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Resumen

RESUMEN

Las infecciones asociadas a dispositivos médicos, especialmente aquellas
provocadas por hongos como Candida albicans, representan un reto clinico
creciente debido a su resistencia a los tratamientos convencionales y a su
capacidad para formar biopeliculas en superficies poliméricas. En este contexto, la
presente tesis se enfocé en la elaboracién y evaluacién de materiales clinicos
poliméricos  fotoesterilizables (MCPF) mediante la incorporacién de
fotosensibilizadores (F'S), como azul de metileno (AM) y nanoparticulas (NPs) de

TiO2 dopadas con rodio (Rh) al 2% atémico (TiO,: Rh).

Se evaluaron dos matrices poliméricas comerciales, Policloruro de Vinilo (PVC) y
silicona, de las cuales el PVC presenté menor susceptibilidad a la adhesion
microbiana. Los MCPF obtenidos se caracterizaron mediante espectroscopia
visible, microscopia Optica y electrdénica, medicion de angulo de contacto y
Espectroscopia por Energia Dispersada (EDS), lo que confirmé la incorporacién
efectiva de los FS y una mejora morfolégica del material sin comprometer su

integridad estructural.

La eficacia antimicrobiana se evalué mediante Terapia Fotodinamica
antimicrobiana (TFDa) contra a C. albicans, demostrando una reduccion
significativa en la viabilidad celular con ambos FS. Se estudiaron condiciones
realistas de almacenamiento por hasta seis meses, asi como la posibilidad de
reutilizacion de los MCPF, integrando ensayos de viabilidad con analisis
espectroscopicos para correlacionar la actividad antimicrobiana con la
fotoestabilidad de los FS. Los resultados revelaron que, mientras el AM fue efectivo
por un solo uso y hasta seis meses de almacenamiento en condiciones de oscuridad,
las NPs mostraron un desempefio mas robusto a través de multiples ciclos de

reutilizacién, aunque con menor estabilidad tras almacenamiento prolongado.

A diferencia de otros estudios enfocados en bacterias y polimeros como la silicona,
esta investigacion evalud en condiciones realistas el desempeno antimicrobiano de
los MCPF durante su almacenamiento y posible reutilizacién, aspectos que no
habian sido considerados previamente y que resultan clave para su aplicacién
clinica efectiva, representando un aporte original al estudiar por primera vez la
eficacia y estabilidad de superficies fotoesterilizables, basadas en PVC, contra a C.

albicans.




Abstract

ABSTRACT

Medical device-associated infections, particularly those caused by Candida
albicans, represent a growing clinical challenge due to their resistance to
conventional treatments and their ability to form biofilms on polymeric
surfaces. In this context, the present thesis focused on the development and
evaluation of photo-sterilizable clinical polymeric materials (PCPM) through
the incorporation of photosensitizers (PS), such as methylene blue (MB) and
titanium dioxide nanoparticles (NPs) doped with 2 atomic % rhodium (Ti10,:
Rh).

Two commercial polymer matrices, PVC and silicone, were evaluated, with
PVC showing lower susceptibility to microbial adhesion. The resulting PCPM
were characterized by visible spectroscopy, optical and electron microscopy,
contact angle measurements, and energy-dispersive spectroscopy (EDS),
confirming the effectiveincorporation of PS and morphological improve ment of

the material without compromising structural integrity.

The antimicrobial efficacy was assessed through antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT) against C. albicans, showing significant reductions in cell
viability with both PS. Realistic storage conditions were studied for up to six
months, as well as the potential reuse of the PCPM, combining viability assays
with spectroscopic analysis to correlate antimicrobial activity with PS
photostability. The resultsrevealed that while MB was effective for single use
and up to six months of storage in darkness, the NPs exhibited more robust
performance over multiple reuse cycles, although with reduced stability upon

prolonged storage.

Unlike previous studies focused onbacteria and materials such as silicone, this
research evaluated the antimicrobial performance of PCPM under realistic
storage and reuse conditions, factors not previously considered and essential
for clinical application. This thesisrepresents anovel contribution by being the
firsttoinvestigate the efficacy and stability of photo-sterilizable surfaces based

on PVC against C. albicans.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones asociadas a dispositivos médicosrepresentan un desafio en el
ambito hospitalario, especialmente aquellas causadas por C. albicans, un
hongo oportunista con alta capacidad de adhesién a superficies poliméricas. El
presente capitulo ofrece una visién precisa sobre el papel que desempenan las
infecciones fungicas en la salud publica mundial, las alternativas existentes
para enfrentarlas y la manera en que el desarrollo de esta tesis contribuye a
su combate, ubicando el tema de investigacién en la ciencia de frontera,
validado a partir de los antecedentes sobre el desarrollo de superficies
fotoesterilizables enlas que se implementalaterapiafotodinamica (TFD) como
principio fundamental. Asimismo, se presenta el planteamiento del problema
y la justificacién, aspectos clave que evidencian la importancia de la bisqueda
de alternativas innovadoras para disminuir las infecciones nosocomiales, y
finalmente se muestran los objetivos, tanto general como especificos, los cuales
sirven como guia para establecer la metodologia que permitira evaluar la

eficacia antimicrobiana y la estabilidad de los polimeros tratados.

1.1. Antecedentes

Las infecciones asociadas a dispositivos médicos han representado un problema
significativo en el ambito hospitalario desde hace décadas, constituyendo una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad en pacientes
hospitalizados; este tipo de infecciones puede adquirirse durante estancias
cortas o prolongadas en centros de salud y se denominan Infecciones Asociadas
a la Atencién de la Salud (IAAS), cominmente conocidas como infecciones
nosocomiales. Estas se describen como “aquellas infecciones que afectan a un
paciente durante el proceso de asistencia a un hospital o centro sanitario, que
no estaba presente, nienperiodo de incubacién al momento de suingresoy que
pueden inclusive llegar a manifestarse después del alta del paciente” [1], de

acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

El reconocimiento de las IAAS y su vinculacién con dispositivos médicos ha

evolucionado a lo largo de la historia, con hitos clave desde el siglo XIX hasta




Introduccion

la actualidad. Los primeros datos que documentan el vinculo entre las
practicas hospitalarias y la transmision de infecciones datan de 1847, cuando
Ignaz Semmelweis demostré que la fiebre puerperal era transmitida por
médicos que no lavaban sus manos tras manipular cadaveres [2].
Posteriormente, durante la guerra de Crimea, Florence Nightingale documenté
en 1858 que la sobrepoblacion y mala ventilacion en hospitales aumentaban

las infecciones [2].

Conel avance dela cienciade materiales, los polimeros comenzaron a utilizarse
ampliamente en dispositivos médicos, especificamente durante la Segunda
Guerra Mundial, marcando un antes y un después. Dando paso a una
transiciéon que fue desde materiales tradicionales como metales, los cuales
dominaron hasta el siglo XX, hasta dispositivos poliméricos, valorados por su
flexibilidad, biocompatibilidad y bajo costo. Las primeras aplicaciones de
polimeros en medicina incluyeron el uso de polimetilmetacrilato, usado como
sustituto de cornea en casos de dafo ocular, y de celofan, empleado como
membrana en maquinas de didlisis por su baja permeabilidad, en las décadas

de 1940 y 1960, respectivamente [3].

Sin embargo, entre las décadas de 1950 y 1980, surgieron en hospitales
epidemias causadas por Staphylococcus aureus, las cuales fueron vinculadas a
catéteres y procedimientos invasivos. Ademads, microorganismos Gram-
negativos como Pseudomonas, Klebsiella y Acinetobacter emergieron como
patogenos asociados a dispositivos implementados en la ventilacion mecanica,
especificamente en tubos endotraqueales, en catéteres urinarios, y sondas
vesicales, comenzando a ser reconocidos por su capacidad para colonizar

equipos médicos [4].

Desde el siglo XX, el uso frecuente y, en muchas ocasiones, no regulado de
antibidticos se ha convertido en un motivo adicional de preocupacion, ya que
contribuye al incremento de la resistencia microbiana, razén por la cual, en los
ultimos anos, las infecciones causadas por bacterias y hongos se han vuelto mas
dificiles de tratar. Por otro lado, las biopeliculas microbianas desempenan un
papel fundamental enla persistencia de estasinfecciones, ya que se estima que

estan implicadas en aproximadamente el 80% de las infecciones que afectan a
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seres humanos [5]. La acumulacion de estas estructuras en diversos materiales
ha impulsado el desarrollo de estrategias antimicrobianas orientadas a

disminuir el riesgo de infeccidon y mejorar la seguridad en entornos clinicos.

El desarrollo de dispositivos médicos con propiedades antimicrobianas se
vincula a la evolucion de la teoria microbiana enla que Pasteur (1859) [4] sentd
las bases para entender que algunos microorganismos pueden causar
infecciones. De hecho, los primeros intentos por desarrollarlos no se basaron en
la modificacién de las propiedades intrinsecas del material, sino en la
implementacion de materiales estériles y técnicas de desinfeccién; por ejemplo,
catéteres de PVC que se esterilizaban con formaldehido o vapores de etileno,

pero que carecian de recubrimientos antimicrobianos integrados [5].

La idea de desarrollar materiales médicos fotoesterilizables
mediante TFDa surgié como una extensiéon de los principios basicos de
la fototerapia. En 1900, Oscar Raab, estudiante de Hermann von Tappeiner
quien acund el término fotodinamico, observé que, usando acridinanaranja, un
colorante fotosensible, podia matar paramecios bajo luz; este hallazgo marcé el
inicio del concepto de "accién fotodinamica", que requerialuz y oxigeno para

generar efectos toxicos en células o microorganismos [7].

La combinacion de FS de diferentes tipos (colorantes y/o NPs) con materiales
comenzd en investigaciones sobre recubrimientos antimicrobianos para
dispositivos médicos a inicios de los afios 2000. Estos recubrimientos podian
activarse por luz visible o ultravioleta (UV) para generar especies reactivas de
oxigeno, eliminando patégenos adheridos; este tipo de sistemas ya se ha
aplicado en algunas superficies de hospitales [8] y de transporte publico [9)],
demostrando una reduccién significativa de la carga bacteriana durante al

menos algunos meses.

En las udltimas dos décadas, las TAAS causadas por el crecimiento de
biopeliculas de C. albicans en dispositivos médicos han aumentado
significativamente. A pesar de los avances en superficies antimicrobianas, no
existen estudios enfocados en el uso de superficies poliméricas

fotoesterilizables, y mucho menos MCPF, para la inhibicién de este hongo. Por




Introduccion

ello, el presente estudio propone evaluar la inhibicién in vitro del crecimiento
de biopeliculas de C. albicans en polimeros de uso médico mediante TFDa, lo
cual podria contribuir al desarrollo de nuevas estrategias alternativas y
efectivas contra infecciones fungicas de alta incidencia en entornos

hospitalarios y a su vez, asociadas a dispositivos médicos.

1.2. Planteamiento del problema

Las superficies fotoesterilizables, por accién de la TFDa, presentan varias
ventajas frente a materiales convencionales con métodos tradicionales de
desinfeccion. Su capacidad de fotoesterilizacién continua, elimina la necesidad
de aplicar desinfectantes quimicos con frecuencia, lo que reduce costos y
minimiza el impacto ambiental. Su acciéon es altamente eficaz contra
biopeliculas, ya que la generaciéon de especies reactivas de oxigeno (EROs)
permite penetrar la matriz extracelular y eliminar microorganismos

resistentes [9].

Sin embargo, en las investigaciones realizadas en dispositivos médicos basados
en este tipo de superficies, no se conoce cuanto tiempo permanecen activas ni
cuantos usos soportan las superficies fotoesterilizables antes de perder eficacia.
Esto constituye una importante brecha de conocimiento que la presente
investigacion aborda. Ademas, los estudios respecto al uso de estos materiales

fotoesterilizables en contra de C. albicans son muy pocos.

Esta falta de datos es particularmente preocupante, debido a las implicaciones
que tiene conrelaciénala reduccién de enfermedades principalmente causadas
por IAAS, la limpieza de estos materiales y la optimizacién de su uso y
durabilidad de estos en entornos clinicos, pues sin un conocimiento claro sobre
la vida util de los dispositivos médicos basados en estas superficies
fotoesterilizables, los profesionales de la salud pueden enfrentarse a
incertidumbres en cuanto a su eficacia y rendimiento a largo plazo, lo que
podria comprometer la seguridad del paciente y aumentar los costos asociados

con la gestién de los mismos.

De acuerdo con lo anterior, es imperativo abordar esta brecha de conocimiento

mediante una investigacién detallada que evalte la fotoestabilidad en relacién
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al almacenamiento y retiso de materiales clinicos fotoesterilizables basados en
FS variados, desde colorantes comerciales hasta NPs de TiO:z, enfocandose
inicial y principalmente en la reduccion de las infecciones causadas por C.
albicans, por lo que este estudio contribuira significativamente a la
comprension y optimizaciéon de las superficies que componen a estos
materiales, estableciendo una base s6lida para su implementacion efectiva en

entornos clinicos.

1.3. dJustificacion

Las infecciones fingicas representan un desafio creciente para la salud
publica mundial, especialmente en personas con enfermedades subyacentes o
sistemas inmunolégicos debilitados. Individuos con afecciones pulmonares
cronicas, antecedentes de tuberculosis, virus de inmunodeficiencia humana,
cancer o diabetes mellitus tienen un mayor riesgo de desarrollar estas
infecciones. Asimismo, los pacientes en estado critico como aquellos
ingresados en unidades de cuidados intensivos, que han sido sometidos a
procedimientos médicos invasivos o reciben tratamientos con antibidticos de
amplio espectro e inmunosupresores, son particularmente vulnerables a

infecciones fuingicas [10].

Durante la pandemia de COVID-19, se identificaron tres tipos principales de
infecciones fungicas asociadas a la enfermedad: aspergilosis, mucormicosisy
candidemia, las cuales fueron reportadas con frecuencia y, en muchos casos,
tuvieron consecuencias graves para los pacientes. Estudios recientes indican
que tanto la incidencia como la distribucién geografica de las infecciones
fingicas estan en aumento, fendmeno que se atribuye en gran parte al cambio

climatico [10].

Datos de la OMS del afio 2022 sugieren que, en los paises de ingreso alto, 7 de
cada 100 pacientes ingresados en un hospital, en unidades de cuidados
intensivos, contraeran al menos una de las IAAS durante su hospitalizacion,
cifra que asciende a 15 de cada 100 pacientes enlos paises de ingreso bajo o
mediano; ademas, en promedio 1 de cada 10 pacientes afectados fallecera por

una infeccién nosocomial [11].
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La Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica en México, publicé datos
acerca del panorama epidemiolégico de las IAAS reportadas en el 2023 [1].
Notificando que solo en el periodo de abril a junio se reportaron 13975 IAAS,
con el mayor niumero de casos en Ciudad de México, Jalisco, México, Veracruz
y Sinaloa, que concentraron el 46.6% de los casos notificados para todo el pais

(Figura 1).
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Figura 1. Casos de IAAS, notificadas en la plataforma de la Red Hospitalaria de
Vigilancia Epidemiolégica, durante e1 01 de abrilal 30 de junio de 2023 en México [1].
La atencién médica moderna emplea muchos tipos de procedimientos
invasivos para el tratamiento de pacientes con el fin de ayudar en su
recuperacion, promoviendo a su vez el aumento de infecciones nosocomiales
debido al uso de dispositivos con superficies susceptibles a la adherencia de
células patdgenas, tales como catéteres y respiradores mecanicos. De acuerdo
con el gobierno de México, de las diez principales IAAS notificadas en 2023
(Tabla 1), en los tres primeros lugares se encuentran: neumonias asociadas a
uso de ventilador, infeccion de vias urinarias asociada a catéter urinario e
infeccion del torrente sanguineo relacionada a catéter [12]; resaltando la
importancia del desarrollo de dispositivos médicos que tengan propiedades

bactericidas y consigan la reduccion de este tipo de infecciones.
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Tabla 1. Diez principales tipos de IAAS notificadas en 2023 [12].

TIPO DE INFECCION n %
1 MNeumonia asociada a ventilador 8,439 14 %
2 Infeccion de vias urinarias asociada a catéter urinario 7402 12 %
3 | Infeccion del torrente sanguineo relacionada a catster 4 409 8%
4 Meumonia definida clinicamente 3,687 6%
5 | Infeccidn incisional profunda 3,836 7%
5] Infeccion del torrente sanguineo confirmada por laboratorio 3,304 6%
7 | Infeccion en piel y tejidos blandos 3,226 6%
8 Infeccion incisional superficial 2140 5%
9 Bacteriemia primaria 297 5%
10 | Bacteriemia no demostrada 2562 49

La disponibilidad de mejores dispositivos clinicos, como catéteres, sondas u
otros materiales a base de polimeros fotoesterilizables, es crucial para
garantizar la eficaciay la seguridad de los pacientes intrahospitalarios y el
conocimiento que se genere en estudios como el que se presenta en esta tesis
puede permitir a los profesionales de la salud, tomar decisiones informadas
sobre la seleccidn, el uso y la gestion de estos dispositivos, contribuyendo
finalmente a reducir las TAAS y optimizar los recursos en el sistema de
atenciéon médica. En este sentido, los resultados de esta investigacion podrian
aportar elementos valiosos para mejorar la calidad de la atencién médica y
favorecer la prevenciéon de infecciones asociadas con la contaminacion de

dispositivos médicos de uso frecuente.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar la incorporacion de FS antimicrobianos en materiales clinicos
poliméricos comerciales, con el fin de conferirles propiedades fotoesterilizables,
mediante la optimizacién de los procesos de integracién, la caracterizacion
fisicoquimica y la determinacion de su eficacia antimicrobiana contra a C.

albicans en condiciones controladas.

1.4.2. Objetivos especificos

e Seleccionar el material clinico polimérico (PVC y/o silicona) mas

adecuado para la insercién de FS.
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e Optimizar los parametros de incorporaciéon de los FS de segunda y
tercera generacion, especificamente AM y NPs de TiO2 Rh en el
material clinico polimérico seleccionado.

e Analizar la capacidad de fotoesterilizacion de los MCPF elaborados, a
través de pruebas de viabilidad celular en funcién de la inhibicién del
crecimiento de biopeliculas de C. albicans.

e Caracterizar los MCPF producidos, evaluando las variaciones en sus
propiedades Opticas, mediante espectroscopia visible, y en sus
propiedades fisicoquimicas, como morfologia superficial, angulo de
contacto y EDS, antes y después de la incorporaciéon de los FS.

e Determinar el tiempo 6ptimo de almacenamientoy cantidad de retsos
posibles de los MCPF.

1.5 Hipoétesis

Los dispositivos médicos fotoesterilizables que incorporan FS basados en AM
y/o NPs de TiO:: Rh, presentan una capacidad de inhibicion del crecimiento

de C. albicans.
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2. MARCO TEORICO

El desarrollo de MCPF mediante TFDa requiere una comprensién profunda de
los principios fundamentales que rigen la interaccién de los materialesy los
microorganismosinvolucrados. Eneste capitulo, se abordanlas propiedades de
los polimeros utilizados en dispositivos médicos y su capacidad para ser
modificados conlaincorporaciénde FS. Ademas, se describe el género de hongo
Candida, su relevancia clinica y su resistencia en superficies inertes.
Posteriormente, se explican los fundamentos de la TFDa, su mecanismo de
accién y su aplicacién en la eliminaciéon de microorganismos. Finalmente, se

analiza el concepto de MCPF, destacando suimportancia en la prevencion de

TAAS.

2.1. Polimeros biomédicos

Los polimeros biomédicos son materiales ampliamente utilizados en la
fabricacién de dispositivos médicos debido a su versatilidad, biocompatibilidad
y propiedades mecanicas ajustables. Su aplicacién en catéteres, protesis,
valvulas cardiacas y membranas para dialisis ha sido clave enla evolucién de
la medicina moderna, permitiendo soluciones eficaces para el tratamiento de
diversas condiciones clinicas. En el ambito biomédico, estos polimeros pueden
clasificarse en sintéticos, naturales y materiales compuestos, cada uno con
caracteristicas especificas que determinan su uso en dispositivos médicos

esenciales, de acuerdo con las multiples areas de la medicina [13, 14].

Los dispositivos médicos fabricados con siliconay PVC desempenan un papel
esencial en la medicina moderna. En términos generales, ambos polimeros
siguen evolucionando para mejorar su rendimiento, seguridad y sostenibilidad
en aplicaciones médicas; mientras que la silicona destaca en dispositivos de
implantacién prolongada, el PVC sigue siendo el material de eleccién para
dispositivos desechables. A continuacion, se desglosan mas detalladamente las

caracteristicas de estos dos tipos de materiales.
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2.1.1. Silicona

Uno de los polimeros mas utilizados en dispositivos implantables es la silicona,
debido asu flexibilidad, biocompatibilidad y resistencia quimica. Este polimero
es ampliamente utilizado en implantes y dispositivos de uso prolongado, como
protesis mamarias, valvulas cardiacas, lentes de contacto terapéuticos y

catéteres urinarios [15, 16].

A nivel de propiedades,lasiliconase distingue por subiocompatibilidad inerte,
lo que la hace ideal para implantes de larga duracidn; su resistencia mecanica
es moderada [17], pudiendo presentar baja resistencia al desgarro, por lo que
se han desarrollado combinaciones con poliuretano para mejorar su
durabilidad [18]. También posee una alta estabilidad quimica, soportando
temperaturas extremas desde -55 hasta 300°C, siendo ademas resistente a la
radiacion [16]; una de sus principales ventajas es su superficie hidrofobica, que
reduce la adhesién bacteriana en dispositivos médicos [19], pero aun asi puede

ser susceptible a la formacién de biopeliculas en catéteres [20].

2.1.2. PVC

El PVC es el material dominante en dispositivos desechables y de bajo costo,
incluyendo bolsas de sangre, tubos intravenosos, catéteres vasculares y
mangueras para dialisis, gracias a su resistencia quimica, facilidad de
procesamientoy estabilidad frente a fluidos corporales [19]. Es biocompatible
y su resistencia mecanica es alta en formato rigido, mientras que en su forma
flexible se ajusta a distintas aplicaciones médicas; sin embargo, para lograr su
flexibilidad depende de aditivos como los plastificantes que pueden llegar a ser

toxicos, mutagénicos y cancerigenos [19].

La principal ventaja en comparacién con otros polimeros es su bajo costo,
siendo entre 70% y 80% mas econdmico que alternativas como el polipropileno.
Una de sus limitaciones es su dificil reciclaje, aunque ya existen programas que
buscan mejorar susostenibilidad. En términos de contexto clinico, el PVC sigue
siendo el material predominante en México para dispositivos médicos

desechables, debido a su bajo costo y facilidad de fabricacién.
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La combinacién de las propiedades superficiales del PVC y su uso
predominante en el Ambito clinico subraya la necesidad de innovar tanto en

materiales y como en los protocolos médicos, con el fin de reducir infecciones

asociadas a dispositivos fabricados con este polimero en entornos hospitalarios.

2.2. Género de hongo Candida

El género Candida, perteneciente al orden Saccharomycetales, es un hongo
levaduriforme reconocido como una de las principales causas de infecciones
fingicas a nivel mundial; estas levaduras pueden desarrollarse en un rango de
temperatura de ~20 a 40°C y se reproducen por gemacioén. Macroscépicamente,
la mayoria de las especies de este género presentan caracteristicas
morfolbgicas similares cuando crecen entre 28 y 32°C, en un periodo de 24 a 48
horas; sus colonias suelen ser blancas, cremosas, planas o elevadas, con una
texturalisa o plegada, aunque estas propiedades pueden verse influenciadas
por las condiciones del medio. A nivel microscépico, su tamano oscila entre 2y
8 um, y pueden presentarse en forma levaduriforme o micelial; la forma
levaduriforme, conocida como blastoconidio, puede tener una morfologia
ovalada, alargada, cilindrica o esférica, y en algunos casos, alargarse y formar

cadenas cortas con constricciones denominadas pseudohifas [21].

