 90%) el virus SARS-CoV-2 asi como el virus de la influenza
(Gopal et al., 2021).

Respecto a la efectividad antiviral del nanorecubrimiento de TiO2, los resultados
obtenidos utilizando la metodologia con aerosoles virales y la de contacto directo (gota)
fueron contrastantes. Por una parte, no se logré inactivar significativamente ninguno de los
virus evaluados con la metodologia de corto tiempo de interaccién (aerosoles). Sin
embargo, en la metodologia de contacto directo (gota) de mayor tiempo de interaccion, los
virus de RNA evaluados (PaMX54, PaMx60 y PaMx61), fueron susceptibles a las 24 h de
contacto con el nanorecubrimiento de TiO», obteniendo una inactivacion entre el 90-100%.
Este potencial antiviral del TiO, contra virus de RNA fue similar en otra investigacién donde
por medio de nanotubos o NPs-TiO, tanto en condiciones de oscuridad y/o incidiendo luz
UV se inactivé el bacteriofago Q-beta (subrogante de virus de RNA envueltos) (Baudys et
al., 2024).

Por otro lado, en este estudio, la efectividad antiviral de los nanorecubirmientos de
AgCu, ZnO y TiO, contra el fago de DNA (PhiX174) fue nula en el caso del
nanorecubrimiento de ZnO y TiO2 y muy baja con el nanorecubrimiento de AgCu. En la
literatura se han descrito resultados similares estudiando la capacidad virucida de los iones
Cu?*, Ag®" y de nanoparticulas de hierro contra virus subrogantes de DNA (PhiX174),
mencionando que los virus de DNA fueron menos sensibles que los virus de RNA (Soliman
et al., 2020). Ademas, recientemente se evaluaron los subtipos 16 y 18 del virus del
papiloma humano (VPH) que tampoco mostraron ser susceptibles al nanorecubrimiento de
AgCu (Bello-Lopez et al., 2021). En el caso del nanorecubrimiento de ZnO que no inactivd
al fago de DNA (PhiX174) en aerosoles ni en contacto directo (gota) podria estar asociado
a que algunos virus de DNA son resistentes al ZnO. Esta observacion coincide con los
resultados de un estudio en el que se desarrollé una nanoformulacién que contenia NPs-
ZnO, el cual mostré una eficacia mayor contra los virus RNA (H1IN1 y HCoV-229E) en
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comparacion con los virus de DNA (HSV-2 y Ad-7), respectivamente (AbouAitah et al.,
2021). Estos hallazgos indican colectivamente que las formulaciones basadas en ZnO,
incluida la nanocapa de ZnO, muestran una mejor actividad antiviral contra los virus RNA
gue contra los virus de DNA. Por otro lado, una ventana de oportunidad se ha abierto a este
respecto, ya que se ha reportado que la capacidad infectiva de ciertos bacteriéfagos de
DNA como PB10 y PA19, puede ser potencializada con NPs-ZnO, actuando como un
sistema antibacteriano mas efectivo contra biopeliculas de P. aeruginosa (Alipour-Khezri et
al., 2024).

Con relacién al nanorecubrimiento de TiO, contra el fago de DNA (PhiX174), este
nanorecubrimiento no mostré efectividad antiviral con ninguna de las metodologias
aplicadas. De manera contraria a esta investigacion, un estudio reporté un alto potencial
antiviral de un nanorecubrimiento amorfo subesqueteométrico de TiO2 (TiO2x) depositado
con la técnica de magnetron sputtering, contra el baculovirus (virus DNA bicatenario que
infecta artropodos) (Mittireddi et al., 2021).

Finalmente, el hecho de que el virus de DNA haya sido menos sensible que los fagos
de RNA probados en este estudio, podria atribuirse a la naturaleza y estructura de la
molécula de RNA, ya que puede desestabilizarse mas facil que la molécula de DNA que es
mucho mas estable (Minchin & Lodge, 2019).

En lo que respecta al mecanismo de accion de los nanomateriales metalicos y
oxidos metdlicos sobre bacterias y virus, se ha reportado que la nanocapa AgCu puede
promover la oxidacién de los fosfolipidos presentes tanto en las membranas de virus y
bacterias, generando la exposicion y ruptura de la membrana ocasionando dafio del
material genético de los virus y bacterias (Bello-Lopez et al., 2021). Otro de los mecanismos
antimicrobianos més eficaces de las superficies que contienen Cu es el denominado
"contact killing", que consiste en el dafio en corto tiempo de bacterias y virus en las
superficies de Cu, debido a los iones de Cu que afectan de manera simultanea al
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microorganismo, ocasionando la muerte celular o la inactivacion viral (Chatterjee et al.,
2014; Grass et al., 2011; Vincent et al., 2018).

