Estudio de las propiedades
biofisicoquimicas superficiales
para la optimizacién

de materiales capaces de inhibir
la adhesion bacteriana

Tesis de Doctorado en Ciencias Quimicas

Farm. Maria Laura Martin

Universidad
Nacional
de Cérdoba

FCQ

Facultad de
Ciencias Quimicas

INFIQC-Departamento de Fisicoquimica
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Nacional de Cérdoba

Afio 2019






El presente trabajo fue realizado en el INFIQC-Departamento de Fisicoquimica de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cordoba, bajo la
direccion de la Dra. Carla E. Giacomelli y se presenta a consideracion de dicha

Facultad para optar al grado de Doctor en Ciencias Quimicas, marzo de 2019.

Dra. Carla E. Giacomelli
Directora de Tesis

Comisién Evaluadora:

Dr. Carlos Primo De Pauli
Miembro de Comision de Tesis

Dr. Santiago D. Palma
Miembro de Comision de Tesis

Dra. Sandra E. Martin
Miembro de Comisién de Tesis

Dra. Patricia L. Schilardi
Evaluadora Externa






Agradecimientos

A la Facultad de Ciencias Quimicas y al Departamento de Fisicoquimica por
recibirme y brindarme el espacio para realizar el doctorado. A CONICET por
otorgarme la beca. A SECyT-UNC, FONCyT, CONICET por el apoyo econémico
que hizo posible el desarrollo de este trabajo.

Agradezco especialmente a los miembros de la Comision de Tesis: al Dr. Palma,
a la Dra. Martin y al Doc De Pauli por los aportes realizados a lo largo de estos
afnos, y por tomarse el tiempo y trabajo dedicado a la evaluacién de este
trabajo.

A Lau, gracias infinitas, primero por presentarme al hermoso grupo de trabajo
del sétano cuando no sabia en donde comenzar a investigar (y si lo queria/me
animaba, etcétera). Gracias por estar siempre a mi lado en estos afnos a nivel
laboral y personal, por la doble dependencia que nos une. Por la infinita
paciencia que me tuviste y porque me introduciste en el mundo cientifico, me
enseflaste a pensar de forma critica, a ser rigurosa, solo por decir algunas
cosas.

A Carla, por recibirme en su grupo, por creer en mi quizds mas que yo misma,
por todas sus ensefianzas, no me dejo de sorprender con todo lo que se
aprende con ella, por siempre ver el lado positivo y animarme a seguir
intentando de una u otra forma.

A todos los que son y fueron parte del grupo de trabajo, gracias por recibirme
tan bien, acompafnarme y aguantarme.

A la Vale y a la Ceci porque me hicieron sentir acompariada, por las charlas y
los mates, me dieron mil consejos personales, y en lo laboral me tuvieron una
inmensa paciencia para explicarme de estadistica, o de ciencias biolégicas en
general, respectivamente. A la Fer, que me aguanté en muchas, desde los
comienzos a introducirme en el lab, particularmente en los vuelos, gracias por
tus canciones y todos los momentos compartidos, siempre contagiando alegria
y tranquilidad. A la Maru, que compartimos mates y congresos, tu experiencia
en distintos ambitos me sirvi6 muchisimo en mis inquietudes. A la Pato, por



su bondad, todas las charlas y el buen humor que te caracteriza. Al Doc de
Pauli, por su alegria y estar siempre pendientes de como estamos todos. A
Ricardo, que estd siempre y nos tiene una paciencia infinita, siempre solo
entre charlas de mujeres. A la Dari y a la Jessy, transitamos juntas el camino
del doctorado, con las mismas dudas y pocas certezas, por su disposicién a
ayudar, por las meriendas.

A todos mis comparfieros del Departamento de Fisicoquimica, que me
ayudaron cuando necesité un reactivo, un ratito en un equipo o alguna cosa
simple del dia a dia. A la Susi, que nos malcria y sin su alegria y calidez el
s6tano no seria el mismo.

A Carlos, por su paciencia y motivacion a la hora de pasar mil horas viendo
puntos rojos y verdes en una pantalla. A Sergio, por su apoyo y su claridad
para explicar las ecuaciones del modelo. A Rubén, Dani y Flor, por su paciencia
para explicarme varias veces 1o mismo de citometria y tantas horas dedicadas.
Al Dr. Montich, por las medidas en el calorimetro y en el ATR, por su buena
predisposicion.

A Constanza, por ayudarme a resolver mil situaciones, alejar los fantasmas y a
construir lo que soy hoy.

A la Shanu y a la Gise, por estar desde que compartiamos aulas en la carrera,
ese tremendo ultimo afo al que no sé como hubiera sobrevivido sin uds. Por
las palabras de aliento y el tiempo compartido.

A toda mi familia en general por aguantar y entender muchas ausencias desde
mi carrera de grado. A mis padres, por los valores y el amor recibidos, por la
cultura del esfuerzo y la superacion.

A Leo, que es el compafiero mas comprensivo que me pudo tocar. Por tanto
amor y confianza. Por aguantarme en tantas, por entenderme vy
acompafarme de la mejor manera desde tantos afios. Es dificil poner en
palabras todo lo que me da. Por el camino transitado y el tremendo regalo que
me hizo, que nos viene a inundar de amor.

A Leén, perdén por pasarte tanto estrés hijo, por no poder haberte disfutado
tanto como hubiera querido desde el primer momento. No naciste y ya sos mi
motor, todo es por vos.