Este género comprende cerca de 200 especies, las cuales se encuentran en
plantas, la flora gastrointestinal de mamiferos, la piel y las mucosas
superficiales humanas, como también en los genitales, el tracto digestivoy la
cavidad oral. La mayoria de estas especies son oportunistas, es decir, en
condiciones normales permanecen como residentes inofensivos, sin embargo,
cuando las barreras epiteliales se ven alteradas o el sistema inmunolégico esta
debilitado debido a enfermedades inmunosupresoras, pueden proliferar
descontroladamente e invadir tejidos, provocando infecciones como la

candidiasis [22], superficial o invasiva.

Enla actualidad, se han identificado quince especies con capacidad patogénica
en humanos, aunque solo cinco de ellas son responsables de aproximadamente

el 90% de los casos de candidiasis invasiva: C. albicans, C. glabrata, C.
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parapsilosis, C. kruseiy C. tropicalis. Otras especies, como C. dubliniensis, C.
guilliermondii, C. inconspicua, C. lusitaniae, C. norvegensis, C. kefyr, C.
famatay C. rugosa, han sido reportadas con menor frecuencia, presentandose
Unicamente en casos aislados [6]. No obstante, destaca el caso de C. auris, una
especie que, durante la pandemia por COVID-19, fue asociada a brotes
hospitalarios con tasas elevadas de mortalidad. Dentro de este grupo, C.
albicans es la especie mas estudiada en términos de patogenicidad, siendo el
principal agente causal de candidiasis tanto superficiales (orofaringea,

esofagica, vulvovaginal y cutdanea [10]) como invasivas [23, 24, 25].

2.2.1. Candida albicans

C. albicans es un hongo oportunista patégeno que se presenta como una
levadura de forma redonda u ovalada, con dimensiones que varian entre 3-8
um de largo, y 2-7 pm de ancho; su capacidad para adoptar diferentes formas
morfologicas esta estrechamente relacionada con la transicién entre sus
estados comensal y patégeno, pues dependiendo de factores como la
temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes, puede desarrollarse en
forma de levaduras, pseudohifas o hifas [26, 27], como se observaenlas figuras
2a), 2b) y 2c), respectivamente. A nivel macroscépico, las colonias suelen
presentar un color blanco, textura cremosa y apariencia brillante, ademas,
pueden ser planas o sobresalientes, con bordes bien definidos (Figura 2d) y un

olor caracteristico [28].

Figura 2.Morfologia microscdpica de las a)levaduras, b) pseudohifas e c) hifas [27] y macroscopica
de las d) colonias de C. albicans (Imagen propia, obtenida con dispositivo movil (ver Seccion 3.4).

Se ha sugerido que la transformacion de levadura a hifas favorece la adhesion
celular, lainvasiéon de tejidos, la evasion del sistema inmune y la formacién de

biopeliculas [29], uno de los principales factores de virulencia. Esta
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estructuracién altamente organizada le confiere resistencia y persistencia en

el huésped.

El proceso de formacién de las biopeliculas ocurre de manera compleja y
secuencial, como se observa en la figura 3, iniciando con la adhesion de las
células fuingicas a las mucosas o superficies; posteriormente, se produce la
proliferacion celular y la formaciéon de estructuras similares a hifas en la parte
superior de labiopelicula. A medida que la biopeliculamadura, se acumula una
matriz extracelular compuesta principalmente de polisacaridos, que rodeay
protege la estructura, y finalmente, ocurre la dispersién celular, permitiendo

que nuevas células se liberen y propaguen la infeccion [30].

o 0™ Ny

Qe e Cﬁ

Adhesién Multiplicacion Biopelicula Biopelicula Diseminacion
desarrollada

Figura 3. Etapas de la formacion de biopeliculas de C. albicans [30].

Las biopeliculas de C. albicans presentan una arquitectura compleja que les
confiere una notable resistencia a tratamientos antifingicos y a la respuesta
inmune del huésped, actuando en si misma como proteccion al estar mediada
principalmente por una matriz extracelular densa, rica en B-1,3-glucano,
proteinas, acidos nucleicos y lipidos, siendo una barrera fisicay quimica, que
dificulta la penetracion de antimicéticos como azoles y polienos; ademas, se ha
identificado que factores de regulaciéon transcripcional, como Zapl y Rlml,
modulan la produccion de dicha matriz. En entornos hospitalarios, esta
capacidad de adhesiony persistenciaconviertea C. albicans enunriesgo critico
cuando coloniza superficies inertes, como catéteres, valvulas o prétesis, ya que
puede originar infecciones sistémicas graves, cuya resolucién muchas veces

exige la remocién del dispositivo infectado.

En 2022, la OMS publicé la lista de patégenos fingicos prioritarios [10],
estableciendo una clasificacion sistematica de estos microorganismos, en

funcién de aspectos como brechas en lainvestigacion y desarrollo, asi como en
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su relevancia para la salud publica. La lista incluye 19 patdgenos fungicos,
organizados en tres categorias de prioridad segtn criterios como resistencia a
antifingicos, mortalidad asociada, disponibilidad de tratamientos basados en
evidencia, acceso a diagndstico, incidencia anual y complicaciones derivadas,
entre otros factores. De acuerdo con esta lista, presentada en la figura 4, la
OMS expone que C. albicans se sitiia en la primera categoria por su carga para
la salud publica, justo entre los microorganismos del grupocritico, confirmando

la importancia de la investigacién constante de este microorganismo como

,
patogeno.
Grupo critico Grupo alto
L Cryplococcus " Nokoseomyces globraofo = Scedosporium spp.
‘ neoformans (Candida glabrata) T
Candida auris Ma  Histoplosma spp. 1t . Lomentospora
L e prolificans
""-
1 Aspergillus fumigatus ; _-‘ Eumycetoma causative el :: Coccidioides spp.
\ e agents ‘_:'f,"
"
‘. Condida albicans bk Mucorales "' \ Fichia kudriovzeveii
'.\é ' (Candida kruseil
:;-c-?,__. Fusarivm spp. *«  Cryptococcus gottii
O b
‘ Candida tropicalis \;‘ - Talaromyces marneffei
. )
i
.l. Candida parapsilosis E E ) Preumocystis jirovecii

bk 4 Paracoccidicides spp.

Figura 4. Lista de patogenos fungicos prioritarios de la OMS [10].

2.2.2. Candidiasis 1nvasiva

Las especies del género Candida, incluyendo C. albicans, pueden infectar a su
huésped mediante dos mecanismos distintos; el primero corresponde a
infecciones enddgenas, donde se rompe el equilibrio natural entre el
microorganismo y el huésped, permitiendo que la levadura prolifere desde la
flora gastrointestinal o desde colonizaciones previas enla piel y mucosas del
propio paciente. El segundo mecanismo involucra infecciones exdgenas,
adquiridas por contacto con fuentes externas contaminadas, como dispositivos

médicos, soluciones intravenosas o las manos del personal de salud [31].
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La candidiasis invasiva representa una de las formas mas graves de infeccién
por Candida, y ocurre cuando las levaduras ingresan al torrente sanguineo,
propagandose hacia diversos organos y tejidos. Entre las manifestaciones
clinicas mas comunes se incluyen la candidemia [31], las infecciones
hematdgenas diseminadas, la candidiasis hepatoesplénica y la afecciéon de
6rganos internos como el corazdn, sistema nervioso central, ojos, huesos,
peritoneo (peritonitis), cavidad abdominal (abscesos) y el sistema
osteoarticular (osteomielitis) [23, 32], provocando altas tasas de mortalidad,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos o con estancias prolongadas

en unidades de cuidados intensivos [10].

A pesar de la existencia de tratamientos antifingicos, esta infeccién continia
asociadaa una alta mortalidad, que oscilaentreel 20y el 50%, y puede requerir
hospitalizaciones prolongadas de hasta dos meses, dependiendo del estado del
paciente y la agresividad del cuadro clinico. Asimismo, se estima que
aproximadamente un 4% de los casos pueden derivar en infecciones

secundarias, lo que complica aiin mas su manejo clinico [10].

Actualmente, no existe una vacuna disponible contra la candidiasis invasiva,
por lo que las estrategias preventivas se basan en la vigilancia estrecha de
pacientes en riesgo y en la mejora de practicas clinicas que eviten la
colonizacién y diseminacion del hongo. Aunque el acceso a métodos
diagnosticos ha mejorado, persisten limitaciones en cuanto a la disponibilidad
y eficacia de los tratamientos antifingicos, especialmente en regiones con

acceso restringido a medicamentos [31].

2.2.3. Epidemiologia

Investigaciones han evidenciado que ladistribucién de las especies de Candida
en aislamientos clinicos varia segin la region geografica y el tiempo. En
Estados Unidos y el noroeste de Europa, C. glabrata es la segunda especie mas
frecuente, especialmente en personas mayores de 60 anos y receptores de
trasplante de 6rganos. En contraste, en el sur de Europa, India y Pakistan, C.

parapsilosis y C. tropicalis son mas predominantes que C. glabrata [23].
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La candidiasis invasiva representa un problema de salud en constante
aumento en Latinoamérica, con una incidencia que varia entre 0.3 y 6.0 casos
por cada 1000 hospitalizaciones y tasas de mortalidad que oscilan entre el 30y
el 76%, dependiendo del pais y la region estudiada [33]. Factores como la
prolongada estancia en unidades de cuidados intensivos, el uso de nutriciéon
parenteral, la presencia de catéter venoso central y el tratamiento con
antibioticos de amplio espectro de manera frecuente o prolongada contribuyen

a estas elevadas tasas de mortalidad [32].

La Red Latinoamericana de Micosis Invasoras es una organizacién conformada
por expertos en infecciones fingicas, cuyo proposito es establecer prioridades
de investigacién y educacion en la regiéon. En 2013 llevaron a cabo el primer
estudio epidemiolégico prospectivo multicéntrico, enfocado en analizar la
candidemia, endistintos paises de América Latina;estainvestigacién confirmé
que C. albicans es la principal causa de candidemia en la regién (Tabla 2),
representando el 37.6% de los casos.

Tabla 2. Distribucion por especies de Candida de 672 episodios de candidemia [33].

Argentina Brazil Chile Colombia Ecuador Honduras  Venezuela  General
C. albicans 48 (42.5) 77 (40.5) 16 (42.1) 40 (36.7) 24 (52.2) 37 (27.4) 11 (26.8) 253 (37.6)
C. parapsilosis 27 (23.9) 49 (25.8) 11 (28.9) 42 (385) 14 (30.4) 19 (14.1) 16 (39.0) 178 (26.5)
C. tropicalis 19 (16.8) 25 (13.2) 4 (10.5) 19 (17.4) 5(109) 36 (26.7) 10 (24.4) 118 (17.6)
C. guilliermondii 7(6.2) 3(16) 1(26) 2(1.8) 1(22) 28 (20.7) 2 (49) 44 (6.5)
C. glabrata 7 (6.2) 19 (10.0) 3(79 5 (4.6) 2(43) 5(3.7) 1(24) 42 (6.3)
C krusei 2018 9(47) 3(7.9) - - 4 (3.0) - 18 27)
Otras* 3 8 - 1 - 6 1 19 (2.8)
Total 113 190 38 109 46 135 41 672

Otras* - Argentina: C. lusitaniae (2), C. pelliculosa (1); Brazil: C. intermedia (3), C. haemulonii (2), C. lusitaniae, C. famata, C. norvegiensis (1 each); Colombia: C.
lusitaniae (1); Honduras: C. lusitaniae (3), C. pelliculosa, C. haemulonii, C. albicans+C. glabrata (1 each); Venezuela: C. pelliculosa (1).

Este hallazgo refuerzala relevanciade C. albicans como el patégeno fingico
mas prevalente en infecciones invasivas. Su incidencia fue particularmente
alta en Ecuador, donde se reporté en 52.2% de los episodios, mientras que en
Honduras y Venezuela las cifras fueron mas bajas (27.4% y 26.8%,
respectivamente). Si bien otras especies como C. parapsilosis (26.5%), C.
tropicalis (17.6%) y C. guilliermondii (6.5%) también estuvieron presentes,

ninguna alcanzé la misma relevancia epidemiolégica que C. albicans [33].

Ademas, una revision sistematica de estudios realizados en México entre 2005

y 2015 permiti6 analizar la prevalencia de la candidiasis superficial e invasiva
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[34]; los resultados (Figura 5) indicaron que C. albicans es la especie maés
frecuentemente aislada, tanto en infecciones superficiales como invasivas, lo
que la mantiene como el principal agente etiolégico en el pais. Este panorama
epidemioldgico se haestudiado en diversos estados del pais, incluyendo Ciudad

de México, Puebla, Yucatan, San Luis Potosi, Nuevo Le6én y Veracruz.

1.10%

061%

m C. aibicans
m C. plabvats complex
m C. tropicalts
m C. parapailosis comphesx
W . parapalosis SENsy Sicto
B ©. ovthopsiosis
m C. melgpalosis
| C. krusal
C. famata (Debaryomyces hansenii)
m C. guiermondll (Meyerozyma guilizmmondii)
m C. Npohtica
C. 2espanoides

Figura 5. Distribucion de frecuencias de las especies de Candida causantes de candidiasis
invasora en México durante el periodo 2005-2015 [34].

Ahorabien, delosdiezprincipales microorganismos causantes de JAASen 2023
en México, reportados en el boletin publicado por la Red Hospitalaria de
Vigilancia Epidemiolégica [12], 1a tinica especie de Candida que aparece en
el listado es C. albicans con 1639 casos (Figura 6), resaltando la importancia

de complementar los estudios realizados sobre superficies fotoesterilizables en

contra de este microorganismo en particular.

Escherichia coli 6,808
Pseudomonas geruginosa 4949

o Klebsiella pneumoniae 4566
E Acinetobacter baumannii 2,889
E Staphylococcus gureus 2463
g Staphylococcus epidermidis 2331
G Candida albicans 1,639
= Enterobacter cloacae 1,365

Enterococcus faecalis 1240

Clostridicides difficile 1124
o 2,000 4000 6,000 8,000

1AAS notificadas

Figura 6. Distribucion de lasIAAS causadas porlos diez principales microorganismos
notificados en 2023 [12].
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2.2.4. Infecciones por C. albicans en materiales médicos

La interaccién entre C. albicans y dispositivos médicos implantables ha sido
ampliamente documentada, confirmando que en su mayoria las fuentes de
infecciones son exdégenas [35]. Entre los factores de virulencia que determinan
la relacién de Candida spp. con el huésped, destacala capacidad de adherirse
a los tejidos y a las superficies de catéteres o proétesis, lo que les permite
colonizar y formar una biopelicula que limita la acciéon de los antifingicos, al
reducir el metabolismo y por ende disminuir sus sitios de accién, promoviendo

asi el crecimiento del hongo [36].

Un diagrama que resalta las areas del cuerpo vulnerables a infecciones por C.
albicans puede observarse en la figura 7. Estas zonas estan propensas tanto a
la colonizacion de un dispositivo médico conbiopelicula (indicadaen azul), como
a infecciones localizadas o diseminadas, derivadas de una biopelicula

preexistente (indicada en naranja) [39].

Contact lenses
Ear infection

Dental plague, thrush, dentures

Endotracheal tube

Ceatral vascular catheter

Pacemuker
Skim Infection - Heart valve
Lung infection

Stent
Peripheral vascular catheter

Bloodstream infection

Yeast infection
Hip prosthetic
Urinary catheter

Wound infection

Orthopedic impl

Figura 7.Infecciones frecuentes relacionadas con las biopeliculas de C. albicans [39].
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En particular, las infecciones causadas por C. albicans se presentan con mayor
frecuencia en neonatos, nifios y pacientes en unidades de cuidados intensivos,
donde C. albicans ha sido identificado como el principal agente de candidemia
relacionada con implantes hospitalarios [37]; de hecho en México, el Instituto
Mexicano del Seguro Social, ha reportado que hasta el 50% de las infecciones
sistémicas por Candida estan asociadas a catéteres venosos centrales [38], los
cuales pueden contaminarse a través de la piel del paciente o del contacto

durante la manipulacion por parte del personal sanitario [24].

Este tipo de infecciones esta ligada a la expresion de proteinas de adhesién
como Alsl, que facilitan el anclaje del hongo a materiales como PVC,
poliuretanoy silicona [37] y, ademas de los catéteres, otros dispositivos como
valvulas cardiacas y protesis articulares también son susceptibles a
colonizacién. En sondas urinarias, el hongo puede activar genes como EFG1,

promoviendo biopeliculas que incrementan la carga fingica en la vejiga [40].

Para reducir el riesgo de infecciones, se han desarrollado estrategias
preventivas como la modificacion superficial con recubrimientos de poliuretano
hidréfilo o silicona, capaces de reducir la adhesién fungica hasta en un 70%
[37], el uso de soluciones desinfectantes como hipoclorito de sodio (>0.39%) o
peroxido de hidrégeno (1.4%) [38, 40], asi como protocolos de manejo
hospitalario, en los que las guia clinicas internacionales recomiendan el
reforzamiento en la higiene del personal de salud y la rotacion de catéteres,
particularmente en pacientes con candidemia, en los que la retirada temprana
del catéter venoso central es un aspecto crucial, ya que su permanencia puede

prolongar la infeccién y aumentar el riesgo de complicaciones [41, 42].

2.3. Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa)

La TFD es un método innovador y poco invasivo que combina tres elementos
clave en su mecanismo de acciéon: un FS, luz y la presencia de oxigeno
molecular. Dentro de esta técnica, una variante especializada es la TFDa,
disenada especificamente para la eliminacién de microorganismos patégenos,

como bacterias y hongos, y asimismo virus.
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a)

Tanto la TFD como la TFDa comparten el mismo principio de accién, ilustrado
en la figura 8a), diferenciandose inicamente en su aplicacién clinicay en los
objetivos terapéuticos que se busquen alcanzar. La induccién de la muerte
celular localizada y el dafio tisular radica en la generacion de EROs por parte
de un FS molecular una vez es excitado por luz de una longitud de onda
especifica. En la mayoria de los casos, el estado excitado singulete inicial del
FS experimentaun cruce intersistema que lo transforma en un estado excitado
triplete; generalmente, aunque no en todos los casos, es este estado triplete el
que desencadena las reacciones quimicas responsables del dafo celular [43],

las cuales pueden clasificarse en dos tipos, segiin su interaccion con el entorno

. , .

biolégico.
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Figura 8. Ilustracion esquematica de los mecanismos de accion en la TFD con a) reacciones
fotodinamicas para FS moleculares, comoel AM, segin el diagrama de Jablonski[44]y b) reacciones
fotocataliticas basadas en el diagrama de bandas para FS inorganicos como el TiO; [77].

En la reaccion de tipo I (Figura 8a), el F'S excitado reacciona directamente con
un sustrato biolégico, como lipidos insaturados, proteinas o acidos nucleicos,
mediante transferencia de protoneso electrones; este proceso genera radicales
inestables, que en presencia de oxigeno dan lugar a diversas EROs, tales como
el radical anion superoxido (O, *7), el radical hidroxilo (OHe) y el peréxido de
hidrégeno (H,0,). Por otro lado, en la reaccién de tipo II, el FS excitado
transfiere energia directamente al oxigeno molecular (O ,), generando oxigeno
singulete (*O,), una citotoxina altamente reactivay clave en la eficacia de la
TFDa; esta molécula juega un papel crucial en la destruccién celular,

especialmente en condiciones de alta disponibilidad de oxigeno [8, 44].
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En el caso de FSinorganicos como el TiO, (Figura 8b), su mecanismo de accién
se describe a través de su estructura de bandas energéticas; el TiO, es un
semiconductor cuya fotocatalisis se basa en la transicién de electrones desde la
banda de valencia (VB) hacia la banda de conduccién (CB) al absorber fotones
con una energia igual o mayor a su band gap (3.0-3.2 eV). Este proceso genera
pares electron-hueco (e /h*) que, al migrar a la superficie del material, pueden
iniciar reacciones de oxidacién-reducciéon que generan EROs. Los electrones
(e7) enla banda de conduccién pueden reducir oxigeno molecular (O,) a radical
superoxido (O, 7), mientras que loshuecos (h*) en la banda de valenciapueden
oxidar agua (H,O) o iones hidroxilo (OH") generando radicales hidroxilo (OH *)
[77].

En condicionesideales, estos portadores de carga se separany reaccionan antes
de recombinarse, facilitando la produccién eficiente de especies reactivas.
Ademas, el dopaje del TiO, (como en este estudio con Rh) puede introducir
niveles energéticos intermedios entre la banda de valencia y la de conduccion,
lo cual disminuye el band gap y permite la activacién del material con luz
visible. Esto mejora la separaciéon de cargas, reduce su recombinacién y
extiende su respuesta fotoactiva, haciéndolo adecuado para aplicaciones

clinicas bajo fuentes de luz mas seguras.

En el contexto de este estudio, la TFDa se posiciona como una estrategia
innovadora para la fotodesinfeccién de superficies, permitiendo la inactivacién
eficiente y continua de patégenos sin generar resistencia [45]. En este tipo de
superficies, conocidas como fotodesinfectantes, los FS pueden ser incorporados
o aplicados como recubrimientos sobre el material, permitiendo que, al ser
expuestos ala luz, se activen, produzcan EROs y asi desinfecten la superficie
[8, 46]. Este enfoque representa una estrategia prometedora para la
desinfecciéon continua, ya que contribuye a la reduccion del riesgo de

contaminaciéon microbiana e infecciones [46].

2.3.1. Fotosensibilizadores

La fotosensibilizacién es un proceso en el que un compuesto, conocido como

sustrato, experimenta una transformacién quimica como consecuencia de la
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absorciéon de radiacion electromagnética UV-visible por parte de otro
compuesto denominado FS [43]. En el ambito de la TFDa, los FS son
compuestos quimicos que, al absorber fotones, se excitan y desencadenan
reacciones fotoquimicas que culminan en la produccién de EROs y radicales

libres, provocando la muerte celular.

Los FS se han desarrollado en tres generaciones, cada una con mejoras en
términos de selectividad, estabilidad y eficiencia en la produccién de EROs, lo
que ha permitido ampliar su aplicacién en el ambito clinico. Los de primera
generacion fueron los primeros compuestos utilizados en la TFD y estan
basados en derivados de porfirinas y estructuras tetrapirrolicas. El porfimero
sédico (Photofrin®), un derivadode hematoporfirina, fue el primer FS aprobado
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos,
marcando un hito por ser pionero en la validacién regulatoria de la TFD al ser
el primer FS sistémico aprobado para oncologia [47]. Al ser el primer FS era de
esperar que Photofrin® presentara algunas limitaciones, pero su desarrollo
sentd las bases para la elaboracién de agentes mas seguros, presentes en
generaciones posteriores. Si bien los FS de esta generacion presentaron alta
eficacia fotodinamica, su principal limitacién radicé en la prolongada
fotosensibilidad que podian inducir en los pacientes, dada su baja selectividad,
lo que provocaba acumulacion en tejidos sanos y requeria largos periodos de
fotoproteccién tras el tratamiento, con efectos que podian durar de 4 a 6

semanas [48].