El principal mecanismo antimicrobiano de la nanocapa de ZnO, podria atribuirse a la
liberacion de iones Zn?* (Puspasari et al., 2022). En especies bacterianas, estos iones
metalicos podrian causar un efecto bactericida, ya que los iones Zn?* pueden entrar en las
células bacterianas y formar interacciones con grupos funcionales como los grupos
sulfhidrico, amino e hidroxilo, alterando la homeostasis celular, provocando un desequilibrio
en los procesos metabdlicos bacterianos y causando la muerte celular (Qi et al., 2017). Por
otro lado, las bacterias pueden ser atraidas a la superficie de la nanocapa de ZnO debido
a interacciones electrostaticas o a interacciones atractivas de Van der Waals entre el ZnO
y las bacterias; dicha atraccion podria deformar la membrana bacteriana (Puspasari et al.,
2022). También se ha mencionado que los acidos teicoicos y lipoteicoicos presentes en la
envoltura celular de las bacterias Gram positivas, sirven como agentes quelantes para el
Zn*? donde el agente quelante es transportado al interior de la célula (Mendes et al., 2022).
Un tercer mecanismo de dafio de la membrana bacteriana es la peroxidacion lipidica debida
al proceso de transporte de electrones entre la superficie de ZnO y la membrana que
ocasiona la ruptura de esta estructura, asi como cambios conformacionales de las proteinas
y la degradacién del DNA (Hoseinzadeh et al., 2017; Raghunath & Perumal, 2017).
Teniendo esto en cuenta, en el caso de virus como SARS-CoV-2, otros estudios
demostraron que los iones Zn?* podian unirse a proteinas como la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp) y la proteinasa 3C-like (3CL), que son necesarias para la
replicacién viral (Pormohammad et al., 2021). Ademas, los iones Zn?* bloquean el
metabolismo de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), implicada en la
infectividad de los virus RNA (McPherson et al., 2020; Speth et al., 2014).

Respecto al TiO, uno de los principales mecanismos de accion antimicrobiana
descritos en la diversas investigaciones, hacen referencia a su capacidad fotocatalitica que
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conduce a la generacién de ROS (Verdier et al., 2014). Incluso en ausencia de luz UV,
pequefas cantidades de ROS, como el peréxido de hidrégeno o los radicales libres, pueden
generarse en la superficie del TiO2 ocasionando un dafo en las estructuras superficiales
como lipidos, proteinas e inclusive llega a afectar al material genético, afectando tanto virus
y bacterias (Carol Lépez de et al., 2020). Otro mecanismo de accién ampliamente
reconocido es la liberacion de iones metalicos Ti**, los cuales tienen una alta afinidad por
las superficies de las membrana celulares, que suelen tener carga negativa. Estos iones no
solo se adhieren a la membrana, sino que también pueden generar ROS, que contribuyen
a la disrupcion de la membrana celular microbiana (Yougbaré et al., 2021; Zhang et al.,
2017). Una vez dafada la membrana, se produce su ruptura, lo que expone y afecta a las
estructuras celulares. A pesar de que los iones Ti* del TiO, generan un efecto
antimicrobiano menor en comparaciéon con los iones de Ag*, Cu?* o Zn?*, la acumulacién
excesiva de metales o iones metalicos es toxico para las células bacterianas (Li et al., 2012;
Shang et al., 2022).

De manera general, en los tres nanorecubrimientos (AgCu, ZnO y TiO,) las tasas de
inactivacion de los fagos de RNA PaMx54, 60 y 61 (Fiersvirus) fueron superiores a las del
fago DNA PhiX174 (Microvirus). Y aunque se desconocen los mecanismos antivirales
exactos de los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO2, algunas posibles explicaciones
de este fendmeno podrian atribuirse al impacto de los iones metélicos liberados para reducir
la infectividad viral al adherirse a su superficie, bloqueando la infeccién viral o desactivando
las particulas virales al alterar el genoma viral y las proteinas de la capside (Bertram et al.,
2011; Glowacka et al., 2011; Kumar et al., 2018; Pasquet, Chevalier, Pelletier, et al., 2014;
Shereen et al., 2020). A este respecto, es importante considerar que los virus de RNA
(Fiersvirus) tienen un genoma lineal de ssRNA y s6lo dos proteinas estructurales (1 copia
de la proteina de maduracion y 180 copias de la proteina de la cubierta), mientras que los
virus de DNA (Microvirus) tienen un genoma circular de ssDNA y seis proteinas
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estructurales (60 copias de cada una de las proteinas F, G y J; y 12 copias de la proteina
H) (Kirchberger & Ochman, 2023; van den Worm et al., 2006). Por tanto, el tipo de genoma
y la complejidad de las proteinas estructurales virales podrian estar asociados a las tasas
de inactivacion por iones metalicos.