En respuesta alas desventajas de los FS de primera generacion, surgieron los
de segunda generacién, disefiados con mayor selectividad hacia células
tumorales o microorganismos patdgenos, lo que permitié reducir los tiempos de
fotosensibilidad, pasando de semanas a dias o incluso horas, mejorando
significativamente la seguridad del tratamiento; dentro de esta generacién se
han incorporado FS naturales, como la hipericina (derivada de Hypericum
perforatum) y la curcumina, que han demostrado ser eficaces contra bacterias
y hongos, conun perfil de baja toxicidad en células humanas. Estos compuestos
también pueden activarse con luz visible, lo que representa una ventaja

significativa al reducir los efectos secundarios sistémicos y permitir su
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formulacién en presentaciones topicas, como cremas o geles, facilitando asi su

aplicacién en el entorno clinico [49].

En la actualidad, los mas estudiados son los FS de tercera generacion; estos
han sido disefiados para mejorar la selectividad y eficacia de la TFDa
alcanzadas por la generacién precedente. Una de sus principales
caracteristicas es su nano estructuracion, lo que permite su combinacién con
vehiculos transportadores para optimizar su biodisponibilidad; ademas, una
innovacién clave ha sido el desarrollo de FS conjugados con polimeros o
anticuerpos, lo que permite una mayor orientacion hacia receptores especificos

en células patdgenas o cancerosas [50].

Dentro de esta generacién, se han desarrollado principalmente dos tipos de
sistemas basados en el uso de NPs; el primero consiste en sistemas hibridos
donde el FS es transportado o inmovilizado en matrices como NPs de oro,
favoreciendo su liberacion controlada; y el segundo involucra NPs que actian
como F'S por si mismas, como es el caso de las de TiO, y 6xido de zinc. Ambos
sistemas potencian su efecto mediante mecanismos combinados, generando un
efecto antimicrobiano sinérgico, ya que las NPs, ademas de actuar como
soporte, pueden contribuir directamente a la inactivacién microbiana, como
ocurre en el caso de la plata, cuyos efectos antimicrobianos no dependen de la
generaciéon de EROs, sino de interacciones fisicoquimicas con la membrana
celular [51]. Estas modificaciones han proporcionado beneficios notables, como
la reduccién de la dosis requerida, lo que minimiza los efectos adversos, y una

mayor especificidad, disminuyendo el dafio a tejidos sanos.

En este trabajo son de interés dos tipos de FS representativos de generaciones
distintas: el AM, un colorante de segunda generacioén, y las NPs de TiO,: Rh,
correspondientes a la tercera generacion. E1 AM acttia como FS molecular, se
activa eficientemente con luz roja visible (~660nm) y genera EROs
principalmente por la reaccion de tipo I (Figura 8a). En cambio, el TiO, es un
semiconductor de estado sélido cuya fotoactivacién convencional requiere luz
UV debido a su amplio band gap (3.2 eV en fase anatasa); sin embargo,

mediante el dopaje con metales como el Rh, es posible su activaciéon con luz
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visible, ampliando su aplicabilidad en contextos clinicos al mejorar su eficiencia

en la generaciéon de EROs bajo condiciones mas seguras.

2.3.2. Luz

La luz es una forma de radiacién electromagnética que puede ser percibida por
el ojo humano, sin embargo, esta es solo una pequena fraccién dentro del
espectro electromagnético, un rango continuo de radiaciones que no posee

limites estrictos en sus extremos.

Para su estudio, el espectro electromagnético se ha dividido en diferentes
regiones, con transiciones entre ellas graduales y sin fronteras rigidas (Figura
9) y para referirse a alguna especificamente, se utilizan dos parametros
fundamentales: frecuencia y longitud de onda; dentro de este contexto, la luz
visible corresponde a un intervalo de longitudes de onda entre 380 y 780 nm,
aproximadamente, abarcando los colores que el ojo humano puede percibir,

desde el violeta hasta el rojo [52].

¢Penetra la atmosfera No No
terrestre?
Tipo de radiacion Radio Microondas Infrarrojo Visible Ultravioleta Rayos X Rayos gamma
Longitud de onda (m)  10° 1072 107° 0,5x10°° 1078 1071® 10712

Escal da d ) A 3
jidsiben 1 @ % aﬁ A

Edificios Humanos Mariposas Puntade Protozoos Moléculas Atomos Nucleo atémico

Objetos que r =

perciben cada tipo ? #
de radiacion = d

I

2

10 10° 10% 10° 10'° 10 10°
Figura 9. Espectro electromagnético [52].

Dentro del espectro electromagnético, la radiaciéon UV, la luz visible y el
infrarrojo conforman la denominada region 6ptica; en particular, el espectro
visible representa una fraccién muy pequena dentro de todo el espectro
electromagnético, pero es fundamental para la percepciéon visual, pues

cualquier radiacidon que se encuentre dentro de esta estrecha banda tiene la
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capacidad de estimular el ojo humano, generando la sensaciéon de color [52],
siendo importante mencionar nuevamente que la transicién entre los distintos
colores dentro del espectro visible tampoco es abrupta, sino que ocurre de

manera gradual.

En el contexto de la TFDa, la luz juega un papel esencial, ya que, como se ha
mencionado anteriormente, es la encargada de activar al FS, promoviendo la

generaciéon de EROs y, con ello, la inactivacién microbiana [54].

Cada una de las fuentesluminicas existentes presentan ventajas y limitaciones
que deben considerarse al momento de seleccionar la mas adecuada para la
activacion de los FS en la TFDa; factores como la intensidad luminica, la
estabilidad de lafuente,lapenetraciénenel tejidoy extensiéndel areaatratar,
ademas de la compatibilidad con el FS empleado, en relacién con su espectro

de absorcidon, juegan un papel determinante en la efectividad del tratamiento.

La luz solar es una opcién sostenible y de bajo costo, ideal para aplicaciones en
exteriores debido a su capacidad de iluminar grandes areas de manera
uniforme, sin embargo, su intensidad y composicidon espectral pueden variar
segun factores ambientales, lo que puede afectar la eficacia del tratamiento.
Las lamparas de amplio espectro, como las incandescentesy las de descarga de
gases (Hg, Na, Xe), generan radiacién en distintas regiones del espectro
electromagnético, aunque su uso en TFDa esta limitado por subaja eficiencia
o espectro poco selectivo. Los laseres (Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, LASER) destacan por su alta direccionalidad y emision
en longitudes de onda especificas, lo que optimiza la absorcién del FS y
maximiza la produccion de EROs, permitiendo ajustar la potencia y
penetracion en los tejidos segin la aplicacion. Finalmente, los diodos emisores
de luz (LED, por sus siglas en inglés) ofrecen una alternativa eficiente y
versatil, con la capacidad de emitir en un espectro estrecho, bajo consumo
energético y larga vida util [52], lo que los convierte en una de las fuentes mas

utilizadas en TFDa.
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2.3.3. Oxigeno

En la TFDa, el oxigeno es fundamental, ya que su interaccién con los
microorganismos, tras la activaciéon de los FS con luz, genera las EROs
responsables del efecto antimicrobiano [8]. El oxigeno molecular (O,) es el
elemento mas abundante enlacortezaterrestreyconstituye aproximadamente
el 21% del aire seco en su forma diatémica gaseosa. Su presencia es esencial en
procesos biolbégicos, ya que participa en reacciones que generan la energia
necesaria para el metabolismo de los organismos superiores. Sin embargo,
concentraciones elevadas de oxigeno, superiores a este 21%, pueden ser toxicas
para los organismos aerodbicos, causando danos en plantas, animales y
microorganismos. Esta toxicidad se debealacapacidad del oxigeno paraformar
EROs, compuestos altamente oxidantes que pueden alterar estructuras

celulares [55].

2.4. Estado del arte de los MCPF

En las ultimas décadas, el desarrollo de superficies poliméricas denominadas
fotodesinfectantes hacobrado granrelevanciadebido al aumento de infecciones
asociadas abiopeliculasylacrecienteresistencia antimicrobiana. Enrespuesta
a este problema, se han disefiado materiales capaces de generar EROs bajo
irradiaciéon luminosa logrando una accién antimicrobiana efectiva, al
incorporar FS en su disefo. Estas superficies eliminan microorganismos sin
necesidad de contacto directo, ya que la generaciéon de oxigeno singulete (*Oy)
cerca de la membrana externa del patdégeno permite su difusién al interior

celular, causando dafo irreversible a estructuras vitales [56, 57].

Desde los primeros estudios en la década del 2000, se han explorado multiples
enfoques para combinar polimeros con FS, con el objetivo de desarrollar
superficies antimicrobianas. Un grupo de investigadores japoneses fue el
primero en utilizar TiO, para el desarrollo de catéteres hospitalarios
fotodesinfectantes, emprendiendo estudios pioneros en la aplicaciéon de
materiales con propiedades fotocatalicas en dispositivos médicos, siendo Ohko
et al. (2000) [58] de los primeros en recubrir catéteres de silicona con dicho

compuesto inorganico, logrando una fotoesterilizacién efectiva bajo luz UV y
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demostrando que el recubrimiento era estable frente a tensiones mecéanicas.
Mas adelante, Sekiguchi (2007) [59] y Yao (2008) [60] validaron clinicamente
estos catéteres modificados, evidenciando una reduccién significativa de
infecciones urinarias en pacientes, lo que consolidé la importancia de este

enfoque en el ambito hospitalario.

Otro enfoque clave surgiéenla University College London, donde se exploraron
técnicas de encapsulacién de FS, que iban desde colorantes hasta otros
materiales inorganicos como NPs, en polimeros. Los primeros estudios en este
campo fueron realizados por Perni et al. (2008) [61], quienes utilizaron AM y
NPs de oro en polisiloxano, logrando una reducciéon de 3.5log;y en
Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli bajo luz roja (660 nm); este estudio
establecié el método de Hinchamiento — Encapsulacién — Contraccion (HEC)
con acetona/agua para la integracion de FS en matrices poliméricas.
Posteriormente, Naik et al. (2011) [62] incorporaron AM y azul de toluidina en
poliuretano, observando que el segundo mostraba mayor eficacia en la
inactivacién microbiana bajo luz blanca; y luego Ozkan et al. (2014) [63]
funcionalizaron polidimetilsiloxano con cristal violeta utilizando cloroformo
como solvente, demostrando actividad antimicrobianacontra E. coliy S. aureus

en condiciones de luz ambiental.

Entre 2012 y 2016, el desarrollo de superficies poliméricas fotodesinfectantes
se fortaleci6 enla integracion de NPs metalicas, con el objetivo de potenciar la
actividad antimicrobiana. Estos avances fueron impulsados por distintos
autores que poco a poco se unieron al grupo de la University College of London,
quienes trabajaron en estrecha colaboracién para optimizar los materiales
antes mencionados. Noimark et al. (2012) [64] optimizaron la integracion de
NPs de oro en catéteres de PVC, resaltando su estabilidad y la ausencia de
lixiviacion; luego en el 2013 [65] estos autores integraron cristal violeta y NPs
de oro en silicona médica, logrando reducciones superiores a 4log;y en
bacterias patégenas bajo luz blanca, y posteriormente realizaron trabajos
similares, pero ahora con superficies de poliuretano y silicona para entornos
hospitalarios en 2014 y 2015 [66, 67]. En este mismo afio, Bovis et al. (2015)
[68] evaluaron elastéomeros de silicona dopados con AM y NPs de oro,

demostrando que estas ultimas mejoraban la generacién de EROs bajo
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irradiacién en el rango de 633—670 nm, y en una linea similar, McDonald et al.
(2016) [69] desarrollaron matrices de poliuretano funcionalizadas con NPs de
oro recubiertas de tiol, evidenciando actividad bactericida incluso en ausencia

de luz.

En anos posteriores, siguiendola misma linea de su primer estudio en 2014,
Ozkan et al. (2018) [70] combinaron cristal violetay NPs de 6xido de zinc en
polidimetilsiloxano, demostrando que las NPs actuaban como co-catalizadores
para potenciar la actividad bajo la luz visible, y con este mismo enfoque, Patir
et al. (2018) [71] emplearon una combinacion de cristal violeta, AM y NPs de

plata en silicona, alcanzando una reduccion de 6.8log;o en S. aureusy E. coli.

Los estudios de Inomata et al. (2019), Aydin et al. (2020) y Hwang et al. (2016—
2023), todos en colaboracién con la University College of London, aportaron al
conocimiento sobre el uso de la TFDa en aplicaciones biomédicas y
hospitalarias. Inomata et al. en 2019 [72] analizaron el impacto de la TFDa en
materiales hospitalarios como polipropileno, aluminio y acero inoxidable AISI
304, evidenciando alteraciones en las propiedades mecanicas del polipropileno
y el acero, aunque sin generar subproductos téxicos, validando asi la seguridad
de esta técnica en entornos clinicos. En el caso de Aydin et al. en 2020 [73] se
demostré que la combinaciéon de azul de toluidina con NPs de plata mejora la
eficacia de la TFDa en la desinfeccién de conductos radiculares infectados con
Enterococcus faecalis, con una reduccién bacteriana superior a la obtenida con
azul de toluidina solo, y finalmente en cuanto a Hwang et al., su trabajo desde
2016 hasta 2023 se centr6 en el desarrollo de recubrimientos antimicrobianos
basados en CV y NPs, ya sea en aplicaciones en pinturas activadas por luz
blanca y en recubrimientos con 6xido de zinc/cristal violeta para superficies

hospitalarias [74, 75].

La referencia mas reciente sobre esta linea de investigacién es de finales del
2023; en este ano se publicé el "Handbook of Self-Cleaning Surfaces and
Materials: From Fundamentals to Applications" [76], un libro que ofrece una

visién integral sobre las superficies y materiales fotodesinfectantes, abarcando

desde los fundamentos hasta las aplicaciones practicas.
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Ahora bien, respecto a las propiedades del TiO, dopado, se encontrd que el
dopaje con metales como cobre, plata y 6xido de zinc ha sido explorado con el
propdésito de mejorar su actividad bajo la luz visible [77], al reducir su banda
de energia prohibida y facilitar la separacion de cargas electrénicas, lo que

aumenta la produccién de EROs [77, 78].

La presente investigacion busca, ampliar el conocimiento y experiencia en el
uso, almacenamiento y vida media de MCPF evaluando su efectividad
antimicrobiana y su potencial parala reduccién de patégenos nosocomiales
oportunistas, especificamente contra C. albicans, encapsulando NPs de TiO.:
Rh, las cuales no se han empleado atin en este tipo de materiales y el colorante

AM.
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3. METODOLOGIA

En el presente capitulo se describen los materiales utilizados y procedimientos
realizados en cada una de las fases necesarias para cumplir los objetivos
planteados para el desarrollo de este trabajo de maestria. Para evaluar la
eficaciadelos MCPF enlaeliminaciénde C. albicans mediante TFDa, se disenid
un protocolo experimental estructurado por lo que los métodos que se
describiran a continuacion incluyen la seleccion de polimeros médicos a
modificar con la encapsulacién de FS en ellos, la descripcion del material
biol6égico utilizado y la preparacién de solucionesy medios de cultivo éptimos
para su crecimiento; también se describen las diversas técnicas de
caracterizacién para determinar los cambios estructurales y funcionales en los
polimeros tratados y finalmente, con la aplicacién de la TFDa, el proceso
empleado para la optimizacién de los parametros de iluminaciéon y la
evaluaciénde la fotoestabilidad del sistema en almacenamiento y el nimero de
usos posibles para cada tipo de MCPF, estableciendo su viabilidad para

aplicaciones médicas.

3.1. Material biolégico

Para la contaminaciéon de los polimeros se escogié C. albicans,la especie del
género Candida mas comuiny patdégena de este hongo. La cepa especifica que
se utilizé fue C. albicans tipo ATCC CAF2, inicialmente donada por el
Laboratorio de Micologia del Centro de Investigaciones de Ciencias
Microbioldgicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y ahora
obtenidadellaboratorio de TFD del INAOE, lugar en el que se llevé a cabo esta

Investigacién.

3.2. Polimeros biomédicos

Uno de los criterios fundamentales para la seleccién de los materiales
poliméricos empleados en este estudio fue su transparencia, ya que esta
propiedad resultaesencial para garantizar una adecuadatransmisiéndela luz
durante los procesos de activacién fotodinamica de los FS. Porlo anteriormente

mencionado, se seleccionaron dos polimeros de uso médico comtn, silicona y
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PVC, ambos disponibles comercialmente en presentaciones transparentes
(Figura 10); las muestras de silicona fueronobtenidas a partir de sondas Foley
desiliconde 2 vias con globo de 5 ml, calibre 22Fr (SensiMedical), mientras que
las de PVC provinieron de tubos de suministro de oxigeno tipo Star Lumen

(Hudson RCI, Medline).
PVC Silicona

Figura 10. Dispositivos médicos seleccionados para la elaboracion de los
MCPF.

3.3. Soluciones y medios

El principal objetivo de las soluciones, especificamente la solucién buffer
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés), y los medios de cultivo es proporcionar
un ambiente adecuado para mantener la homeostasis celular, promoviendo el
crecimiento y/o desarrollo de microorganismos al simular condiciones similares
a su entorno natural. De este modo, se busca crear un ambiente experimental
que minimice el estrés fisiologicoy, con ello, evitar la muerte celular durante

el proceso.

3.3.1. Soluciéon Buffer Fosfato

La solucién PBS constituye una solucién amortiguadora de pH cominmente
empleada para procedimientos bioquimicos; es isotonica y no-toxica para las
células de los mamiferos y se emplea como vehiculo neutro para células, ya que

no modifica el perfil de expresién y funcionamiento celular normal.

Su preparacién se realizd segun las indicaciones del fabricante, a partir de

cloruro de sodio (NaCl; Omnichem Cristal), cloruro de potasio (KCIl; Gran),
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fosfato dis6dico (NazHPOs; Gran) y fosfato monopotasico (KaHPO4+; Omnichem
Cristal), implementando 2015, 55, 287.5 y 50 mg, respectivamente, de cada
sustancia por cada 250 ml de soluciéon requerida, los cuales fueron pesados en
una balanza (OHAUS, PA214) y disueltos en agua destilada. Se midié6 el pH
conun potenciémetro (Conductronic, PH25) y se ajust6 hasta 7.4 + 0.2 con acido
clorhidrico (HCl; HYCEL — Reactivos quimicos), en caso de que el valor
superara un pH 7.4, o hidréxido de sodio (NaOH; HYCEL — Reactivos
quimicos), para subir el potencial de hidrégeno si es que estuviera por debajo
de pH 7.4. Finalmente se afor6 el PBS con agua destilada y esterilizé en

autoclave (AESA, CV250) a 121°C durante 15 minutos.

3.3.2. Caldo Dextrosa Sabouraud

E1 SDB (por sus siglas en inglés) usualmente se utiliza para hidratar cultivos
micoéticos, especialmente cuando se desea evitar la induccién de cambios
morfolégicos por efecto del medio. De acuerdo con las indicaciones del
fabricante, la cantidad correcta a preparar debe corresponder a 30 g de SDB
(MCD LAB) por cada litro requerido, porlo que se utiliz6 la balanza para pesar
la cantidad requerida de polvo, el cual se disolvié en agua desionizada en un
frasco con tapa, midiendo luego el pH con el potenciémetro; el potencial
hidrégeno se ajust6 hasta 5.6 + 0.2 con HCl o NaOH, segin se requiriera.

Finalmente, el caldo se esterilizé a 121°C en autoclave durante 15 minutos.

3.3.3. Medio Agar Dextrosa Sabouraud — Agar bacteriolégico

El SDA (por sus siglas en inglés) es un medio disefiado por Sabouraud para
cultivar dermatofitos. Esta conformado por un pH bajo (5.6 aproximadamente)
y favorece el crecimiento de hongos, en especial los dermatofitos, con efecto
inhibidor para las bacterias contaminantes. Por otra parte, el agar
bacterioldgico se obtiene de algas marinas y es un polisacarido que no es
nutriente para la mayoria de los microorganismos; su principal uso es como
un agente gelificante que se utiliza para preparar medios de cultivo s6lidos o

semisélidos.
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Para este trabajo, el medio utilizado para el cultivo de C. albicans, fue una
mezcla de SDA (MCD LAB) con agar bacteriologico (MCD LAB); segin las
instrucciones del fabricante, el medio SDA ya incluye agar en su composicion;
sin embargo, en este protocolo se anadieron 10 g/Li adicionales de agar
bacteriolégico con el propdsito de mejorar la consistencia del medio s6lido. La
preparacién se realizé pesando 65 g de SDA y 10 g de agar bacteriolédgico, por
cada litro de medio que se necesitara, estas cantidades se disolvieron en un
matraz con agua desionizada; la mezcla fue aforada y ajustada a un pH de 5.6
+ 0.2, esterilizada en autoclave a 121°C. Una vez tibio, el medio se distribuyd
en placas Petri (SYM Laboratorios, 65 x 15 mm), vertiendo aproximadamente

10 ml por placa.

3.4. Registro fotografico para imagenes macroscopicas

Las imAagenes macroscopicas incluidas en esta tesis, correspondientes a
colonias de C. albicansy a las muestras poliméricas, fueron obtenidas con la
camara traserade un dispositivo movil Xiaomi, empleando sus configuraciones
predeterminadas de captura. El sistema fotografico de este dispositivo esta
compuesto por cuatro camaras: principal de 48 MP (f/1.79, 1.6 pm), gran
angular de 8 MP (f/2.2, 118°), macro de 2 MP y de profundidad de 2 MP. Las
fotografias fueron tomadas bajo condiciones de iluminacién ambiental en el
laboratorio, sin procesamiento digital posterior, mas alla de ajustes minimos

de recorte y contraste con fines de claridad visual.

3.5. Fabricacion de MCPF

Para elaborar los MCPF, se implementé el método de HEC, permitiendo la
incorporaciéon de AM y NPs de TiO,: Rh en la matriz de siliconay PVC; este
proceso asegurd la estabilidad de los FS dentro del polimero sin afectar
significativamente sus propiedades fisicas. Posteriormente, se establecié un
protocolo de interaccién polimero — C. albicans para evaluar la adhesién y
crecimiento del hongo sobre las superficies funcionalizadas, disefiando
condiciones controladas de infeccion, incubacién y viabilidad celular, con el fin
de determinarla eficacia antimicrobiana de los polimeros modificados tras la

irradiaciéon con luz en condiciones de TFDa.
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3.5.1. Método de Hinchamiento — Encapsulacion — Contraccion

(HEC)

El método HEC, conocido en inglés como Swell-Encapsulation—Shrink [61], es

una técnica utilizada para incorporar moléculas activas (como farmacos, FS,
NPs o agentes terapéuticos) dentro de polimeros de grado médico. Se basa en
la capacidad de ciertos polimeros para hincharse al absorber un solvente,
encapsulando en su matriz polimérica las moléculas activas de alguna
sustancia que se requiera, para finalmente, al contraerse, recuperar su forma

original tras la evaporaciéon del solvente (contraccién) [79].

3.5.1.1. Seleccién de la razén solvente: soluciéon acuosa para cada
polimero

Se realizaron pruebas para seleccionar las proporciones adecuadas del solvente
y de la solucién acuosa para cada tipo de polimero en particular, debido a que,
tras aplicar el método HEC, los materiales poliméricos debian conservar las

caracteristicas fisicas lo mas similares posibles a las originales.

Las muestras de silicona y PVC se cortaron de una longitud aproximada de 2.5
y 5 mm, respectivamente (Figura 11), preparando, para cada tipo de polimero,
27 muestras, las cuales incluyeron tres correspondientes al control (polimeros
sin tratamiento) y 24 tratadas con ocho diferentes proporciones de solvente:
solucién acuosa, que fueron: 0:10, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2y 9:1, cada una por

triplicado.

Figura 11. Vista lateraly superior de las muestras de silicona y PVC cortadas conuna
longitud de 2.5 y 5 mm, respectivamente, comparando su tamafio conelde una moneda
de $1 MX. Iméagenes propias, obtenidas con dispositivo movil (ver Seccion 3.4).

Las secciones de polimero permanecieron en las soluciones de hinchamiento
durante 24 horas, y una vez extraidas se midieron sus dimensiones

considerando el diametro externo, diAmetro internoy grosor de lapared;luego,

36




Metodologia

las 54 muestras se colocaron sobre toallas absorbentes y, transcurridas 24
horas adicionales, tras asegurar la completa evaporacién del solvente, se
repitieron las mediciones. Este procedimiento permitié identificar la
proporcion de solvente: solucion acuosa mas adecuada, buscando que el mayor
grado de hinchamiento y que, tras la contraccién, las dimensiones fisicas
finales se aproximaran lo maximo posible a las del control original (polimero
sin someterse al proceso HEC). Los resultados permitieron seleccionar las

proporciones 9:1 y 7:3 para silicona y PVC, respectivamente.

A partir de las mediciones obtenidas para cada dimensién, y tomando como
referencia las proporciones de solvente: solucién acuosa seleccionadas para
PVC (7:3) y silicona (9:1), se calculd el coeficiente de hinchamiento y
contraccién con base en la relacién entre las dimensiones medidas tras el
hinchamiento y la contraccion respecto a las dimensiones originales; estos

resultados se presentan y analizan en la seccion 4.2.1.

Se resalta que en esta prueba tUnicamente se evalud el hinchamiento y la
contraccién de las muestras sin encapsular ningtin F'S, por lo que solo se utilizo

acetona como solvente y agua desionizada como solucién acuosa.

3.5.1.2. Preparacion de stocks de AM y NPs de TiO,: Rh

Con las proporciones de solvente: solucién acuosa para ambos polimeros, el
siguiente paso fue preparar las soluciones stock de los FS, las cuales serian

posteriormente requeridas para el HEC de las muestras de los polimeros con

FS encapsulado.

Para el caso del stock del colorante AM (I.C. 52015, Reactivos y Quimicos

Meyer, México), se decidié preparar una solucién con una concentracion de
600 uM = 600 X 10‘6mTOl en un volumen de 5ml =5 x 1073[; asi, sabiendo que
el peso molecular del AM es 373.90%, fue posible calcular la masa del

colorante en gramos que debia pesarse, siguiendo la siguiente ecuacion:

Masa = Concentracion - Peso Molecular-Volumen=C-PM-Vol (1)

_ _6m_ol) 9 3y = 3
m= (600 X 1076~ (373.90m0l) (5 x 10730) = 1.122 x 10739 =[1.122 mg
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Con respecto a la solucién con NPs de TiO,: Rh, las cuales obtuvieron como
donacién de parte del laboratorio de materiales y aplicaciones del posgrado en
dispositivos semiconductores de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla, de acuerdo con pruebas realizadas en estudios anteriores [80] se
decidié preparar soluciones en las que la masa de este FS correspondiera a
1mg=1x%x10"3g por cada mililitro de solucién acuosa, de forma que la

.y , m
concentracion seria de 1;‘?

3.5.1.3. Encapsulacion de AM y NPs de TiO,: Rh en los polimeros

Para encapsular el AM y las NPs de TiO,: Rh en los polimeros, fue utilizado el
método HEC, en el que se prepar6 una solucién de hinchamiento, diluida a la
concentracion deseada de encapsulacion del FS, con las proporciones de
solvente: solucion acuosa, es decir, acetona: agua desionizada-FS especificadas

en 3.5.1.1.

La solucién de hinchamiento con AM se prepard con siete partes de acetona
como solvente ytres partes de agua desionizada-AM como solucién acuosa para
el PVC, y con nueve partes de acetona con una parte de agua desionizada-AM
para la silicona, del volumen final que se deseaba, de acuerdo con la cantidad
de muestras que se necesitarany la concentracién de AM requerida, que para
este estudio fue de 30 pM, luego de hacer pruebas a 30 y 60 pM, buscando
evaluar si una mayor concentracién del FS favorecia la eficiencia de
fotoesterilizacién contra biopeliculas de C. albicans. En el caso de la soluciéon
de hinchamiento con NPs de TiO,: Rh, se emplearon estas mismas
proporciones, teniendo en cuenta que la solucién acuosa en este caso

, m, . . o,
correspondia a la mezcla de 1;“; de NPs en agua desionizada, la cual recibié

tratamiento en bano ultrasénico (ZZLINKER, LK-D32), durante 32 minutos, y
de agitaciéon con vortex (SCIENTIFIC, VTX5) a 2800 rpm en tres ciclos de 15

segundos cada uno, garantizando mayor dispersién de las NPs.

Con las soluciones de hinchamiento preparadas, se sumergieron las muestras
de polimero, cerciorandose de que quedaran totalmente cubiertas por el liquido
y de que tuviesen el espacio suficiente para hincharse sin limitaciones; alli

permanecieron durante 24 horas en recipientes cerrados y en total oscuridad,
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evitando asi la fotodegradacién de los FS. En el caso de la solucién con NPs,
esta se mantuvo en continuo movimiento, garantizando la interaccién
constante de los plasticos con las NPs, dado que estas tienden a precipitarse en
el fondo del recipiente, por lo tanto, para el hinchamiento de los polimeros, el
frasco con las muestras en esta solucion fue colocado en la incubadora de

agitacion (LUZEREN, THZ-100) a 150 rpm a 37°C.

Cumplido el periodo de hinchamiento, las muestras se extrajeron de la solucién
y se colocaron sobre toallas absorbentes en recipientes oscuros y estériles, para
luego ser cubiertos con papel filtro (WHATMAN) y asi asegurar la completa
evaporacion de la acetona y la esterilidad de los polimeros. Fue en este paso en
el que ocurrié la contraccién de la siliconay el PVC, procediendo a esperar 24

horas mas, después de la extraccion, para poder utilizar las muestras en las

distintas pruebas posteriores.

Después de las 48 horas necesarias para el método HEC, se obtuvieron
muestras de polimero con FSencapsulado. Enel caso especificode las muestras
con NPs, se aplicé un proceso de curado adicional en autoclave durante 15
minutos, buscando favorecer la eliminaciéon de NPs no embebidas en la matriz,
ya que su permanencia superficial podria incrementar la rugosidad y, con ello,
la adhesién del microorganismo evaluado;la eleccién del curado en autoclave
se bas6é en pruebas preliminares (no incluidas en esta tesis), en las que se
comparé su efecto con el de un tratamiento en bafio ultrasénico.
Ambos MCPF se dividieron en dos grupos de almacenamiento: uno en
condiciones de oscuridad total, para evaluar la estabilidad del FS en funcién
del almacenamiento y el retiso; y otro expuesto a iluminacién ambiental, con el
fin de estudiar posibles procesos de fotodegradacion durante el

almacenamiento.

Para facilitar la comprensién de los tratamientos aplicados a cada grupo
experimental a lo largo de este estudio, a continuacion (Tabla 3), se resumen

las caracteristicas de los distintos grupos poliméricos utilizados.
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Tabla 3. Caracteristicas de grupos poliméricos utilizados en el estudio.

Grupo Método Curado

bolimérico HEC  térmico FS encapsulado Observaciones
PVC X X X Polimero original sin modificacion
PVC HC v X X Control para MCPF-AM
PVCHC cur. v v X Control para MCPF-NPs
PVC-NPs v X TiO,: Rh (1 mg/ml) Versién preliminar del MCPF-NPs
MCPF-AM v X AM (30 uM)

Evaluado para TFDa,

almacenamiento y reutilizacién

MCPF-NPs v v TiO2: Rh (1 mg/ml)

3.5.2. Protocolo de interaccion Polimero — C. albicans

La infeccién con C. albicans fue un paso clave para evaluar la eficacia del
tratamiento antimicrobiano en los MCPF, de modo que posteriormente fuese
posible determinar la capacidad fotoesterilizable de los materiales al inhibir el
crecimiento del hongo, analizando la viabilidad celular tras la exposicion a la

TFDa.

De una placa Petri con C. albicans, sembrada el dia anterior en medio agar
SDA e incubada a 30°C durante 24 horas, se tomd, con ayuda de un asa
bacterioldgica con mango de aluminio, extremo color rojo y dimensiones totales
de 260 X 2.3 mm, una asada del crecimiento celular, que se deposité en 10 ml
de PBS previamente vertidos en un tubo falcén de 15 ml; esta solucion fue
vortexeada y denominada “solucion madre”. De aqui se tomaron 20 ul que se
colocaron en una camara Neubauer (ISO LAB) para determinar la cantidad de
células por ml, la cual usualmente se encontraba entre 1.5 x 10° y 3.5 x 109,

dependiendo de la cantidad tomada con el asa.
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Para este estudio en particular, se establecié una concentracion inicial de
1 x 103 células/ml, ya que, de acuerdo con ensayos de estandarizacién, este
valor permite simular condiciones tempranas de colonizacién fingica sobre
dispositivos médicos, facilitando tanto la formacién controlada de biopeliculas
como la posterior evaluaciéon cuantitativa de la eficacia antimicrobiana de los
MCPF al ser sometidosa TFDa. De acuerdo con lo anterior, fue necesario
realizar diluciones de la solucién madre en PBS para obtener dicha

concentracion celular.

Al tener la solucién con 1 x 103 Cel/ml, en recipientes de vidrio con tapa

hermética, cuyo volumen se selecciondé de modo que permitiera contener
holgadamente tanto las muestras de polimero como el medio de cultivo,
evitando el hacinamiento y garantizando una adecuada agitacion, se vertieron
ocho partes de caldo SDB y dos partes de la soluciéon con la concentraciéon
celular ya mencionada; estos recipientes se colocaron durante 48 horas en la
incubadora de agitacion. Cabe senalar que los frascos que contenian muestras
con FS encapsulado fueron cubiertos completamente con papel aluminio para
prevenir el fotoblanqueamiento o la generacién prematura de EROs antes del

tratamiento con TFDa.

3.6. Técnicas de caracterizacion

La evaluacion de los cambios fisicoquimicos de los MCPF result6 importante
debido a los procesos de hinchamiento del polimero, encapsulacién del FS y
posterior contraccién de la matriz polimérica modificada, ademas del curado
térmico posterior para los MCPF-NPs, ya que pueden resultar en cambios, que
van desde la forma fisica del polimero hasta alteraciones quimicas, que
pudieran favorecer o inhibir la adhesién microbiana en la superficie y, del
mismo modo, promover la muerte celular de los mismos al tener encapsulados

FS.

Se emplearon diversas técnicas de caracterizacion, iniciando con la
determinaciéon de la estabilidad estructural fisica mediante el calculo del
coeficiente de hinchamiento y contraccién, seguido de la interaccién con fluidos

a través de la medida del angulo de contacto, y luego los cambios en la
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morfologia superficial mediante microscopia 6ptica y SEM. Ademids, la
espectroscopia visible permitié monitorear la absorcién del FS, mientras que la
evaluacién de la actividad antimicrobiana permitié determinar la eficacia de la

TFDa en la reduccién de C. albicans.

Se resalta que las técnicas descritas a continuacién se realizaron a todos los
grupos poliméricos descritos en la Tabla 3, teniendo en cuenta que esta
clasificacion fue clave paraestablecer los grupos de comparacién enlos analisis

estructurales, morfolégicos y antimicrobianos posteriores.

3.6.1. Calculo de coeficiente de hinchamiento y contraccion

El coeficiente de hinchamiento y contraccién fue un parametro utilizado para
evaluar los cambios dimensionales en los polimeros sometidos al ciclo de HEC,
durante el proceso de encapsulacion de los F'S. Los valores de estos coeficientes
se calcularon para las muestras control y para los MCPF, considerando como
valores de referencialas medidas de las dimensiones fisicas de los polimeros

originales.

Como se menciond enlaseccién 3.1., enla presenteinvestigacion, se emplearon
sondas Foley de silicon de 2 vias con globo de 5 ml, calibre 22Fr y tubos de
suministro de oxigeno tipo Star Lumen. Para el primer material clinico, de
acuerdo con la conversién estandar del sistema French (Fr), el diametro
externo de 22Fr equivale a aproximadamente 7.3 mm, mientras que el
diametro interno fue de 4.5 mm, con un grosor de pared de 1.4 mm. En el caso
del dispositivode PVC, las dimensiones exactas no estan disponibles en fuentes
publicas, pero segin mediciones preliminares realizadas con calibrador digital,
el diametro externo fue de aproximadamente 4.5 mm, el interno de 3.2 mm, y

el grosor de la pared de 0.65 mm.

Las muestras de polimero original fueron cortadas con una longitud
aproximada de 5 mm (Figura 11) y a partir de la siguiente ecuacion fue posible
realizar el calculo de los coeficientes de hinchamiento y contraccidn:

Valor de la dimension H/C
Valor de la dimensién original

Coeficiente =

(2)

42




Metodologia

Donde:

e Valor de la dimensiéon H/C fue la dimensién del polimero después del
hinchamiento o la contraccion.
e Valordeladimensiénoriginal esladimensiéninicial del polimeroantes

del proceso HEC.

Las mediciones se realizaron sobre los grupos poliméricos modificados con el
protocolo HEC (PVC HC, MCPF-AM, PVC-NPs), ademas, debido al proceso de
curado para la elaboraciéon de los MCFP-NPs, también se realizaron las
mediciones pre y post curado de estos materialesy de las muestras control para
este grupo (PVC HC cur.). A partir de esto fue posible comparar los valores con
los medidos del PVC original para luego calcular los coeficientes de
hinchamiento y contraccion de acuerdo conla ecuacién (2). Para cada grupo se
midieron por triplicado el didmetro externo, diAmetro interno y grosor de la

pared de tres muestras, antes y después del proceso de HEC y del curado.

Al calcular este coeficiente como una razdén matematica, los resultados
obtenidos se pudieron interpretar a partir de si el coeficiente de hinchamiento
y contraccién era menor, igual o mayor a la unidad, teniendo los siguientes

significados:

e Coeficiente < 1: Contraccion, la dimension se redujo respecto al valor
original.

e Coeficiente = 1: Sin cambios dimensionales; el polimero recuperé su
tamano original.

e Coeficiente > 1: Hinchamiento, la dimensiéon aumento respecto al valor

original.

Este analisis permiti6 determinar si el polimero se mantuvo estructuralmente
estable tras el ciclode HEC y el curado térmico, para las muestras con NPs, de

modo que no fuese afectada su integridad fisica.

3.6.2. Medicion del angulo de contacto

El angulo de contacto es el angulo formado en el vértice donde una gota de

liquido (generalmente agua) toca una superficie plana, definiéndose entre la

43




Metodologia

superficieylalineatangente trazadaa la gota en dicho punto de contacto. Este
es una medida clave para caracterizar la hidrofobicidad o hidrofilicidad de una
superficie,lo cual influye directamente en suinteraccion conliquidos, adhesién

celular y, en el caso de materiales clinicos, en la formacién de biopeliculas.

La medicion de 6 fue una técnica utilizada para determinar la afinidad de la
superficie de los polimeros con el agua antesy después del método HEC y del

curado, lo que permitié clasificarlos como hidrofilicos (atraen el agua) o

hidrofébicos (repelen el agua), categorizandolos a partir de la tabla 4:

Tabla 4. Clasificacion de superficies hidrofilicas o hidrofobicas de acuerdo con el valorde su dngulo de

contacto.
Angulo de
Clasificacion Propiedad
Contacto (09)
6 < 10° Superhidrofilica Afinidad superior por el agua
6 <90° Hidrofilica Alta afinidad por el agua
6 > 90° Hidrofébica Baja afinidad por el agua
6 > 150° Superhidrofébica Efecto de "autolimpieza"

Para determinar silos procesos aplicados durante la elaboracién de los MCPF
alteraban la afinidad superficial del polimero con el agua, las muestras fueron
fraccionadas en secciones correspondientes a aproximadamente 1/5 de su
circunferencia, que presentaran superficies con curvatura suave, las cuales
posteriormente fueron limpiadas con agua destilada y etanol al 70%. Una vez
secas, se colocaron sobre un portaobjetos horizontal y estable para registrar
imagenes mediante un montaje experimental (Figura 12), que consistié en una
camara digital (SHENZHEN HAYEAR ELECTRONICS) montada
horizontalmente, acoplada a una lente objetivo de video (NAVITAR ZOOM
7000) y un polarizador (THORLABS), el cual permiti6 regular la intensidad de
la luz captada por la camara; este arreglo se dispuso a una distancia fija de

20 cm respecto al portaobjetos.
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Figura 12. Arreglo experimentalutilizado para la captura de
imagenes y el posterior calculo del angulo de contacto.

Para determinar 8, se utilizé6 una micropipeta (ONILAB, 0.1-2.5 uL) para
depositar una gota de 2 pL de agua destilada sobre la superficie del polimero,
capturando de inmediato la imagen del perfil de la gota. Las imagenes se
registraron tanto a color como en escala de grises (Figuras 13a y 13b), y el
analisis se llevd a cabo en el software ImagedJ mediante el complemento
“Contact Angle”. Tras importar laimagen en escala de grises, se marcaron dos
puntos de referencia en la base de la gota (uno a cada extremo) y cinco puntos
adicionales sobre su contorno superior. Con base en estos siete puntos, el
software calculé automaticamente el angulo de contacto y su desviacion

estandar, a partir del trazado grafico del perfil de la gota (Figura 13c).

Figura 13.Iméagenes de referencia de la captura del perfilde una gota sobre una muestra polimérica a a)
color,b) escala de grisesy con elc) trazo realizado por ImageJ para el calculo del 4ngulo de contacto.

Los valores de 6 se determinaron como el promedio de las mediciones
realizadas en tres fragmentos por cada uno de los seis grupos poliméricos
evaluados: PVC, PVC HC, PVC HC cur., PVC-NPs, MCPF-AM y MCPF-NPs,

recordando que este ultimo estuvo sometido a curado térmico.
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3.6.3. Microscopia Optica

La microscopia 6ptica fue una técnica fundamental para la caracterizacion
morfoldgica de los materiales, ya que permitié la observacion de cambios
superficiales enlapared de los polimeros traslas modificaciones fisicoquimicas
inducidas por el proceso HEC aplicado a la silicona y al PVC, asi como también

por el curado, durante la elaboraciéon de los MCPF.

Figura 14.Visualizacion frontaly superior de los plasticos divididos a la mitad para su
observaciénen el microscopio y medida de su absorbancia en el lector de microplacas.
Imégenes propias, obtenidas con dispositivo moévil (ver Seccion 3.4).

Las muestras originales de siliconay PVC, al igual que las modificadas, se
cortaron verticalmente a la mitad (imagen de referencia en la figura 14) para
la observacion transversal de la pared del polimero con un microscopio
invertido de contraste de fase (LEICA, DMI3000B). Estas observaciones se
hicieron con amplificaciones de 40X, enfocandose en los cambios superficiales
generadostrasel tratamiento HC, particularmente al seleccionar la proporcion
de solvente: solucién acuosa mas adecuada para cada tipo de polimero (Seccién
3.5.1.1.), ya que en pruebas preliminares de evaluaciéon de la actividad
antimicrobiana se observé que dicho proceso favorecia el crecimiento de C.
albicans en la silicona, mientras que lo inhibia en el PVC (Seccién 4.1.4.); estas
diferencias morfoldgicas sugirieron que el PVC era el polimero méas adecuado

para esta investigacion.

Por otra parte, para visualizar la dispersion de los agregados de NPs en la
matriz polimérica de PVC, se realizaron observaciones adicionales con esta
misma amplificacion, empleando la microscopia 6ptica como herramienta para
la posterior optimizacion del método de elaboracion de los MCPF-NPs, al

evaluar el proceso de curado, valorando asi la distribucién del FS.
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3.6.4. Espectroscopia visible

La espectroscopia visible es una técnica analitica que permite medir la
cantidad de luz absorbida por una muestra en funcién de las longitudes de
onda, especificamente en el rango visible; esta absorbancia se relaciona
directamente con la concentracién de las sustancias presentes, siguiendo la ley
de Lambert-Beer, de forma que los espectros de absorciéon muestran como varia

la absorbancia de una sustancia en funcion de la longitud de onda.

Haciendo uso de un lector de microplacas (BIORAD, iMark), se midié la
absorbanciade las solucionesliquidasimplementadas parael hinchamiento de
las muestras de PVC (Sol. acetona: agua desionizada, acetona: agua
desionizada-AM y acetona: agua desionizada-NPs, denominandose a estas dos
ultimas Sol. AM y Sol. NPs, respectivamente, para la evaluacién de sus
espectros en la secciéon de resultados) asi como también la absorbancia de los
controles (PVC HCy PVC HC cur.) y de los MCPF con ambos FS. Tanto para
el caso de los liquidos como para el de las muestras sélidas se emplearon
microplacas de 96 pozos (COSTAR) en las que se colocaron las soluciones de
hinchamiento y las muestras, por quintuplicado, haciendo lecturas de la
absorbancia con todas las longitudes de onda con las que cuenta el lector (415,

450, 490, 595, 655 y 750 nm).

Los valores de absorbancia obtenidos por cada solucién y tipo de polimero,
respecto a longitudes de onda determinadas, se promediaron, graficaron e
interpolaronen Excel (Seccién 4.3.3), software que automaticamente realiza un
ajuste de la curva generada a partir de los datos medidos, creando nuevos
puntos dentro de este conjunto para aquellaslongitudes de onda con las que no

cuenta el dispositivo.

Este procedimiento se hizo durante la primera semana después de preparadas
las soluciones y encapsulados los FSen el PVC, tomando nuevas mediciones
para los MCPF al primer, tercer y sexto mes de almacenamiento, pudiendo
1dentificar las posibles variaciones en la absorbancia de los MCPF debido a su

almacenamiento prolongado al realizar mediciones sobre las muestras
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almacenadas tanto en oscuridad como bajo exposicién continua a luz

ambiental.

Del mismo modo se caracterizé la curva de absorcién en las muestras
esterilizadas post-TFDa, pudiendo asi establecer la disminucién de los valores
de absorbancia como efecto del tratamiento y, ademas, conocer si el proceso de

esterilizado degradaba el F'S.

3.6.5. Microscopia Electronica de Barrido

SEM (por sus siglas en inglés) es una técnica de caracterizacion morfologica
que permite examinar con alta resolucién la topografia superficial de los
materiales mediante el barrido de un haz de electrones. En este estudio, SEM
fue utilizada paracaracterizar las modificaciones morfologicas inducidas por el
protocolo HEC sobre la superficie del PVC, asi como para evaluar la

distribucién y encapsulacion de las NPs de TiO,: Rh, incorporadas al polimero;
las muestras poliméricas analizadas fueron: PVC,PVCHC,PVCHC cur., PVC-
NPs y MCPF-NPs, realizando una caracterizacion que permiti6 correlacionar
las propiedades estructurales delos MCPFy el encapsulamiento de los F'S, con

su posible relacién con la eficacia de fotoesterilizacion.