Finalmente, cabe remarcar que los textiles de PP se utilizan habitualmente para
fabricar equipos de proteccion médica debido a sus propiedades superficiales, como
hidrofobicidad o porosidad, que mejoran su eficacia de filtracion. Sin embargo, los textiles
de PP no tienen propiedades antimicrobianas en si mismos y una vez contaminados,
pueden albergar microorganismos infecciosos durante largos periodos de tiempo,
convirtiéndose en nichos de contaminacién (Kasloff et al., 2021). El potencial antimicrobiano
de los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO- sugiere nuevas posibilidades para su uso
en diversas aplicaciones biomédicas como proteccion adicional frente a patdgenos
bacterianos y viricos. Entre ellas se incluyen los entornos sanitarios, los equipos de

proteccién del personal, los sistemas de purificacion del aire y otros entornos de alto riesgo.

IX. CONCLUSIONES
Depoésito y caracterizacion de los nanorecubrimientos

e Se realizdé de manera exitosa el depésito de los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO
y TiO2 mediante la técnica de magnetrén sputtering sobre textiles de PP utilizados
para la fabricacion de EPP como cubrebocas, gorros y batas.

e La caracterizacion con las técnicas microscopicas, asi como EDS, XPS y WCA,
permiti6 observar la homogeneidad de los nanorecubrimientos, comprobar su
composicion elemental e identificar sus comportamientos hidrofébicos.

Evaluacién antibacteriana
e Lostrestipos de nanorecubrimientos mostraron un efecto importante en la reduccién

de la viabilidad bacteriana de todas las especies (aerobias y anaerobias) presentes
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en aerosoles y también por contacto directo, siendo las bacterias anaerobias, las
mas susceptibles a la presencia de los nanorecubrimientos.
¢ El recubrimiento de AgCu logré un mayor efecto antibacteriano, seguido del ZnO y

por ultimo el de TiO,.

Evaluacion antiviral
e Los nanorecubrimientos de AgCu y ZnO tuvieron un potencial antiviral contra los
bacteri6fagos de RNA en cortos periodos de tiempo, mientras que el
nanorecubrimiento de TiO- logré la inactivacion de los virus de RNA hasta las 24 h.
e El efecto de los tres tipos de nanorecubrimientos contra el fago de DNA fue menor

que en los virus de RNA.

De manera general se concluye que los nanorecubrimientos de AgCu, ZnO y TiO;
depositados sobre textiles de PP mediante magnetrén sputtering, mostraron un potencial
antimicrobiano contra diferentes bacterias patégenas y virus subrogados de importancia
médica y odontolégica. Siendo el nanorecubrimiento de AgCu el que mayor potencial
antimicrobiano mostro, seguido por el de ZnO y el que menor inhibicion microbiana logré
fue el de TiO,. Ademas, en el caso del nanorecubrimiento de AgCu se logré una reduccion
viral exponencial de virus subrogantes en un corto periodo de tiempo, demostrando su
posible potencial antiviral frente a virus respiratorios.

Por tal motivo, los nanorecubrimientos evaluados tienen el potencial para utilizarse
como recubrimientos de equipos de proteccién personal (EPP) como cubrebocas con la
finalidad de reducir y prevenir la transmision de diversas bacterias y virus patégenos
transmitidos por aerosoles presentes en consultorios médicos, dentales, asi como en

clinicas y hospitales.
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PROYECTO DESARROLLADO EN LA ESTANCIA DE INVESTIGACION
INTERNACIONAL

Durante el 6 semestre de doctorado se llevé a cabo una estancia de investigacion

internacional en el Departamento de Quimica de la “Universita degli Studi di Bari “Aldo

Moro” (UNIBA), en Bari, Italia. Bajo la tutoria del Profesor. Nicola Cioffi. Y en colaboracion
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e Presentacion oral del proyecto titulado “Synthesis And Analytical Characterization
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