Las micrografias fueron obtenidas en el Laboratorio de Microscopia Electronica
del INAOE, utilizando un microscopio SEM de una sola columna, de filamento
de tungsteno (HITACHI, SU3500), el cual cuenta con una resolucién maxima
de tres nanémetros. Para llevar a cabo la caracterizacién, las muestras
poliméricas se dividieron cuidadosamente en cinco partes, seleccionando
secciones considerablemente planas que facilitaranla visualizacién superficial.
Estas fracciones se le entregaron al técnico del laboratorio quien las colocd
sobre el portamuestras del microscopio, fijAndolas en sus extremos mediantela

aplicacion de una capa delgada de pintura de plata.

3.6.6. Espectroscopia por Energia Dispersada

EDS (por sus siglas en inglés) es una técnica de analisis elemental que se
acoplaal SEM y permite determinar la composiciéon quimica superficial de las

muestras a través de la deteccion de rayos X emitidos por los elementos al
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Iinteractuar con el haz de electrones. En el contexto de esta investigacion, EDS
se utiliz6 para confirmar la presencia de las NPs de TiO,: Rh en las matrices
de PVC modificadas mediante el método HEC, permitiendo validar la
incorporacion efectiva de este FS en el polimero y asimismo evaluar

cuantitativamente la composicién superficial de las muestras evaluadas.

La caracterizacién EDS también fue realizada en el INAOE, utilizando el
mismo equipo para SEM, el cual cuenta con un sistema de espectroscopia de
rayos X por dispersiéon de energia (BRUKER), lo que permite la ejecucion de
analisis quimicos en paralelo al estudio morfolégico. La preparacion de las

muestras fue la misma que se realizé para el analisis SEM.

Este analisis se aplic6 a muestras de PVC, PVC HC, PVC HC cur., y MCPF-
NPs. En el caso de los MCPF-AM, se optd por no realizar EDS debido a que la
técnica no es la mas apropiada, dado que la sefial espectral de este FS puede
ser sutil y dificil de distinguir de otros compuestos organicos presentes en la
muestra. Sin embargo, en el caso de los MCPF-NPs, esta herramienta resulta
adecuada para identificar los elementos metéalicos presentes, en particular Ti

y Rh, confirmando su incorporacién en el polimero.

3.7. Aplicacion de TFDa

La TFDa es el mecanismo central en la evaluacién de la capacidad de
fotoesterilizacion del PVC modificado con AM y con NPs de Ti0,: Rh (MCPF-
AM y MCPF-NPs). Se realizo6 la seleccién de los parametros de iluminacion,
determinandolalongitud de ondayla dosis deirradiacién mas adecuadas para
maximizar la generacion de EROs sin inducir muerte celular por
calentamiento; adicionalmente, se llevd a cabo la evaluacién de la
fotoestabilidad, analizando la eficiencia de fotoesterilizacién de los MCPF
mediante pruebas de almacenamiento y de reutilizacién, como se describe

posteriormente en las secciones 3.7.3.1y 3.7.3.2., respectivamente.
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3.7.1. Dispositivo de irradiacion v seleccion de parametros de

iluminacién
Conlos resultados de laprueba de espectroscopia visible (Seccién 4.3.3.), donde
el AM encapsulado en el PVC present6 un pico de absorcién pronunciado a 655
nm y las NPs absorbieronentodalaregiéon visible, fue necesario hacer pruebas
de irradiacién para determinar la dosis 6ptima de energia luminica, que
permitiera a la TFDa inducir una reduccién celular equivalente a una dosis
letal que reduce el 80% de laviabilidad (DLso), 0 superior, sobre las biopeliculas

de C. albicans.

Se utiliz6 un dispositivo disefiado especificamente parala irradiacion con luz
roja de placas de 96 pozos, fabricado en el Centro de Ingenierias del INAOE, el
cual cuenta con una plataforma metéalica para la disipacion térmica y una
matriz de doce LEDs (VOLLONG ELECTRONICS) estratégicamente ubicados
para alinearse con doce de los pozos totales de las microplacas; la potencia
promedio del dispositivo es de 21.63 mW, proporcionando una intensidad de
aproximadamente 65,54 mW/cm? y su espectro de emisién maximo esta
centrado en una longitud de onda de 630 nm, de acuerdo con mediciones

realizadas en el laboratorio de TFD del INAOE [5].

Para disminuir la muerte celular por el calentamiento de los MCPF, estos se
colocaron en las microplacas, justo en los pozos determinados en que el
dispositivo de irradiaciéon tiene los LED’s (Figura 15), y se sumergieron en un
componente acuoso (200 pul de PBS) al momento de ser irradiados, asi fue
posible garantizar que la disminucién en las UFC de C. albicans se debia

principalmente a la TFDa y no a la energia térmica.

Vista inferior

Vista lateral
ot A M AR B

Figura 1S5. Dispositivo LED de irradiacion en rojo utilizado en el laboratorio de TFD del INAOE.
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Para el MCPF-AM, se inici6 con 60 J/cm? pero la muerte celular no fue
significativaenrelacionconel control; de este modo la dosis se fue aumentando
progresivamentehasta encontrar que lamas adecuadafuela de 240 J/cm? pero
de manera fraccionada, es decir, dosis de 60 J/cm? suministrada en cuatro
sesiones, con periodos intermedios entre ellas de 15 min. y siempre cubriendo
el dispositivoy la placa en una toalla htimeda. La razén del cubrimiento con la
toalla himeda y de que la irradiacién fuese por fracciones es que al medir la
temperatura de los pozos se pudo encontrar que al superar los 150 J/cm? la
temperatura sobrepasaba los 40°C, por lo que la toalla himeda permiti6
mantener la temperatura por debajo de este valor, promoviendo de este modo

el mayor porcentaje de muerte celular solo por el efecto de la TFDa.

Para el MCPF-NPs se utilizé el mismo dispositivo, de forma que, durante la
prueba inicial, la irradiacién con una dosis Unica de 60 J/cm? logrd una
reduccién notable en la viabilidad de C. albicans, en contraste con el MCPF-
AM, que requirié cuatro exposiciones a la misma dosis para alcanzar un efecto
comparable de muerte celular. Por esta razén, la dosis de 60 J/cm? fue
seleccionada como condicién de tratamiento para las muestras con NPs

encapsuladas.

3.7.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La viabilidad celular se refiere a la capacidad de las células para mantenerse
vivas y metabdlicamente activas después de la exposicién a condiciones
adversas, como la TFDa. En este caso, la viabilidad de C. albicans en el PVC
se evalu6 con un ensayo de UFC/ml, contando las colonias visibles tras la
interaccion del PVC con el hongo bajo diferentes condiciones experimentales
dado que este puede formar biopeliculas que se adhieren a la superficie, las
cuales protegen a las células frente a tratamientos antimicrobianos,

dificultando su erradicacidn.

Inicialmente se evaluaron tres métodos para obtener la mejor muestra y medir
la viabilidad celular: cultivo después de usar isopos tallados en las superficies
del polimero, cultivo después del tallado del plastico directamente en el medio,

y cultivo de la solucién liquida obtenida de la agitacién con vértex y la
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sonicacién de las muestras para desprender la mayor cantidad de células de la
superficie; al evaluar el crecimiento de UFC en la placas, el método que ofrecié
resultados mas confiables, al permitir la liberacion de la mayor cantidad de
células viables de la biopelicula sin danarlas, fue el tercero, al que se le
denominé “Método de Bano Ultrasénico + Véortex X2, el cual luego fue aplicado

a los siguientes cuatro grupos de interés:

e Control: Muestras de PVC HC o PVC HC cur., sin exposicion a luz,
utilizadas para establecer el 100% de viabilidad celular.

e Control FS: MCPF sinirradiaciéon, con el objetivo de evaluar la toxicidad
de los FS en ausencia de activacién luminosa.

e Control Luz: Muestras de PVC HC o PVC HC cur. expuesto a luz roja
para observar posibles efectos de muerte celular atribuibles a la
radiacion por si sola.

e TFDa: MCPF sometidos a irradiacién con luz roja, constituyendo el

grupo de tratamiento activo.

El Método de Bano Ultrasénico + Vértex X2 inicié con la recoleccién de las
muestras, de cada grupo, del medio con C. albicans para luego colocarlas en
toallas estériles de forma que el liquido que rodeaba el plastico fuese absorbido
en gran proporciony unicamente quedaran adheridas a este las biopeliculas
sobre la superficie. Seguidamente se realizé un enjuague en 500 pl de PBS,
sumergiendo cada plastico varias veces para nuevamente ser colocados en
toallas absorbentes, quitando entonces las células que no estuvieran bien

sujetas a las paredes de la muestra.

Las secciones de polimerose colocaron luego en tubos eppendorfde 1.5ml, cada
uno con 1 ml de PBS, y fueron sometidas a bafo ultrasénico durante ocho
minutos, tiempo correspondiente al maximo establecido por ciclo de
funcionamiento del dispositivo; posteriormente, las muestras se agitaron en
vortex durante quince segundos Este procedimientode sonicaciény vortexeado
se repitid, acumulando un tiempo total de sonicacién de 16 minutos y de
agitacion en vortex de 30 segundos, de manera que la solucién liquida

resultante, que contenialascélulasrecuperadasyfragmentos de biopelicula de
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C. albicans desprendidos de las secciones poliméricas, fue denominada

“soluciéon de recuperacion celular” para su posterior analisis.

Las muestras se extrajeron de la solucion de recuperacion celular, la cual
después fue diluida con PBS en una proporcién 1:5, formando entonces una
ultimasoluciéndelacual se tomaron 50 pl que fueron sembrados masivamente
en placas Petriconmedio SDA, permitiendo evaluar laviabilidad celular delas
cinco muestras de cada uno de los cuatro grupos analizados. Estas placas se
llevaron a la incubadora (RIOSSA, E-41) a 30°C durante 24 horas, finalizado
este tiempo se contaron las UFC en cada una, considerando que cada colonia

observada correspondia a una célula viable capaz de proliferar.

3.7.3. Evaluaciéon de la fotoestabilidad

La fotoestabilidad de los MCPF-AM y los MCPF-NPs, fue un factor clave para
determinar su eficacia en la aplicacién de una o de multiples dosis de TFDa.
Para evaluar la estabilidad del FS y la capacidad de fotoesterilizaciéon de los
MCPF alo largo del tiempo, se realizaron pruebas de almacenamiento, en las
que se analizaron los cambios en sus propiedades fotoesterilizables tras
periodos de almacenamiento de una semana, un mes, tres y seis meses en
condiciones de oscuridad y luz ambiental, ademas de pruebas de reutilizacion,
en las que las muestras fueron sometidas a TFDa con dosis repetidas y ciclos
de esterilizacién. En ambos experimentos, se monitoreé la disminucién del
espectro de absorbancia de los F'S en los MCPF, y la viabilidad de C. albicans
tras la TFDa.

3.7.3.1. Pruebas de almacenamiento

Se elaboraron lotes con al menos 100 muestras de MCPF con ambos FS, para
realizar las pruebas descritas en las secciones anteriores durante las semanas
uno, cuatro, doce y veinticuatro, posteriores a su elaboracion. Con la aplicacion
del procedimiento descrito enla seccién 3.7.2. en cada uno de estos intervalos,
fue posible analizar la estabilidad de los FS encapsulados en los MCPF y
estimar su pérdida de eficiencia con el tiempo, lo que permiti6é establecer un
valor aproximado de su vida util bajo las condiciones de oscuridad y luz

ambiental.
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3.7.3.2. Pruebas de reutilizacion

Con el propoésito de caracterizarla cantidad de usos que podrian darseles a los
MCPF, se probaron dos distintas técnicas de esterilizacion (esterilizacién
mediante exposicién a luz UV y esterilizacién con autoclave), pudiendo luego
escoger la que seria mas efectiva parareudso y repetido tratamiento de TFDa.
Después de que las muestras interactuaran con C. albicans durante 48 horas,
se extrajeron y lavaron con agua desionizada estéril; cinco de estas fueron
esterilizadas con la caja de luz UV mientras que otras cinco se llevaron al
autoclave; ambas pruebas en tiempos totales de media hora. Los plasticos “ya
estériles” se colocaron cada uno en 1 ml de caldo SDB y se llevaron a la
incubadora de agitacion durante 24 horas, en compania de un eppendorf que
Unicamente tenia caldo (sin polimero) el cual serviria como valor blanco o de
referencia. Cumplido el tiempo de incubacién, los once eppendorf fueron
sacados y de cada uno de ellos se vertieron, por quintuplicado, 100 ul del caldo

en microplacas de 96 pozos.

La densidad 6pticaa 595 nm (DOs9nm, también referida como absorbancia en
el area de la optica), longitud de onda a la que principalmente absorbe C.
albicans,fue medidaconellector de microplacas pudiendo establecercual seria
el método de esterilizacién mas acertado, ya que este deberia presentar valores
de absorbancia bastante aproximados a los del blanco. Los resultados
sugirieron que el mejor método para la esterilizacion post-TFDa fue el del

autoclave (Seccién 4.2.3.).

Habiendo determinado lo anterior, se realiz6 la prueba de retiso iniciando con
muestras con FS que tenian una semana de elaboracién; luego de darles un
primer tratamiento con TFDa, estas muestras se esterilizaron durante 30 min.
en el autoclave, se agregaron en agua desionizada estéril y se vortexearon
durante 15 segundos para eliminar cualquier residuo. Una semana después se
aplicé un segundo tratamiento de TFDa, seguido de esterilizacién, repitiendo
el proceso semanalmente hasta el punto en que, ya el tratamiento no tuviera
ningun efecto o diferencia significativa con la cantidad de UFC/ml de las
muestras de control a las que nunca se les dio TFDa. Los tratamientos

fotodinamicos se aplicaron a una dosis total acumulada de 240 J/cm?,
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fraccionada en sesiones de 60 J/cm?, para los MCPF-AM, y a 60 J/cm? para los
MCPF-NPs.

Durante la prueba de reuso, se seleccionaron muestras de control y de MCPF,
con una semana de elaboracién, que no estuvieron en contacto con C. albicans,
con el fin de evaluar la fotoestabilidad de los F'S encapsulados sin la influencia
de lainteraccién biolégica. A estas muestras se les midi6 la curva de absorcion,
evaluando la exposicién individual tanto al tratamiento como a la
esterilizacion, pudiendo comparar sus espectros de absorcién con los del PVC
sin F'S usado como control en cada caso y asi caracterizar el efecto que la
irradiacion y la esterilizaciéon térmica ejercen sobre la degradaciéon fotoquimica

de los FS encapsulados en el PVC.

Todos los experimentos anteriormente descritos se realizaron por
quintuplicado, y los resultados obtenidos se expresaron como media +
desviacién estandar, aplicandoseles un analisis estadistico mediante ANOVA
de una via, seguido de una prueba post hoc de Tukey para comparar las
diferencias entre los grupos; se consideré estadisticamente significativa toda

diferencia con un valor de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

Este capitulo presenta los resultados obtenidos durante la elaboracién y
caracterizacion de MCPF basados en FS de segunda y tercera generacion,
orientados a lainhibicién de C. albicans. Se inicia con los resultados obtenidos
para pruebas preliminares realizadas en silicona y PVC para optimizar el
proceso HEC, evaluando parametros como la proporcién de solvente: soluciéon
acuosa, la encapsulacién del AM, los cambios morfolégicos observados por
microscopiay la adhesiéon fungica a los MCPF. Posteriormente, se profundiza
en el desarrollo de los MCPF-AM y los MCPF-NPs, detallando sus propiedades
fisicoquimicas (coeficiente de hinchamiento y contraccién, angulo de contacto y
EDS), su estructura superficial (microscopia 6ptica y SEM), su eficacia de
esterilizacion (viabilidad celular) y estabilidad fotoquimica (espectroscopia
visible), considerando la reutilizacion y el almacenamiento durante seis meses

en condiciones de luz y oscuridad.

4.1. Evaluacion preliminar de matrices poliméricas

Esta secciéon describe los resultados obtenidos durante la fase preliminar del
estudio, en la que se evaluaron las condiciones necesarias para modificar
matrices poliméricas clinicas de siliconay PVC mediante el método HEC. Se
probaron diferentes proporciones de solvente: solucion acuosa y se realizo la
encapsulacién del FS AM, para luego analizar las primeras modificaciones
visuales y estructurales en los materiales. Ademas, se llev6 a cabo una prueba
inicial de viabilidad microbiana para explorar la efectividad de los materiales

modificados contra a C. albicans.

4.1.1. Seleccion de la relacién 6ptima solvente: solucidn acuosa

En esta secciéon se presentan los cambios dimensionales provocados por el
método HEC sobre muestras de silicona y PVC, en funcién de diferentes
proporciones de acetona: agua desionizada. La seleccion de los rangos
evaluados se basé en estudios previos realizados por Noimark et al. [64, 65],
quienes aplicaron este mismo método sobre los mismos polimeros, utilizandoel

protocolo propuesto por Perni et al. [61]. A partir de ello, en este trabajo se
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exploraron proporciones similares, con el fin de identificarla relacién 6ptima
de solvente: solucién acuosa para lograr un hinchamiento adecuado de las

matrices y facilitar la posterior encapsulacién de los FS.

Los resultados obtenidos no solo permitieron observar diferencias clave entre
ambos polimeros en su respuesta al proceso de hinchamiento y contraccién,
sino que también corroboraronlaviabilidad de las proporciones propuestas por
Noimark, especificamente 7:3 para PVCy 9:1 parasilicona. En las Tablas 5y
6 se presentan los valores promedio obtenidos para el didmetro externo, el
diametrointerno yel grosorde lapared, después de cadaetapadel tratamiento,

comparados con el polimero original.

Los resultados mostraron que para el PVC la relacion 7:3, de acetona: agua
desionizada, fue la mas adecuada, pues generd un hinchamiento significativo,
aproximado al 6% en el diametro externoy al 2% en el diametro interno,
permitiendo el ingreso del F'S, mientras que, tras la contracciéon el material
recuperé en gran medida su tamano original con valores comparables, en las
tres dimensiones, al valor inicial del control sin tratamiento (Tabla 5),
preservando la forma del material. Ademas, se observé que otras proporciones
como 82 o 9:1, si bien también generaron hinchamiento, presentaron un
comportamiento menos predecibledurante lacontraccién, conreducciones mas
marcadas del grosor de pared, lo cual podria comprometerlaintegridad y por

ende el funcionamiento del material.

Tabla 5. Dimensiones medidas durante el proceso HEC del PVC a diferentes proporciones solvente:
solucién acuosa.

Dimensiones del PVC post Dimensiones del PVC post
Razén hinchamiento = 0.03 (mm) contraccién + 0.03 (mm)
solvente:
oy Grosor Grosor
solucién Diametro Diametro Diametro Diametro
acuosa . de ) de
externo interno externo interno
pared pared
0:0 4.50 3.20 0.65 4.50 3.20 0.65
0:10 4.51 3.27 0.65 4.47 3.31 0.58
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3:7 4.68 3.32 0.68 4.60 3.31 0.64
4:6 4.59 3.32 0.64 4.49 3.25 0.62
5:5 4.68 3.40 0.64 4.54 3.35 0.59
6:4 4.75 3.25 0.75 4.59 3.30 0.64
7:3 4.77 3.27 0.75 4.54 3.29 0.63
8:2 4.90 3.55 0.68 4.59 3.36 0.61
9:1 5.16 3.67 0.75 4.61 3.36 0.62

En el caso de la silicona (Tabla 6), la proporcién 9:1 de acetona: agua
desionizada fue la mas adecuada, ya que permitié una expansién mas
pronunciada tras el proceso de hinchamiento, en comparacién con todas las
proporciones menores, y una contraccién posterior, con valores que retornaron
a niveles muy similares a los del control, indicando que, a pesar del aumento
dimensional inicial, el polimero fue capaz de recuperar su forma casi por
completo. Este comportamiento sugirié una buena estabilidad estructural bajo

el protocolo HEC, sin alterar significativamente la forma original del material.

Tabla 6. Dimensiones medidas durante el proceso HEC de la silicona a diferentes proporciones
solvente: solucion acuosa.

Dimensiones de la silicona post Dimensiones de la silicona post

Razon hinchamiento + 0.03 (mm) contraccién £ 0.03 (mm)
solvente:
-2 Grosor Grosor
solucién Didmetro Didmetro Didametro Didmetro
acuosa . de . de
externo interno externo 1nterno
pared pared
0:0 7.30 4.50 1.40 7.30 4.50 1.40
0:10 7.35 4.63 1.36 7.33 4.57 1.38
3:7 7.29 4.66 1.32 7.25 4.50 1.38
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4:6 7.33 4.62 1.36 7.22 4.56 1.33
5:5 7.27 4.68 1.30 7.21 4.57 1.32
6:4 7.42 4.64 1.39 7.21 4.50 1.36
7:3 7.38 4.59 1.40 7.22 4.49 1.37
8:2 7.47 4.67 1.40 7.20 4.54 1.33
9:1 7.54 4.70 1.42 7.22 4.57 1.33

4.1.2. Interaccion entre el AM vy las matrices poliméricas

Una vez determinadas las proporciones 6ptimas de solvente: solucion acuosa
para el método HEC, se procedié a la encapsulacién del AM en ambas matrices

poliméricas (silicona y PVC).

Visualmente, se confirmé que las concentraciones 30 y 60 pM de AM lograron
tenir las muestras de manera homogénea, pero en pruebas iniciales de
viabilidad celular, realizadas cuando el PVC ya habia sido escogido como
polimero predilecto para este estudio, no se evidenciaron variaciones
relevantes entre los recuentos de UFC obtenidos con ambas concentraciones
(Figura 16), por lo que se optd por emplear la menor concentraciéon de AM.
Posteriormente, al comparar laintensidad de coloracién a 30 uM entre las dos
matrices, el PVC mostré una tonalidad ligeramente mas intensa que la
silicona, lo cual sugirié una mayor retencién superficial del colorante en esta

matriz (Figura 17).
30 uM

60 ptM

Figura 17. Muestras de silicona y PVC:
originales y con AM encapsulado a 30 pM. a)
Vistas lateral y b) superior. Imégenes propias,

obtenidas condispositivo movil (ver Seccion 3.4).

Figura 16. Prueba preliminar de
viabilidad celular de C. albicans en
MCPF-AMa 30y 60 uM, por duplicado.
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4.1.3. Comparacion morfoldgica post HEC mediante microscopia

/

Optica

Las imagenes obtenidas mediante microscopia 6ptica permitieron comparar las
modificaciones superficiales inducidas por el protocolo HEC en las matrices
poliméricas evaluadas. A continuacién, se presentan las micrografias
correspondientes a las muestras de silicona y PVC, tanto originales como tras

la incorporacion de AM, evidenciando diferencias notables en la morfologia de

cada material.

B M i _
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Figura 18. Micrografiasa 40X/0.50de silicona y PVC originales(ayc)y
los HEC con AM (b y d), respectivamente.

Las imagenes mostraron una coloracion homogénea en las secciones con AM,
ademas, en el caso dela silicona, el material original (Figura 18a) present una
superficielisa y continua, mientras que tras el método HEC con AM (Figura
18b) se evidenciaron irregularidades en la superficie. Por otro lado, el PVC
original (Figura 18c) mostré una superficie con surcos evidentes, mientras que,
tras el proceso de hinchamiento, encapsulaciéon de AM y posterior contraccién

(Figura 18d), dichos surcos menos profundos.

4.1.4. Evaluacién inicial de viabilidad microbiana

Los resultados obtenidos tras la evaluaciéon de la viabilidad celular de C.
albicans sobre los polimeros modificados con AM permitieron determinar la

eficacia antimicrobiana inicial del proceso de incorporacién del F'S, asi como
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comparar la respuesta del microorganismo en funcién del tipo de polimero
utilizado. La figura 19 muestra los resultados obtenidos tras la siembra,
evidenciando diferencias marcadas entre los dos tipos de polimeros y los efectos

del método HEC.
Silicona

PVC

Figura 19. Visualizacion de la cantidad de UFC/50 plde C. albicans adheridas a silicona y PVC
originales (a y ¢) y sometidos a HEC (b y d). Imagenes propias, obtenidas con dispositivo moévil (ver
Seccion 3.4).

En el caso de la silicona original (Figura 19a), se observé una proliferacién de
C. albicans, con aproximadamente de 2 a 3 UFC/50 ul, cifra inferior a la
registrada en la silicona sometida al método HEC (Figura 19b), la cual mostré
un crecimiento con hasta 73 UFC/50 pl. En contraste, los resultados del PVC
mostraron una tendencia opuesta a la descrita anteriormente con la silicona;
el material original (Figura 19¢) presenté un crecimiento elevado con una
cantidad de UFC/50 pl superior a 400, indicando una alta capacidad de
adhesiénde C. albicans;sinembargo, en el PVC tratado con HEC (Figura 19d),
se observo una reduccién notable en la formacién de colonias, con un conteo
aproximado de 136 UFC/50 ul que, representando una disminuciéon con
respecto al material original. Al ser esta una evaluacién preliminar, las
muestras evaluadas por cada grupo fueron dos y sus resultados corresponden

a las imagenes de la Figura 19.

Estos hallazgos concuerdan con los resultados morfolégicos previos, donde se

observ6 un alisamiento parcial de la superficie del PVC tras el tratamiento
(Figura 18d), lo cual puede haber reducido los sitios de anclaje para la

formacién de biopeliculas.
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4.2. Caracterizacion de los MCPF basados en PVC

Tras la seleccion del PVC como material clinico polimérico 6ptimo para la
incorporaciéon de F'S, se desarrollaron y caracterizaron secciones del polimero
modificadas con AM y NPs de TiO,: Rh. Esta seccién presentalos resultados
detallados relacionados con las propiedades fisicoquimicas de los MCPF y su
capacidad antimicrobiana inicial, anéalisis importantes para establecer la

eficacia del sistema contra a biopeliculas de C. albicans.

Al elaborar los MCPF, fueron notables las diferencias en el aspecto de estos
respecto al material clinico original, siendo evidente que el PVC original
presenta una transparencia sin ninguna tonalidad en particular, mientras que
los MCPF con ambos F'S cambiaron de coloracién, siendo azules los MCPF-AM

y beige los MCPF-NPs (Figura 20).

Figura 20. Vistas superiory lateral del PVC original y los MCPF con AM
y NPs, de izquierda a derecha respectivamente. Imagenes propias, obtenidas
con dispositivo moévil (ver Seccion 3.4).

4.2.1. Caracterizacion estructural

En estaseccion se presentanlosresultados relacionados con el comportamiento
dimensional del PVC tras la aplicacién del protocolo HEC y del proceso de
curado, expresado en términos del coeficiente de hinchamiento y contraccion;
ademas, se muestran los resultados obtenidos de la medicién del angulo de
contacto sobre las distintas superficies poliméricas evaluadas. Estas
evaluaciones permitieron identificar los cambios estructurales generados por

los procesos aplicados para la elaboraciéon de los MCPF.

Respecto al coeficiente de hinchamiento y contraccién se recuerda que, al ser

calculado como un cociente basado en una razén matematica, valores mayores
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a 1 indican hinchamiento, menores a 1 reflejan contraccion, y valores cercanos

a 1 representan estabilidad dimensional.

Durante la etapa de hinchamiento, todos los tratamientos mostraron
coeficientes HC mayores a 1 en las tres dimensiones evaluadas, lo cual indica
que el protocolo HEC gener6 un aumento efectivo en el volumen del PVC con
respecto a su estado original; este comportamiento fue especialmente evidente
en el tratamiento con NPs de TiO,: Rh, que present6 los mayores valores tanto

en el diametro externo como interno (Tabla 7).

Tabla 7.Razénmedia de hinchamiento y contraccion de las muestras de PVC tratadas mediante HEC,
inmediatamente después de sacarlas de la solucionde hinchamiento y tras la evaporacion del solvente
residual, asi como también de las sometidas a curado térmico.

Coeficiente HC del PVC post  Coeficiente HC del PVC post

hinchamiento + 0.03 (mm) contraccién + 0.03 (mm)
HEC a 7:3 ] ) Grosor ) ) Grosor
Diametro Diametro Diametro Diametro
de de
externo  interno externo  interno
pared pared
PVC HC 1.06 1.02 1.15 1.01 1.03 0.97
MCPF-AM 1.09 1.05 1.18 1.02 1.04 0.97
PVC-NPs 1.14 1.15 1.14 1.01 1.00 1.03
Coeficiente HC del PVC pre Coeficiente HC del PVC post
curado térmico + 0.03 (mm) curado térmico + 0.03 (mm)
PVC HC cur. 1.01 1.03 0.97 1.01 1.04 0.94
MCPF-NPs 1.01 1.00 1.03 1.00 1.01 0.96

Por su parte,el MCPF-AM también presentéun hinchamiento efectivo, aunque
en menor magnitud, con coeficientes de 1.09 en el diametro externo, 1.05 en el
interno y un grosor de pared de 1.18. Incluso en el grupo sin FS (PVC HC), se

observaron incrementos moderados en las dimensiones (1.06 en el diametro
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externo, 1.02en el internoy 1.15 enel grosor de pared), atribuibles inicamente
al efecto fisico del solvente sobre el polimero, por lo que el proceso de
hinchamiento por si solo logr6 inducir cierta expansion, independiente del tipo

de FS incorporado.

Tras el proceso de contraccion, los coeficientes de hinchamiento y contracciéon
en todos los grupos se aproximaron nuevamente a la unidad, reflejando una
recuperacion parcial o casicompleta de las dimensionesiniciales; en particular,
el diametro externo se mantuvo practicamente constante para todos los
tratamientos y se observaron contracciones en el grosor de pared,
especialmente enel PVC-HC y MCPF-AM; por suparte el MCPF-NPs mantuvo
este primer parametro ligeramente por encima de 1, ademas al comparar los
coeficientes antes y después del curado, no hubo diferencia visible respecto a la

morfologia original del material.

Al comparar los grupos sin FS (PVC HC y PVC HC cur.) y aquellos con
capacidad fotoesterilizable MCPF-AM, PVC-NPs y MCPF-NPs), se concluye
que, si bien existen variaciones leves en los valores de hinchamiento y
contraccién, especialmente con el PVC-NPs, todos los coeficientes se
mantuvieron dentro de un rango cercano a la unidad, de modo que no se afectd
de manera considerable la estabilidad dimensional del PVC debido al protocolo

HEC ni al posterior curado.

Ahora bien, respecto al analisis del angulo de contacto, este permitid
determinar cémo las modificaciones estructurales inducidas por el protocolo
HEC y el curado térmico afectaron las propiedades superficiales del PVC, en

particular su comportamiento hidrofilico o hidrofébico.

Los resultados mostraron que el PVC presenté un angulo de contacto de
aproximadamente 90°, encontrandose en el limite entre superficies hidrofilicas
e hidrofébicas, ademas, en comparacién con el material original todos los
grupos tratados mostraron un incremento en los valores del angulo, indicando

una tendencia hacia una mayor hidrofobicidad (Figura 21).
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Angulos de contacto de superficies poliméricas

mPVC

m PYCHC

m MCPF-AM

m PYC HC cur.
m PVC-NPs

= MCPF-NPs
| \ \ \

86,00 88,00 90,00 92,00 94,00 96,00
Angulo (°)
| S
Superficie hidrofilica ! Superficie hidrofébica

r S

Figura 21.Caracterizacion de la hidrofobicidad de los distintos grupos poliméricos en funcion de su
angulo de contacto. * indican diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo
de control (PVC) con p <0,05.

Al comparar los MCPF, el aumento en 8 fue mas evidente en el MCPF-AM, con
~4° mas que el material original, que en el MCPF-NPs, con~2° méas que el PVC.
El grupo PVC-NPs presenté el menor aumento en 6, con un angulo de 91,90°,

siendo el unico grupo de todos lo evaluados en no presentar diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (PVC).

4.2.2. Caracterizacion morfologica v composicional

En esta seccién se presentan los resultados relacionados con los cambios en la
morfologia y composicion elemental de los MCPF en comparacion con los

grupos controles.

El analisis microscépico permitié identificar de manera preliminar la
distribucién de los FS y las posibles alteraciones de textura asociadas a los
procesos de elaboracién, aspectos cruciales para el desempenio funcional de los
MCPF. Las micrografias demostraron que el PVC original presentd una
superficie relativamente homogénea, con surcos marcados y una coloraciéon
neutra (figura 22a); por su parte, el PVC HC (Figura 22b) conservo esta
uniformidad, aunque se observaron surcos mas finos y atenuados, lo cual

concuerda con los resultados descritos en la seccién 4.1.3, donde el tratamiento
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de HC ya habia mostrado una menor profundidad de estos patrones

morfoldgicos.

Figura 22.Micrografias superficiales a 40X/0.50 dela) PVC original, b) PVC HC y ¢) MCPF-AM.

Por otra parte, el MCPF-AM (Figura 22c¢) exhibié una coloracién azulada
continua y uniforme, indicando una integracion efectiva del FS en toda la
superficie y una distribucién homogénea sin acumulaciones ni zonas sin tefir;
este tipo de absorcion superficial es relevante, ya que la uniformidad del AM
puede influir directamente enla eficacia de la fotoesterilizacién, asegurando

una respuesta homogénea ante la iluminacién.

En cuanto a los materiales de PVC con NPs de TiO,: Rh, el PVC-NPs presento
una superficie con una tonalidad similar al material original, aunque con la
apariciénde cimulos oscuros dispersos, que se asumen como agregados de NPs
(Figura 23a); sin embargo, tras el curado térmico en autoclave, el MCPF-NPs
(Figura 23b), mostr6 una superficie mas limpia y regular, con los ciimulos

anteriormente visibles mas dispersos.

Figura 23. Micrografias superficialesa 40X/0.50 del a) PVC NPs y b) MCPF-NPs

Las micrografias obtenidas por SEM permitieron comparar la topografia

superficial entre el PVC, los controles (PVCHCyPVCHC cur.) y los materiales
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con NPs (PVC-NPs y MCPF-NPs), evidenciando la influencia de cada
tratamiento sobre la organizacién estructural del polimero y la posible
localizacién de los F'S en la superficie; estas imagenes fueron obtenidas a
escalas de 50um y 10pum, alineadas a la izquierda y a la derecha,

respectivamente, en las figuras 24 a 26.

En la imagen correspondiente al PVC original (Figura 24), se observo una
superficie con textura marcada y surcos amplios, distribuidos irregularmente
a lo largo del campo visual; estas estructuras son consistentes con los patrones
observados previamente mediante microscopia optica (Figura 22a), donde
también se evidencié una superficie rugosa, ademas a 10 um, las imagenes

SEM mostraron relieve superficial.

6:0mm X100k SE# = 2 NAGE 1.50kV 6.0mm x5.00k SE

Figura 24. Micrografias SEM de PVC original a escalas de 50 y 10 pm, respectivamente.

Tras la aplicacion del protocolo HEC, 1a superficie del PVC HC (Figura 25, fila
superior), mostr6 unatransformacién evidente, pues las micrografias indicaron
una reduccién de los surcos y homogeneidad en la textura, reflejando una
superficie mas lisa y con menor relieve en comparacién al polimero original
(Figura 24), fen6meno que también fue observado por microscopia Optica
(Figura 22b). En el caso del PVC HC sometido a curado (Figura 25, fila
inferior), las micrografias revelaron una textura ain mas uniforme, con
inconsistencias superficiales menos marcadas, comparadas con los polimeros

antes mencionados (PVC y PVC HC).
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PVC HC

INAGE 1.50kV 4.9mm x1:00k éE 3 : . 50:.0pm FINAGE 1:50kV:4.9mm x5.00k SE

PVC HC cur.

INAOE 1.50kV 5. 1mm x5.00k SE

Figura 25. Micrografias SEM de PVC HC (fila superior)y PVC HC sometido a curado (fila inferior).

Tras el curado térmico en el autoclave (Figura 26, fila inferior), la superficie
adquirié un aspecto organizado, con una distribucién de NPs mas homogénea
y dispersa comparada con la del PVC-NPs, congruente con lo observado en la
figura 23b. Una observacién adicional relevante, aportada por el técnico
responsable del andlisis SEM, fue que las muestras con NPs sometidas al
curado presentaron menor carga durantelaobservacion, es decir, fueron menos

resistivas al paso del haz de electrones, lo cual facilité una mejor visualizacion.

En cuanto a las muestras con NPs de TiO,: Rh (Figura 26), las imagenes del
PVC-NPs (fila superior) mostraron una superficie recubierta con agregados
irregulares, los cuales se interpretaron como cimulos de NPs; a escala de
10 um, estos monticulos aparecen mas definidos, con zonas de acumulacién mas
densas, lo que confirmé visualmente la integracién de las NPs en la matriz

polimérica.
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PVC-NPs

10.0pm :

MCPF-NPs

: 0\

500}l INAGE 1.50KV/5 2mm x50

Figura 26.Micrografias SEM de PVC-NPs (fila superior)y PVC-NPs sometido a curado (fila inferior).

Con el fin de complementar el analisis morfolégico obtenido mediante SEM,
EDS permitié identificar la presencia de los elementos constitutivos de los FS
incorporados, en particular del titanio, confirmando su integracién superficial
en las muestras tratadas con NPs de TiO,: Rh, asi como analizar posibles

diferencias de composicion entre los materiales curados y no curados.

Es necesario aclarar que, en los siguientes resultados, aunque la escala del eje
vertical (intensidad en cps/eV) varia entre los espectros, este valor no afecta la
comparaciéon cualitativa ni la identificacién de elementos, ya que lo relevante
es la posicion de los picos en el eje de energia y la presencia o ausencia de
senales caracteristicas; como explicé el técnico responsable, estas diferencias
de escala responden al tiempo de exposicién del detector para cada barrido y

no reflejan diferencias reales en la concentracion elemental.

En la muestra de PVC original (Figura 27), se observaron los picos
caracteristicos de carbono, oxigeno y cloro, con un predominio de C (83.13% en

porcentaje en masa normalizada) y una proporcion importante de Cl (14.10%),
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como es esperable por la presencia del grupo cloruro en la cadena del PVC;

finalmente el oxigeno aparecié en menor proporcién (13.28%).

cps/feV
1.2

[ Mass Mass Morm. Atom  abs. error  rel. error

| Element At. Mo. Met

. [%a] [36] [*%] [mass%] (1a) [%](1a0)
107 Carbon 64281| 72.87 7263 83.13 3.59 4.92

] Oxygen 85 714 13.32 13.28| 11.41 0.84 .29
08 : Chlorine 172226| 14.14 14.10 5.47 1.61 11.36

Sum 100.34 100.00 100.00
c
L. | " .
T T T | T T | | T | T | T T T T T T
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5
Energy [keV]

Figura 27. Espectro EDS obtenido de la superficie del PVC original.

En la muestrade PVC HC (Figura 28), se observo una proporciéon similar de
elementos, aunque con un ligero aumento en el contenidode C y O (84.88% y

14.80%, respectivamente) y disminucién del Cl (3.33%).

cpsfe
25

| Mass Mass Morm. Atom abs. error  rel. error

Element At. Mo. Met

| [%) [%] [%] [mass3) (10} [%] (10}
20 : Carbon &/B9232 - E4.88 BR33 2.30 271

| Cwygen g B&9E - 14.80| 11.56 0.52 3153

| Chlorine 17 E] - 0.33 03a2 0.07 20.74
151 Sum  100.00 100.00

4]
—_ P 't BN .
1.0 15 20 25 3.0

Energy [kaV]
Figura 28. Espectro EDS obtenido de la superficie del PVC HC.

Tras el curado térmico del PVC HC, la composicién elemental, visualizada en
la figura 29, mostré valores comparables, con 88.03% de C, 11.86% de O y solo
0.11% de CI.
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cpsfeV
1 Mass Mass Norm. Atom | abs. error  rel. error |
| Elemeant At. MNo. Net
25 [%] [%] [%] [mass%] (1o [%](10)
Carbon 6 107574 - 88.03 S50.78 2.36 2.69
2!:}_- Ouygen g TEB5 - 11.86 9.19 .42 3.58|
Chilorine 17 32 - .11 0.04 0.03 28.42 |

Sum 100.00 100,00

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Energy [keV]

Figura 29. Espectro EDS obtenido de la superficie del PVC HC cur.

Finalmente, enla muestrade MCPF-NPs (Figura 30), el analisis EDS permitio
confirmar la incorporacion de las NPs a través de la presencia de titanio,
identificado con un valor de 21.50%, y un aumento notable en el contenido de

oxigeno (17.65%), coherente con la composicién del TiO,.

cpsfey
| Mass hass Morm. Atom abs. ermor rel. error
Element At. No. MNet
{ 2] [#:] [26] [mass%] (1 o) [%] (1 o)
251 Carbon 6/95574 - 51.39 77.13 1.74 2.83
Oxygen B|14606 17.02| 16.05 0.51 3.50
Chlorine 17 a8 0.09  0.04 0.03 3247
207 Titanium 22| 3998 - 21500 &.78 0.91 4.232| |
1 Rhodium as Q 0.00 0.00 o.00 793,11 |
| Sum L0000 100,00
"h
| |
-— e A4 .
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Energy [keV]

Figura 30. Espectro EDS obtenido de la superficie del MCPF-NPs.

Aunque el Rh no fue cuantificado (0.00%), si fue detectadoen el espectro, lo
cual sugiere su presencia en concentraciones muy bajas, por debajo del umbral
de cuantificaciéon de latécnica; estaobservacion es coherente conlaformulacién
empleada, ya que el dopaje al 2% indica que el Rh representa inicamente el

2% respecto al contenido total de titanio, por lo que su valor puede quedar
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enmascarado porla proximidad del picode Rh con el del C, que en este analisis

fue el dominante.

4.2.3. Evaluacion de las técnicas de esterilizacion

Pensando en el retso de los MCPF, a continuacion, se presentan los resultados
de las dos técnicas de esterilizacién evaluadas. En la figura 31, es notable que
las cinco muestras poliméricas, esterilizadas en el autoclave, presentaron
niveles de DOs9snm cercanos al blanco, indicando una inhibicién efectiva del
crecimiento microbiano, permitiendo asi confirmar la eficiencia de este método

para la esterilizacion completa del MCPF.

Métodos de esterilizacion

0,800

0,700

0,600

E0’500

c

v 0,400

Q

D0,300

0,200

0’100 8 BT

oo i HEE- R wEl EER - uel w

Aire Blanco M1 M2 M3 M4 M5

mAC 0,041 0,059 0,061 0,060 0,072 0,066 0,062

m UV (Prueba1) 0,041 0,061 0,106 0,226 0,087 0,279 0,144
m UV (Prueba2) 0,041 0,061 0,288 0,391 0,626 0,453 0,713

Figura 31.Pruebas de esterilizacionrealizadas para evaluar la reutilizaciéon de los MCPF después de
la TFDa. AC indica autoclave y UV indica ultravioleta.

Por otro lado, las muestras expuestas a la luz UV mostraron un
comportamientomuy diferente; en una primeraprueba, aunque se observo una
ligerareduccion del crecimiento en algunas muestras (M1 y M3), los valores de
DOs9snm fueron significativamente mas altos que los del blanco o autoclave,

especialmente en M2, M4 y M5.

Para confirmar estos ultimos resultados, se realizé una segunda prueba de
esterilizacion UV la cual reveld un crecimiento ain mas pronunciado, con
valores aun mas altos que los anteriores, incluso en las cinco muestras. Este

hallazgo indic6 que el método UV no fue suficiente para eliminar
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completamente las células viablesde C. albicans adheridas alas superficiesdel
PVC en las condiciones actuales de las lamparas UV con que se contaba en el
laboratorio, por lo que se seleccioné el método de esterilizacidon por autoclave

para tratar a los MCPF contaminados con C. albicans.

4.2.4. Evaluacion de la eficacia fotodinamica

Para verificar la capacidad fotoesterilizable de los materiales elaborados, se
comparé el efecto de la TFDa sobre las biopeliculas de C. albicans, utilizando
MCPF-AM y MCPF-NPs, ambos con una semana de elaboracion (Figura 32),
de forma que fuese posible establecer una linea base de eficacia para ambos
sistemas, la cual fue luego utilizada como referencia para los ensayos
posteriores de reutilizaciéon y almacenamiento, analizando los cuatro grupos
experimentales de interés (Control, Control FS, Control Luz y TFDa)
mencionados y descritos en la seccién 3.7.2.

Evaluacion de la fotoesterilizacion de los
MCPF con una semana de elaboracion

__120,0
%100,0
<
S 80,0
b}
© 60,0
=
S 40,0
g o
7 00 Control Control
ontro ontro
Control FS Luz TFDa
m AM (240)/cm2) 100,0 97,6 73,9 17,2
m NPs (60 J/cm2) 100,0 82,6 68,0 16,9

Figura 32.Pruebainicialde la eficacia de fotoesterilizacion de MCPF-AM (en azul) y MCPF-NPs (en
café). * indican diferencias estadisticamente significativas en comparacién con los grupos de control
(PVC HC y PVC HC cur.) con p <0,05.

Los resultados indicaron que ambos tipos de MCPF mostraron efectividad
significativa en la reduccién de la viabilidad celular del patégeno cuando se
activaron mediante TFDa, con la diferencia de que para el caso del MCPF-AM,
fue necesario aplicar una dosis acumulada de 240 J/cm? (dividida en cuatro
ciclos de 60 J/cm?) para lograr una disminucién de la viabilidad hasta 17.2%,

mientras que para el MCPF-NPs, basté una tinica exposicién a 60 J/cm? para
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reducir la viabilidad a 16.9%, evidenciando una mayor eficiencia en la foto-

esterilizacién del material (Figura 32).

Respecto a los grupos control, en los que se incluyeron dos condiciones
especificas para aislar los posibles efectos individuales del FS y de la luz, el
Control FS (MCPF sin irradiacién) no se observaron efectos toxicos relevantes
atribuibles a los FS encapsulados, lo que indica que, en ausencia de luz, estos
no afectan significativamente la viabilidad celular, aunque, en el caso del
MCPF-NPs, se registr6 una disminucién superior enlaviabilidad, hasta 82.6%,
comparada conla del MCPF-AM que fue del 97.6%. En cuanto al Control Luz,
en el que se expusieron los grupos PVC HC y PVC HC cur. a luz roja para
evaluar el efecto citotéxicoinducido inicamente por la irradiacién, en ambos
casos se observo una reduccion de la viabilidad celular, cercana al 26% y 32%,
respectivamente, lo que evidencia que la luz, por si sola, induce un efecto

inhibitorio moderado

Estos resultados iniciales confirmaron la capacidad fotoesterilizable de ambos
sistemas, particularmenteen el caso del MCPF-NPs, que mostré un desemperio
mas eficiente frente a C. albicans. Asimismo, los controles incluidos
permitieron atribuir la inhibicién observada principalmente a la accién
sinérgica entre el FS y la luz, ya que ni la irradiacién por si sola ni los FS
encapsulados sin activacion foténica lograron inducir reducciones comparables
en la viabilidad celular. En conjunto, estos hallazgos no solo validan el efecto
fotodinamico de los materiales desarrollados, sino que también proporcionan
la base comparativa para los ensayos posteriores de almacenamiento (secciéon

4.3.1), reutilizacion (4.3.2) y evaluacién espectroscépica visible (4.3.3).

4.3. Fotoestabilidad funcional de los MCPF

Después de la evaluaciéon de todos los procesos anteriormente descritos y la
obtencion de sus resultados, fue posible finalmente evaluar la estabilidad de
los MCPF frente a condiciones de uso repetidoy almacenamiento prolongado,
siendo estos aspectos fundamentales para determinar suviabilidad préacticaen

contextos reales de aplicacién médica.

74




Resultados

4.3.1. En funcién del almacenamiento

La fotoestabilidad de los MCPF fue evaluada a lo largo del tiempo con el
propésito de determinar si su capacidad de fotoesterilizacién se mantenia tras
periodos prolongados de almacenamiento, describiendo los cambios observados
en la capacidad antimicrobiana de los materiales por TFDa, tras diferentes
periodos de conservaciéon, tomando como referencia la primera evaluacién
realizada tras una semana de elaboracion de los MCPF (Seccién 4.2.4., Figura
32). Este analisis permiti6 establecer el tiempo maximo de almacenamiento

durante el cual los MCPF conservaron su potencial antimicrobiano mayor al
50%.

Las muestras de MCPF-AM almacenadas durante seis meses evidenciaron
seguir siendo eficientes en la eliminacién de C. albicans, aunque, se observo
una pérdidagradual de eficaciaenel tiempo. Enla primera semana, el sistema
alcanzd una viabilidad celular de solo~17%, este resultado se mantuvo durante
el primer mes (~16%) y comenz6 a aumentar hacia el tercero (~25%), indicando
una degradacién parcial del AM encapsulado, hasta que al sexto mes la

viabilidad celular se increment6 notablemente hasta ~42% (Figura 33).

Eficacia de la TFDa respecto al almacenamiento del
MCPF basado en PVC-AM

g 140,0

~ 120,0

= 100,0

S 80,0 * i * T % ¥

- 60,0 *

S 40,0 . x *'

3 20,0 -

E 0,0 ii
Control Control FS Control Luz TFDa

H Semana 1 100,0 97,6 73,9 17,2

H 1°mes 100,0 99,1 68,8 16,3

m 3°mes 100,0 70,6 61,4 24,9

m 6°mes 100,0 62,6 61,9 42,2

Figura 33.Comparacionde los porcentajes de viabilidadde C. albicans en los MCPF-AM en funcion

de su almacenamiento. * indican diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
grupo de control (PVC HC) con p <0,05.

Por otro lado, el comportamiento de los tres grupos control también reflejo

tendencias importantes, donde el Control FS mostré una disminucién
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progresiva en la viabilidad celular con el paso del tiempo (de ~98% a ~63%); el
Control Luz, por su parte, mantuvo valores relativamente constantes (~74% a
62%) durante todo el periodo de almacenamiento, confirmando lo observado en
la figura 32 en donde laexposiciénalairradiacion,enausenciade F'S, también

tuvo un efecto en la viabilidad celular.

En cuanto al MCPF-NPs (Figura 34), los resultados obtenidos desde el primer
mes mostraron una pérdida de eficacia, incluso ain mas pronunciada que la
del MCPF-AM; en este ensayo la viabilidad celular del grupo TFDa fue ~17%
en la semana 1 y fue creciendo progresivamente en cada periodo de tiempo,
aumentando a mas del doble a las cuatro semanas y hasta ~52% y ~59% al
tercer y sexto mes respectivamente, en donde, de acuerdo a los resultados
anteriores, esta ultima reduccién en la viabilidad es consecuencia tinicamente

del efecto de la propia luz y no de la accién de EROs en el sistema.

Eficacia de la TFDA respecto al almacenamiento del
MCPF basado en PVC-NPs
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Control Control FS Control Luz TFDa
H Semana 1 100,0 82,6 68,0 16,9
H1°mes 100,0 56,5 55,7 36,9
m 3° mes 100,0 41,3 63,8 51,6
m 6° mes 100,0 41,2 61,8 59,1

Figura 34.Comparacionde los porcentajes de viabilidad de C. albicans en los MCPF-NPs en funcioén
de su almacenamiento. * indican diferencias estadisticamente significativas en comparacién con el grupo
de control (PVC HC cur.) con p <0,05.

En los grupos control, el Control FS present6 una disminucién progresiva en la
viabilidad celular a lo largo del almacenamiento, reduciéndose de ~83%
(semana 1) a ~57% en un mes, disminuyendo luego hasta ~41% en el tercer y
sexto mes; por otra parte, el grupo Control Luz mantuvo una viabilidad
relativamente constante entre 60% y 70% durante todo el periodo evaluado, lo

que confirma que laexposicién aluzroja por sisolano produce unainactivaciéon
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sustancial en ausencia de fotosensibilizadores activos, en contraste con los

efectos observados bajo condiciones de TFDa.

4.3.2. En funcidén de la reutilizacion

Al evaluarla eficaciade los MCPF tras ciclos consecutivos de TFDa, incluyendo
procesos de esterilizaciéon térmica intermedia, a continuacién, se presentan los
resultados de viabilidad celular obtenidos tras aplicaciones semanales del
tratamiento, con el fin de establecer la durabilidad funcional de los FS

incorporados y el limite practico de uso de los MCPF desarrollados.

En el comportamiento del MCPF-AM, tras tres ciclos de reutilizacién, fue
notable que como resultado del primer tratamiento con TFDa, se registr6 una
inhibicion significativa de la viabilidad celular de C. albicans, reduciéndose
hasta un 17.2 %, valor que fue estadisticamente significativo contra al grupo
Control; sin embargo, a partir del segundo ciclo, la eficacia fotodinamica se
redujo drasticamente, registrando viabilidades de 70.3 % y 61.2% para el
segundo y tercer uso, respectivamente (Figura 35), por lo que probablemente
la reduccién observada se debe principalmente al efecto de la irradiacién y no
a la generacion de EROs, siendo esto acorde con los resultados presentados en
las figuras 32, 33 y 34.
Eficacia de la TFDa respecto a la cantidad de

usos del MCPF-AM
H Uso #1 mUso #2 Uso #3
120,0
£100,0
©
= 80,0
E:
2 60,0
()
S 40,0
0 *
[43]
S 20,0
0.0 61,2
Control TFDa

Figura 35.Comparmacionde los porcentajes de viabilidad de C. albicans en los MCPF-AM tras tres
tratamientos de TFDa con esterilizacion intermedia en autoclave. * indican diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el grupo de control (PVC HC) con p <0,05.
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En contraste, para los MCPF-NPs, evaluados a lo largo de seis ciclos
consecutivos de tratamiento, se observ) una eficacia sostenida durante al
menos los tres primeros usos, donde en el primer ciclo la viabilidad celular se
redujo hasta 22.2%, en el segundo a 24.3%, y en el tercero a 37.1%,
manteniéndose todos significativamente por debajo del grupo Control (Figura

36).
Eficacia de la TFDa respecto a la cantidad de usos
del MCPF-NPs

HUso#1 mUso#2 mUso#3 Uso #4 Uso #5 Uso #6
140,0

< 120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

0
—

x gy ]

. i |
*
T | e

Control TFDa

Figura 36.Comparacion de los porcentajes de viabilidad de C. albicans en los MCPF-NPs tras seis
tratamientos de TFDa con esterilizacion intermedia en autoclave. * indican diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el grupo de control (PVC HC cur.) con p <0,05

Viabilidad celular (

Incluso en el cuarto uso, la viabilidad fue de 45.4%, mostrando atn un efecto
antimicrobiano persistente, aunque ya con una tendencia a la pérdida de
eficacia en los ciclos quinto y sexto con 64.0% y 62.5%, respectivamente. De
hecho, estosresultados concuerdan con caracterizaciones visuales enlas que se
evidenciaron cambios en la tonalidad de los MCPF, especificamente los MCPF-
AM, sometidos al tratamiento con TFDa al compararlos con muestras del
mismo tipo pero que no fueronirradiadasycon muestras Control, es decir PVC
HCy PVC HC cur. paralos MCPF-AM y MCPF-NPs, respectivamente (Figura
37).

Al comparar los MCPF que no fueron sometidos a TFDa (fila superior) con
aquellos sometidos a una sesion (fila intermedia), fue evidente que el MCPF-
AM perdié su tonalidad azul, adquiriendo una coloracién grisacea,

caracteristica de los materiales sin FS encapsulado (fila inferior), indicando
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que efectivamente el AM encapsulado se degradé casi totalmente después de

un primer uso.

Figura 37.Comparacionde los MCPF cona) AM y b) NPs, sin irradiacion (fila superior)y sometidos
a una sesion de TFDa (fila intermedia) con muestras control sin FS encapsulado (fila inferior).

Para el caso de los MCPF-NPs es notable que la coloracion beige se mantiene
al comparar las muestras sin irradiacion (fila superior) con aquellas que se
sometieron a la TFDa (fila intermedia), lo que dio indicio de que el material
posiblemente seguiria siendo fotoestable al menos después de un primer uso,
siendo esto congruente con los resultados de viabilidad celular mostrados en la

figura 36.

4.3.3. Analisis espectral por espectroscopia visible

A continuacién, se presentan los espectros de absorbancia obtenidos por
espectroscopia visible paralas distintas soluciones de hinchamiento (acetona:
agua desionizada, solucién de AM y solucién de NPs), asi como para los
materiales poliméricos antes y después de la elaboracion de los MCPF y sus

respectivos controles (Figura 38).

El espectro del PVC original no presento picos definidos en el rango de 400—
750 nm, lo que permiti6 atribuir posteriormente cualquier sefial espectral a los
procesos de elaboraciéon delos MCPF como alos FS encapsulados. En contraste,
las soluciones con FS presentaron perfiles caracteristicos de cada F'S, pues la
solucién de AM mostré un pico prominente en 655 nm, mientras que la solucién
con NPs de TiO,: Rh presentd una curva continua en todo el rango visible, sin

picos definidos (Figura 38a).
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__ Soluciones de hinchamiento y PVC original a) — Para la elaboracion de los controles b)
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Figura 38.Espectros de absorcion dela) PVC originaly las soluciones de hinchamiento utilizadas para la
elaboracion de las b) muestras control y los MCPF basados en ¢c) AM y d) NPs.

Al comparar la solucién sin FS (acetona: agua desionizada) con las muestras
poliméricas utilizadas como controles (PVC HCy PVC HC cur.) (Figura 38b),
se observd una mayor absorbancia en los polimeros respecto a la solucién, pero
con un comportamiento similar al observado en la Figura 38a, sin picos
caracteristicos y con valores similares a los del PVC original, lo cual indicé que
tanto el tratamiento HEC como el curado no alteraron las sefiales épticas
originales, facilitando la identificacién de las contribuciones espectrales de los

FS.

Ademas, los espectros del MCPF-AM y su correspondiente solucién de
hinchamiento (Figura 38c) mostraron un pico definido en el rango de 650—
660 nm, caracteristico del AM, evidenciando la encapsulacién efectiva del FS a
la matriz polimérica. Ademas, el MCPF-AM presenté un aumento en la

absorbanciaentre 400 y 550 nm respectoala solucién, atribuible alarespuesta

propia del polimero, con valores cercanos a 0.4 u.a.

Finalmente, los espectros relacionados a la elaboracion de los materiales
basados en NPs (Figura 38d) mostraron un patron espectral mas amplio, tanto
para la solucién de hinchamiento como para las muestras de PVC-NPs y del
MCPF-NPs, con altos valores de absorbancia en todo el rango visible, lo cual es

consistente con la dispersiéon 6ptica atribuida a las NPs de TiO,: Rh,
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especialmente por sus propiedades de absorcion extendida debido al dopaje; en
este ultimo caso, aunque no se presenté un pico definido como el AM, el nivel
de absorbancia constante revel6 una presencia homogénea de NPs en la

superficie.

Analizando ahoralos espectros de los MCPF que fueron almacenados durante
sels meses, a continuacion, se presentan los resultados espectroscopicos en el
intervalo antes analizado (400-750 nm), dando especial atencién al rango de
620—700 nm, correspondiente a la region que incluye a la longitud de onda de

emisién del dispositivo de irradiacién utilizado (630 nm).

Los espectros de absorcion del MCPF-AM almacenado en condiciones de
oscuridad durante una semana, un mes, tresy seis meses se presentan en la
Figura 39. Todas las curvas conservaron el perfil espectral caracteristico del
azul de metileno, con un primer pico leve entre 400—450 nm y un segundo, mas
definido, en torno a 655 nm, lo cual indica que el FS se mantuvo presente en la
superficie polimérica durante el periodo evaluado; sin embargo, se observé una
disminuciéon paulatina en la intensidad de absorbancia en ambos picos
conforme aument6 el tiempo de almacenamiento, lo que sugiere una pérdida
gradual del FS activo. Esta reduccién no fue estadisticamente significativa en

ninguno de los tiempos evaluados bajo condiciones de oscuridad.

Espectro de absorciéon del MCPF-AM en oscuridad

400 450 500 550 600 650 700 750

Longitud de onda (nm)
—e—Sem. 1 —=— 1°mes ——3°mes 6° mes

Figura 39. Analisisde los espectros de absorcion de los MCPF-AM en funciénde su almacenamiento.

81




Resultados

Este fendmeno fue mas evidente al realizar un acercamiento a la region de
interés (620-700 nm), evidenciando que la absorbanciaen el pico principal pasé

de 0.59 u.a. en la primera semana a ~0.54 u.a. al sexto mes (figura 40).

Espectro de absorcion, a 655 nm, del MCPF-AM en

0.600 oscuridad
0,590

—~ 0,590
(W]
50,580
20,570 0,568
_CE 0,560
g, 0,550 0,545
= 0,540 0,543

0,530 :

620 640 660 680 700
Longitud de onda (hm)
—e—Sem. 1 —a—1°mes —+—3°mes 6°mes

Figura 40. Analisis de los espectros de absorcion de centrados en el pico de absorbancia maxima de
los MCPF-AM en funcion de su almacenamiento.

De hecho, este comportamiento es congruente con lo observado en los ensayos
de viabilidad celular (Figura 33, Seccién 4.3.1), donde se evidencié un aumento
de aproximadamente 25% en la viabilidad de C. albicans entre la primera

semanay el sexto mes de almacenamiento, a pesar de que las muestras fueron

conservadas en oscuridad.
Espectro de absorcion del MCPF-AM con
iluminacion ambiental

400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)
——Sem.1(CL) —=—1°mes(CL) —=—3°mes|(CL) 6°mes (CL)

Figura 41. Analisis de los espectros de absorcion de los MCPF-AM en funciéonde su almacenamiento
bajo condiciones de iluminacién ambiental constante.
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La exposicién continua a iluminacién ambiental durante el almacenamiento
tuvo un efecto marcado sobre la estabilidad espectral del MCPF-AM, como se
muestra en las figuras 41 y 42, en las que se evidenci6 una disminucién
progresiva de la absorbancia a lo largo del espectro visible con el paso del
tiempo, de modo que, aunque el perfil espectral se mantuvo reconocible y no
hubo diferencias significativas, si hubo reducciones en la intensidad de

absorbancia (Figura 41).

Al ampliar la regién espectral de interés entre 620 y 700 nm, se observa una
tendencia de disminuciéon en la absorbancia del pico caracteristico del AM,
pasando de aproximadamente ~0.57 u.a. en la primera semana a ~0.49 u.a. al
sexto mes, lo que representa una pérdida del 14% del valor original bajo estas
condiciones. Aunque esta diferencia indica la fotodegradacion del AM
encapsulado, no se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre
los tiempos evaluados, no obstante, la reduccién fue mas pronunciada que la
observada en condiciones de oscuridad (Figura 40), revelando que el AM
encapsulado en el PVC es susceptible ala fotodegradacién incluso en ausencia

de irradiacion directa con luz roja.

Espectro de absorcion, a 655 nm, del MCPF-AM
con iluminacion ambiental

— 0,580 0,573

0,507

Absorbancia (u.a
o
[4)]
N
o

0,480 0,493
620 640 660 680 700
Longitud de onda (nm)
——Sem.1(CL) —=—1°mes (CL) 3°mes (CL) 6°mes (CL)

Figura 42. Analisis de los espectros de absorcion de centrados en el pico de absorbancia maxima de
los MCPF-AM en funcion de su almacenamiento bajo condiciones de iluminacion ambiental constante.

A diferencia de lo obtenido para el AM, los espectros correspondientes a los
MCPF-NPs, almacenados enoscuridad, describen una curvacontinuaalo largo

del espectro visible, como ya habia sido notado en la figura 38 y es evidente la
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reduccion progresiva entre ellos al aumentar el tiempo de almacenamiento
(Figura 43), aunque sin diferencias significativas.

Espectro de absorcion del MCPF-NPs en

oscuridad

0,800
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Figura 43. Analisis de los espectros de absorcionde los MCPF-NPs en funcién de su almacenamiento.

Ahorabien, en condiciones de iluminacién ambiental, no hubo una degradacion
estadisticamente significativa del FS (Figura 44), incluso respectoalos mismos
periodos de tiempo de las muestras que fueron almacenadas en total oscuridad
(Figura 43).

Espectro de absorcion del MCPF-NPs con

iluminacion ambiental
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Figura 44. Analisis de los espectros de absorcionde los MCPF-NPs en funcion de su almacenamiento
bajo condiciones de iluminacién ambiental constante.

Abs

Al analizar en conjunto las curvas de ambas condiciones, lo notado fue que
ocurri6 una disminucién progresiva y moderada de la absorbancia general a

medida que aumenté el tiempo de almacenamiento; estos hallazgos se
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refuerzanenlafigura 46, en la que es evidente que las curvas correspondientes
a las muestras almacenadas durante seis meses revelaron que la absorbancia
a 6565 nm disminuyé de 0.559 u.a. (semana 1) a 0.452 u.a. (6° mes), mientras
que, para las muestras expuestas a luz ambiental, pas6 de 0.554 u.a. a 0.449

u.a., locual representaunapérdida aproximadadel 19% en ambas condiciones.

Espectro de absorcién, a 655 nm, del MCPF-NPs
s/c iluminacion ambiental
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Figura 45. Analisis de los espectros de absorcion de centrados en la longitud de onda de irradiacion de¢
los MCPF-NPs en funcion de su almacenamientotanto en condiciones de oscuridad (curvas en tonos
azules y verde) como de luz ambiental (curvas en tonos café, rojizos y amarillo).

Esta reduccién, observada tanto en muestras almacenadas en oscuridad como
bajo luz ambiental, fue superior a la pérdida registrada en los MCPF-AM,
incluso desde el tercer mes, sin evidenciarse diferencias marcadas entre ambas
condiciones de almacenamiento. Estaestabilidad relativaentre luzy oscuridad
indica que otros factores distintos a la fotodegradacién podrian estar afectando
la funcionalidad del sistema y, de hecho, el MCPF-NPs mostr6 una menor
eficacia biolégica a lo largo del tiempo, como lo evidencian los resultados de
viabilidad celular obtenidos bajo almacenamiento en oscuridad (Figura 34,

Seccién 4.3.1), donde la inhibicién fue menor al 49% a partir del tercer mes.

Otro aspecto critico para determinar la funcionalidad de los MCPF fue su
comportamiento tras un primer uso, teniendo en cuenta la fotoestabilidad del
FS ante los procesos de TFDa y esterilizacion térmica mediante autoclave. En
la figura 46 se aprecia que, para todos los casos, los espectros son los que

anteriormente se mostraron al inicio de esta seccion (Figura 38) y se confirma
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el hecho de que los espectros planos y de baja absorbancia, sin estructuras
espectrales relevantes de los controles, validan su idoneidad como referencia
para estimar la degradacion o retenciéon de los FS tras tratamientos
posteriores.

Absorbancia de muestras control y de los MCPF
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Figura 46.Espectros de absorcion de las muestras control y de los MCPF utilizados en los analisis d«
fotoesterilizacion.

Teniendo los espectros anteriores como referencia, se observé que el proceso de
esterilizacion con autoclave produjo un aumento en la absorbancia en las
muestras tanto de PVC-HC como del MCPF-AM, lo cual también fue evidente
a nivel visual, ya que las secciones poliméricas adquirieron una apariencia mas
opaca y dejaron de ser transparentes (Figura 47).

a) Absorbancia del MCPF-AM post esterilizacion con

autoclave (sin TFDa)
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Figura 47.a)Espectros de absorcion tras la esterilizacion en autoclave (AC), sin aplicacion de TFDa,
comparando las muestras de control (PVC HC) con los MCPF-AM. b) Muestras de PVC HC
(izquierda) y MCPF-AM (derecha), con opacidad notable al someterse a la esterilizacion.
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En contraste, tras el efecto de la TFDa sin esterilizacién térmica (MCPF-AM
antes y después de TFDa), se observa una reducciéon localizada de la
absorbancia, centrada en torno al pico principal del AM (~650—660 nm), con
una caida de ~0.59 a ~0.34 u.a., y un perfil espectral que ya no se mantiene y
que incluso es méas parecido al del PVC HC (Figura 48), evidenciando entonces
que el AM se fotoblanqueé en su totalidad, respaldando el comportamiento
observado experimentalmente de que los MCPF-AM, si bien efectivos en el
primer uso y hasta después 6 meses de almacenamiento, estan limitados a un
solo uso (Figura 35, seccion 4.3.2.).
Absorbancia del MCPF-AM prey post TFDa (sin

0.700 autoclave)
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Figura 48. Espectros de absorcion tras la aplicacion de TFDa, sin esterilizacion en autoclave,
comparando las muestras de control (PVC HC) con los MCPF-AM antesy después de la irradiacion a
240 J/cm? en cuatro dosis fraccionadas de a 60 J/cm?,

a.)

Absorbancia (u.

Ahora, respecto alos MCPF-NPs, se observé que, tras la esterilizacién en el
autoclave, las muestras con NPs encapsuladas presentaron un incremento
general en la absorbancia (Figura 49).

Absorbancia del MCPF-NPs post esterilizacion

con autoclave (sin TFDa)
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Figura 49.Espectros de absorcion tras la esterilizacion en autoclave (AC), sin aplicacion de TFDa,
comparando las muestras de control (PVC HC cur.) con los MCPF-NPs.
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Este comportamiento ya habia sido observado en el analisis de los MCPF-AM
(Figura 47) y atribuido a una mayor opacidad inducida por el esterilizado, lo
cual redujo la transmisién de luz y provocé una elevacion global en los valores
de absorbancia. En contraste, el efecto de la TFDa sin esterilizacion térmica
(Figura 50), mostré un comportamiento notablemente diferente al de los
MCPF-AM (Figura 48); en este caso, la absorbancia se mantuvo estable en todo
el espectro tras el tratamiento con luz roja, sin un cambio significativo en el
rango analizado (415 a 750 nm), evidenciando que, a diferenciadel AM, las NPs
de TiO;: Rh no sufrieron fotodegradaciéon visible tras un primer uso,
manteniendo su capacidad de absorciéon y, por lo tanto, posiblemente su

potencial para seguir generando EROs en ciclos posteriores.

Absorbancia del PVC-Rh pre y post TFDa (sin
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Figura 50. Espectros de absorcion tras la aplicacion de TFDa, sin esterilizacion en autoclave,
comparando las muestras de control (PVC HC cur.) con los MCPF-NPs antes y después de la
irradiacién a 60 J/cm?.

Este comportamiento es congruente con la capacidad fotoesterilizable de estos
materiales de ser reutilizados en multiples ciclos sin perder eficacia (Figura
36), sugiriendo que el sistema aun no ha alcanzado su punto de degradacién

funcional.

Como cierre del capitulo de resultados, se presenta la Tabla 8 comparativa con
las principales caracteristicas estructurales, fotoactivas y funcionales de los
MCPF desarrollados en esta investigacion, evidenciando las diferencias clave
entre el MCPF-AM y el MCPF-NPs en cuanto a su comportamiento bajo

condiciones controladas de almacenamiento y retuso.
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Tabla 8. Caracteristicas comparativas de los MCPF elaborados.

Caracteristica MCPF-AM MCPF-NPs
Hidrofobicidad superficial il 1"
94,57° 92,57°
Dosis de TFDa aplicada 240 J/cm? 60 J/cm?2
para inducir una DLso (4 x 60 J/cm?) (inica aplicacién)
Efectividad
82.8% 83.1%
antimicrobiana inicial
Tiempo de
almacenamiento tutil Hasta 6 meses Hasta 3 meses
(DLso)
Numero de retsos posibles ) A

(DLso)

111 indica mayor hidrofobicidad
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5. DISCUSION

Evidenciando la necesidad de la busqueda de estrategias alternativas que
permitan controlar la proliferacién fingica en entornos hospitalarios, en esta
investigacién se llevd a cabo la implementacion y evaluaciéon de materiales
clinicos poliméricos modificados con FS antimicrobianos, con el fin de
conferirles propiedades fotoesterilizables a través de TFDa en contra de C.
albicans, ya que aunque la expansion de infecciones en ambientes clinicos ha
sido abordado en multiples estudios, la mayoria se ha enfocado en bacterias
[61,73,76]. El enfoque hacia patégenos fingicos ha sido limitado, a pesar de su

demostrada afinidad por las superficies médicas poliméricas [37].

La eleccion de los FS empleados respondié a criterios tanto comparativos como
de innovacién, seleccionando en primer lugar AM, como FS de segunda
generacion, debido a su amplio uso en estudios previos relacionados con TFDa
[61, 62, 64, 68], lo que permiti6 establecer comparaciones directas entre los
resultados obtenidos en este trabajo y aquellos reportados en la literatura. Por
otro lado, se incorporaron NPs de TiO, dopadas con Rh, como FS de tercera
generacion, considerando su alto potencial fotodinamico y la necesidad de
explorar su aplicaciéon bajo condiciones de uso médico mas realistas, pues
aunque este tipo de NPs han sido evaluadas principalmente contra bacterias
como E. coli y S. aureus [83], no se ha documentado su implementaciéon en
superficies clinicas poliméricas modificadas mediante el método HEC ni su
combinaciéon con un proceso posterior de curado térmico y tampoco su
aplicacién para combatir hongos como C. albicans. Adicionalmente, es
importante senalar que las concentraciones empleadas en trabajos previos
(>8% de porcentaje atébmico de dopado) superan los margenes seguros para uso
clinico [84], lo cual subraya la pertinencia de explorar formulaciones a
concentraciones mas bajas y, si bien existen antecedentes del uso de NPs de
otros metales como el oro o zinc como F'S [64, 65, 67 68], el empleo de TiO,: Rh
encapsulado mediante HEC representa una propuesta novedosa para el

desarrollo de superficies antimicrobianas orientadas a prevenir TAAS.

Se realizaron pruebas comparativas entre silicona y PVC, en las que se

encontro6 que el AM, un colorante hidrofilico y polar, mostré una mayor afinidad
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por el PVC; esta preferencia fue evidenciada por una tincién un poco mas
intensaposterior al método HEC, lo que concuerdaconlo reportado en estudios
donde se ha demostrado que este F'S tiende a adsorberse preferentemente en
materiales con grupos funcionales polares y estructuras porosas, debido a
interacciones electrostaticas y de superficie [81]; en este caso, la presencia de
atomos de cloro en la estructura del PVC, como se evidenci6 enla figura 27,
confiere aeste polimerounanaturalezapolar que favorece dichas interacciones

[82].

Por otra parte, los analisis microscopicos y de viabilidad celular (Secciones
4.1.3. y 4.1.4.) revelaron que el método de HEC aplicado a la silicona favorecid
una mayor retencién de células viables de C. albicans en comparacién con el
polimero original, sugiriendo un aumento en la adhesiéon del microorganismo,
posiblemente asociado a las irregularidades superficiales generadas por el
tratamiento. En contraste, en el caso del PVC, el tratamiento HEC parecié
reducir la colonizacién fingica, sin impedir completamente la adhesion, pero si
disminuyéndola, lo que podria estar relacionado con una aparente nivelacion o
suavizado de su superficie; esta interpretacion se encuentra respaldada por los
resultadosde viabilidad celular obtenidos posteriormente (Seccion 4.1.4), en los
que se evidencié una menor retencion de C. albicans en las muestras tratadas
de PVC respecto al polimero sin tratamiento. Estos hallazgos se alinean con lo
reportado por Gonzalez y Cuellar [37], quienes demostraron que C. albicans se
adhiere con mayor facilidad al PVC que a otros polimeros como el poliuretano
o la silicona, debido a su superficie hidrofilica y rugosa y a su composiciéon
fisicoquimica, validando la decision metodolégica de enfocar el desarrollo de
MCPF sobre un sustrato mas susceptible como el PVC, lo que permitiria

potenciar la aplicacién clinica de esta tecnologia.

Trabajos previos han centrado sus esfuerzos en la modificacién de superficies
de silicona [19, 20, 65, 67, 68, 71] y otros polimeros [62, 63, 69] con el fin de
reducir la adhesién microbiana y conferir propiedades antimicrobianas
activables con luz. En esta tesis se propone una estrategia alternativa al
aplicar exitosamente el protocolo HEC y el curado térmico en PVC, un material
comunmente utilizado en dispositivos médicos clinicos [19], pero que

representa un mayor desafio por su alta susceptibilidad a la colonizacién
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microbiana [37]; estas caracteristicas lo convierten en una opcién adecuada
para el desarrollo de MCPF eficaces contra C. albicans y potencialmente contra

otros patogenos de interés clinico.

La seleccién del PVC como matriz polimérica ideal para el desarrollo de MCPF
fue respaldadaporlosresultados delcoeficiente de hinchamientoy contraccién,
los cuales coincidieron con lo reportado por Noimark et al. (2012) [64],
confirmando la estabilidad dimensional tras el protocolo HEC y el curado, lo
cual es critico para garantizar su compatibilidad estructural con dispositivos
médicos reales. Particularmente, el tratamiento con NPs de TiO,: Rh mostr6
los mayores coeficientes de hinchamiento, lo que sugiere una mayor interacciéon
entre el solvente ylamatriz de PVC, posiblemente favorecida porlanaturaleza
coloidal de las NPs y su dispersién en el medio [85, 86] que facilitaron una

penetracion mas uniforme durante la fase de hinchamiento.

Segtn el estudio de Noimark et al. (2012), laimplementacién del método HEC
en superficies poliméricas reduce su hidrofilicidad, incrementando la
hidrofobicidad superficial [64] y esto se pudo comprobar en este estudio con el
analisis del angulo de contacto (Figura 21), donde se evidencié que tanto el
método HEC como el curado aumentaron la hidrofobicidad del PVC, cambio
que resulta favorable en términos clinicos, ya que superficies mas hidrofdobicas
suelen presentar una menor afinidad para la adhesién de microorganismos, lo
cual puede reducir el riesgo de formacion de biopeliculas. Esta variacién en la
topografia superficial se correlacioné con las observaciones microscépicas
(Figuras 18 y 22), donde se document6 unareduccién de los surcos superficiales
y una mayor uniformidad del material, posiblemente atribuida a la accién de
la acetona, la cual, segiin Mi et al. (2023), puede inducir cambios en las
propiedades mecanicas del polimero [87]. Adicionalmente, en los MCPF-NPs,
el proceso de curado favorecié una distribucién mas homogénea del FS en la
superficie (Figura 23), lo cual podria haber facilitado una mayor interaccién
con la luz durante el proceso de fotoactivacion, contribuyendo asi a mejorar su

desempeno antimicrobiano.

A nivel morfolégico, las micrografias SEM evidenciaron transformaciones

relevantes en la superficie del PVC tras la aplicacién del protocolo HECy la

92




Discusion

incorporacion de NPs de TiO,: Rh, pues mientras que el PVC original mostro
una superficie con relieve y surcos profundos, el método HEC indujo un
alisamiento progresivo, reduciendo notoriamente estas irregularidades
superficiales, sugiriendo unareorganizaciéon superficial de la matriz polimérica
inducida por el proceso de hinchamiento y posterior contracciéon, la cual puede
deberse a la redistribucién de cadenas poliméricas al absorber el solvente y
perderlo gradualmente durante la evaporacion [87]; estos hallazgos contrastan
conlo reportado por Noimark et al. (2013) [64], quienes observaronla apariciéon
de grietas tras aplicar el método HEC en catéteres Foley de PVC. Esta
diferencia puede atribuirse a la distinta formulaciény grado de rigidez de los
dispositivos empleados, ya que en este estudio se utilizaron tubos para
oxigenacion (Hudson RCI, Medline), también empleados clinicamente, y por
tanto igualmente susceptibles a la colonizacién por patdégenos y la generacion

de TAAS.

El efecto de alisamiento antes mencionado fue ain mas evidente tras el curado
térmico para la elaboracion de los MCPF-NPs, lo que sugiere una
reorganizaciéon estructural inducida por la contraccién del polimero y la
redistribucién del F'S, ademas de que se observé que los cimulos superficiales
de NPs, aun mas presentes en el PVC-NPs (sin curado), se correlacionaron con
una mayor adhesién fungica, observada durante algunas de las pruebas
microbiolégicas, lo que refuerza la importancia del curado térmico como etapa
critica para garantizar una dispersiéon homogénea del FS y prevenir zonas
susceptibles a la colonizacién debido a defectos superficiales que pudieran

servir de anclaje para el patégeno.

El analisis con EDS corroboré la incorporacion exitosa de las NPs en la matriz
polimérica, detectando la presencia de titanio como elemento caracteristico en
la superficie del PVC modificado y, aunque no se identific6 de manera
cuantificable el dopante Rh, esto es consistente con su bajo porcentaje de
inclusiéon (2%) y con el hecho de que su sefnal puede superponerse al pico de
carbono dominante en la muestra ya que, como se ha documentado en otros
estudios, el EDS presenta dificultades para detectar metales pesados en
concentraciones traza cuando se encuentran sobre una matriz rica en carbono

[84].
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La seccién 4.3., dedicada a la evaluacién de la fotoestabilidad, constituye uno
de los aportes mas significativos del presente estudio, al combinar analisis
microbioldgicos con caracterizacién espectral en el visible para examinar el
desempeno funcional de los MCPF durante el almacenamiento y la

reutilizacion.

Los resultados de viabilidad celular obtenidos tras una semana de la
elaboracién de los MCPF evidenciaron la eficacia inicial de ambos sistemas
contra a biopeliculas de C. albicans. En particular, el MCPF-AM logré una
inhibicién significativa (~83%) tras cuatro ciclos de irradiacion que sumaron
una dosis acumuladas de 240 J/cm?, mientras que el MCPF-NPs alcanz6 una
reducciéon comparable con un solo tratamiento de 60 dJ/cm? Este
comportamiento es comparable al de otros estudios previos que emplearon AM
y otras NPs sobre distintos polimeros, en los que evaluaron la reduccién de
bacterias como E. coli, S. aureus o S. epidermidis [64-68, 72] mediante
combinaciones de AM, cristal violeta o NPs de oro encapsuladas en PVC,

silicona, polisiloxano, poliuretano y otros materiales hospitalarios.

Por otra parte, en el caso especifico de los MCPF-NPs, aunque existe literatura
sobre el uso de TiO, como FS, la mayoria de los estudios disponibles se han
enfocado en su aplicacion frente a bacterias como E. coli, S. aureus,

Pseudomonas aeruginosa, MRSA y Acinetobacter baumannii [58-60], usando

comuinmente TiO, sin dopar o dopado con Ag, y con irradiacién en el rango UV,

lo cual representa una limitacién importante para la aplicacién clinica debido
al riesgo asociado conestaradiaciéon. Encontraste, enel grupo de investigacion

donde se desarroll6 esta tesis se han realizado contribuciones importantes en

la adaptacién de TiO, para su activacidén con luz visible, especificamente en el

contexto de la TFDa contra C. albicans, de modo que, en trabajos previos, se

demostré la eficacia del TiO, dopado con Ag, Fe y Cu, asi como en su forma co-

dopada Cu:Fe, utilizando luz azul (450 nm), con la que se alcanzd un porcentaje

de erradicacion de C. albicans superior al 90% [80].

Complementando este enfoque, losresultados obtenidos en el presente estudio,
junto con trabajos preliminares por el mismo grupo de investigacién,

evidencian por primera vez que las NPs de TiO,: Rh pueden activarse de
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manera eficiente mediante luz roja visible (630 nm), induciendo una reduccién
significativa de la viabilidad de C. albicans, lo que representa un avance
relevante en términos de seguridad y aplicabilidad clinica. El hallazgo de que
este tipo de dopaje puede funcionar con longitudes de onda mas seguras para
el entorno clinico refuerza la linea innovadora del grupo de trabajo en la
modificacién estratégica de TiO, mediante diferentes metales dopantes para
extender su espectro de accién fotodinamica, especialmente contra hongos
patégenos como C. albicans, donde aun existe un vacio considerable en la

literatura.

Respecto al almacenamiento, los resultados indicaron que los MCPF-AM
conservaron su eficaciahastapor seis meses, aunque conunapérdidafuncional
hacia el final del periodo, especialmente evidente en el sexto mes cuando la
viabilidad celular aumentd, aunque sin superar el 50%; este comportamiento
fue consistente con la reduccion en la absorbancia espectral en la regién de
activaciéon del FS (~655 nm). La correlacion entre esta pérdida espectral y el
aumento en la viabilidad sugiere que el AM es susceptible a fendémenos de
degradacion oxidativa o liberacion del FS desde la matriz polimérica como se
ha descrito previamente para colorantes similares [88, 89], los cuales han sido
reportados como causas frecuentes de pérdida de eficacia en sistemas
similares. En particular, se ha observado que la disminucién de la intensidad
en el pico caracteristicodel AM, acompanada por unaumento de la absorbancia
en la region de 400-600 nm tras la exposicién prolongada o la iluminacion
puede deberse a alteraciones estructurales tanto en el F'S como en el sustrato
polimérico, en un fenémeno conocido como fotoblanqueo [90, 91]. Ademas, se
ha reportado que el AM adsorbido sobre algunos materiales puede
experimentar degradacién espontanea durante procesos de secado y
almacenamiento, conduciendo a la formacién de subproductos oxidativos [92],

lo cual puede comprometer su funcionalidad fotodinamica con el tiempo.

En contraste, los MCPF-NPs presentaron una reduccion mas temprana de la
eficacia, evidenciada por una viabilidad celular superior al 50% desde el tercer
mes de almacenamiento con disminuciones en la absorbancia mas progresivas
tanto en ausenciacomo en presenciade luz, siendo este un comportamiento que

sugiere que factores adicionales podrian estar comprometiendo la
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funcionalidad del sistema, entre ellos: la oxidacién lenta de la matriz de PVC
que incluye procesos como la deshidrocloracién y la degradacién fotoquimica
bajo irradiacién, afectando la integridad superficial del material [93]; la
migracién interna de las NPs que puede reducir su disponibilidad en la
superficie activa del polimero [94]; y 1a desactivacién del dopante de Rh la cual
puede deberse a la migraciéon del metal o cambios en su estado de oxidacién
durante los ciclos redox [95]; en conjunto, estos mecanismos podrian explicar
la pérdida gradual de eficacia fotodinamica observada durante el

almacenamiento.

Es importante mencionar que, en estos experimentos, en el grupo de Control
Luz se evidencié que la exposicion a luz visible por si sola produjo una
inhibicién en la viabilidad celular de entre el 30-40%; este comportamiento
podria estar relacionados con la presencia de croméforos endégenos en las
células de C. albicans, tales como flavinas y porfirinas, compuestos que
absorben luz visible y que pueden generar EROs, desencadenando respuestas
celulares perjudiciales [96, 97]. Ademas, respecto al grupo de Control F'S para
ambos MCPF, estos presentaron una inhibicién progresiva en la viabilidad
celular, a partir del tercer mes para los materiales con AM y desde el primero
para los basados en NPs, lo cual puede implicar un grado de toxicidad
intrinseca de ambos FS independiente de la iluminacién; en el caso del AM,
esta toxicidad puede deberse asu capacidad parainteractuar directamente con
estructuras celulares, generando estrés oxidativo basal [98], mientras que en
el caso de las NPs de Ti0,: Rh, podria deberse ala liberaciéon espontanea de

EROs en medios acuosos, o alainteraccion fisicaconlamembrana celular [99].

En cuanto a la reutilizaciéon, los MCPF-AM demostraron ser eficaces
Unicamente tras el primer uso, donde redujeron la viabilidad de C. albicans un
porcentaje superior al 80%; no obstante, en los siguientes dos ciclos, esta
eficaciadecayd de formaconsiderable. Estecomportamiento fue congruente con
losresultados espectroscopicos, enlos que se observd una reduccién abruptaen
la absorbancia caracteristica del AM tras la primera irradiacion, lo cual refleja
un fenémeno de fotoblanqueamiento completo del FS, proceso que implica la
degradacion estructural irreversible del AM debido ala generacién masiva de

EROs durante la activaciéon, lo que impide su reutilizacién efectiva. En
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contraste, los MCPF-NPs mantuvieron niveles aceptables de eficacia
antimicrobiana durante al menos tres ciclos consecutivos, con valores de
viabilidad inferiores al 40%, mostrando un perfil mas robusto ante el uso
repetido, lo cual se valid6 con la estabilidad espectral observada de estos
materiales, en la que no hubo reduccién en la absorbancia tras la TFDa,
respaldando la hipdtesis de que las NPs de TiO,: no sufren una degradacién
inmediata como la observada en colorantes organicos, lo que permite su

activacion continua durante multiples ciclos.

Este hallazgo tiene implicaciones relevantes para el desarrollo de dispositivos
clinicosreutilizables con propiedades antimicrobianas activadas por luz ya que
los materiales basados en NPs podrian ofrecer una mayor vida util funcional y
menor necesidad de reemplazo. A pesar de que la reutilizacién de sistemas
clinicos fotodinamicos ha sido escasamente abordada en la literatura, en esta
tesis seiniciaformalmente suestudio, evaluando por primera vez el desemperio
antimicrobiano de MCPF tras multiples ciclos de activacién frente a C.
albicans, resaltando el potencial de estos materiales para aplicaciones
prolongadas en entornos clinicos donde la persistencia de infecciones

representa un reto constante.

Cabe destacar que este estudio constituye una contribucion al campo al ser de
los pocos en aplicar técnicas como la EDS, como una herramienta de validacion
composicional que aporté evidencia complementaria a la caracterizacién
morfolégica de los MCPF elaborados [100, 101], ademas de la forma sistematica
de utilizar la espectroscopia visible no solo como técnica de caracterizacién
1nicial, sino como una herramienta de monitoreo de la estabilidad funcional de
FS en MCPF sometidos a almacenamiento y reutilizaciéon, correlacionando los
cambios con la eficacia antimicrobiana contra un patdégeno clinicamente
relevante como C. albicans. Este enfoque representa un avance significativo,
ya que permite anticipar el comportamiento de los MCPF en contextos de uso
prolongado, mejora la prediccién de su desempenio en condiciones hospitalarias
y aporta criterios objetivos para definir su vida til, lo cual resulta crucial para
su eventual implementacion en dispositivos médicos reutilizables, seguros y

eficaces.
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6. CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

Como aporte metodoldgico, esta tesis implementé por primera vez un analisis
longitudinal del desempeno funcional de MCPF en condiciones realistas de
almacenamiento y reutilizacién clinica, integrando ensayos microbiolégicos con
espectroscopia visible como herramienta de monitoreo. Esta aproximacién
permitié establecer una correlacion directa entre la estabilidad espectral y la
eficacia antimicrobiana, constituyendo una contribucion original al disefio de
superficies médicas fotoesterilizables con enfoque en la durabilidad funcional

de los FS incorporados, pudiendo concluir que:

e El PVC fue seleccionado como material mas adecuado debido a su
modificacién superficial favorable tras el método de HEC, que redujo la
susceptibilidad a la adhesién de C. albicans, convirtiéndolo en el
polimero ideal para evaluar la eficacia antimicrobiana de los MCPF.

e Seoptimizoé el proceso de incorporaciéon de los FS en PVC, logrando una
integracion estable tanto del AM como de las NPs de TiO,: Rh. Las
caracterizaciones Optica (espectroscopia visible y SEM), morfolédgica
(dngulo de contacto y coeficiente de hinchamiento y contraccién) y
quimica (EDS) confirmaron la retencién de los FS en la matriz y
evidenciaron mejoras en la estructura superficial del PVC, aspectos
importantes compatibles con el mecanismo de accién de la TFDa.

e Se comprobd, mediante el coeficiente de hinchamiento y contraccion,
que los MCPF presentaron un comportamiento dimensional estable,
confirmando que ni el protocolo HEC ni el curado térmico
comprometieron la integridad estructural del material, lo que respalda
su posible implementacién en dispositivos médicos.

e Se evidenci6 una inhibicién significativa de biopeliculas de C. albicans
tras la exposicion a TFDa con luz roja en los MCPF, con una fluencia de
240 J/cm? en cuatro dosis fraccionadas para AM y 60 J/cm?, y en una
Unica dosis para los que tenian NPs, validando su capacidad de
fotoesterilizacién en condiciones in vitro.

e Se determiné que los MCPF-AM conservaron su actividad

antimicrobiana hasta por seis meses de almacenamiento en condiciones
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de oscuridad; sin embargo, los ensayos de reutilizacion indicaron una
pérdida progresiva de eficacia tras multiples ciclos, lo que limita su
empleo a aplicaciones de un solo uso.

Para los MCPF-NPs si bien se confirmé que su capacidad
fotoesterilizable se mantiene por hasta al menos cuatro usos, con
reducciones en la viabilidad superiores al 70%, su funcionalidad
fotodinamica decae notoriamente desde el tercer mes de almacenado.
Mediante espectroscopia visible se verific6 la degradacion fotoinducida
del AM, enlos MCPF-AM, en presencia de luz ambiental, mientras que
en los MCPF-NPs no se observaron diferencias relevantes entre las

muestras almacenadas en condiciones de luz y oscuridad.

Finalmente, se abordan las fortalezas y limitaciones del enfoque propuesto,

planteando proyecciones para proximas investigaciones, por lo que se plantea

como trabajo a futuro:

Evaluar la eficacia de los MCPF contra a otros microorganismos
patégenos, tanto bacterianos como fingicos, dada la necesidad clinica
de desarrollar superficies antimicrobianas de amplio espectro.
Investigar la incorporacién de diferentes tipos de F'S, tanto colorantes
como nanoparticulados, que permitan mejorar la eficiencia
fotodinamica y ampliar el rango espectral de activacion.
Potencializar la eficacia de los MCPF a partir del disefio de sistemas
fotoactivables que combinen distintos tipos de F'S, como colorantes y
NPs activadas por luz visible, capaces de actuar de forma sinérgica.
Ampliar la aplicacién de la metodologia a otros polimeros de uso clinico,
especialmente aquellos con alta susceptibilidad a la colonizacién
microbiana, como el poliuretano, con el fin de desarrollar superficies

activas especificas segun el tipo de dispositivo médico.
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