A Dios, por hacer que me haya encontrado con toda esta gente maravillosa y
darme esa fuerza extra para afrontar lo que sea.









Resumen

Se define como biomaterial a un material no viable utilizado para
constituir dispositivos meédicos, destinados a interactuar con sistemas
bioldgicos. En la actualidad, las infecciones constituyen la complicacién mas
severa y frecuente asociada al uso de dispositivos médicos, representando el
mayor desafio que deben enfrentar para lograr una accion terapéutica exitosa.
En particular, Staphylococcus aureus (S. aureus) es uno de los patdgenos
formadores de biofilm mas importantes, y por esta razon, se lo considera el
patégeno mas prevalente en este tipo de infecciones. Debido a que la adhesion
bacteriana es el primer paso en la patogénesis de las infecciones asociadas al
uso de dispositivos médicos, resulta evidente que inhibiendo este proceso se
reducira la probabilidad que se desarrolle la colonizacién bacteriana y, de este
modo, se puede prevenir el establecimiento de estas patologias.

Este trabajo de Tesis Doctoral, tiene como objetivo general contribuir a la
profilaxis de infecciones asociadas al uso de dispositivos biomédicos mediante
una estrategia de biofuncionalizacién superficial con proteinas plasmaticas.
En particular, se plantea una estrategia de biofuncionalizacién con albumina
(ALB) y fibrinégeno (FBG) capaz de inhibir la adhesién de S aureus sobre
superficies modelo de biomateriales, desde su estadio inicial hasta la
formacion del biofilm. Para abordar este objetivo, el trabajo desarrollado se
estructura en tres partes, tal como se describe a continuacion.

La Parte 1 aborda el proceso de adsorcién-desorcion de ALB y FBG en
condiciones cinéticas controladas, para optimizar las condiciones de
biofuncionalizacién capaces de minimizar la adhesiéon bacteriana. El estudio
del proceso de adsorcién-desorciéon de ALB se efectla mediante un disefio

factorial de experimentos, mientras que el de FBG se realiza con el ajuste de



los resultados con un modelo tedrico del proceso de adsorcién-desorcion. La
relajacion superficial de las proteinas adsorbidas, que surgen como
consecuencia de la optimizacién de la interaccién proteina-superficie, inhibe
la adhesion de bacterias vivas. De esta forma, el estado relajado de las
moléculas adsorbidas de ALB o FBG, asociado a cambios estructurales en las
proteinas logra inhibir la adhesién de S aureus en su etapa inicial y en la
formacion del biofilm.

Los resultados de la Parte 1 permiten desarrollar una estrategia de
biofuncionalizacién superficial en la Parte 2, en la cual la estructura de las
proteinas juega un rol fundamental. Para mimetizar el cambio estructural
inducido por la superficie en condiciones cinéticas controladas, la estrategia
incluye un tratamiento térmico de las soluciones de ALB o FBG, de forma
previa a la biofuncionalizacién superficial. Este tratamiento provoca la
desnaturalizacion parcial de las proteinas nativas. Asi, la estrategia de
biofuncionalizacién desarrollada es sencilla y consiste en la inmersion de las
superficies en las soluciones de proteina de estructura parcialmente
desnaturalizada. La biofuncionalizaciéon con ALB o FBG logra inhibir la
adhesion inicial y la formaciéon del biofilm de S aureus. Ademas, la
biofuncionalizacién con ALB mantiene su capacidad para inhibir la formacién
del biofilm incluso en medios de relevancia fisiolégica, suplementados con
suero.

El empleo de proteinas parcialmente desnaturalizadas en la
biofuncionalizacién superficial de biomateriales podria inducir la activacién
del sistema inmune. En la Parte 3 se descarta la capacidad de activar la
respuesta inmune innata por parte de las superficies biofuncionalizadas con
proteinas parcialmente desnaturalizadas, mediante el estudio de la activacion

de macroéfagos.



En conclusién, esta Tesis Doctoral plantea una estrategia novedosa y
simple desde la Fisicoquimica, que permite sentar las bases para el disefio y
desarrollo de biomateriales que se encuentran en contacto con fluidos

biolégicos para prevenir el establecimiento de infecciones bacterianas.
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Introduccion general







1. Contexto y relevancia de las infecciones asociadas a
biomateriales

Un biomaterial se puede definir como un material no viable utilizado
para constituir dispositivos médicos, destinados a interactuar con sistemas
bioldgicos [1]. Los dispositivos médicos se pueden clasificar segin el grado de
invasividad y/o tiempo de contacto con los sistemas biolégicos, de tal forma
que abarcan una enorme gama de aplicaciones [2,3]. Sin embargo, los
implantes constituyen los principales representantes dentro de los
dispositivos médicos, ya que constituyen una herramienta terapéutica
importante en el manejo clinico exitoso de una amplia gama de afecciones
ortopédicas, permitiendo restaurar la estructura y funcién del sistema
musculoesquelético [4]. Algunos de los implantes mas utilizados en la
reparacion del tejido 6seo incluyen cementos 6seos para el llenado de defectos
del hueso, protesis articulares para artroplastia total de cadera o rodilla y
dispositivos de fijacion de fracturas para la restauracion de fracturas [4]. El
gran numero de personas que actualmente poseen implantes implica que,
incluso si ocurre una falla terapéutica en una pequefia proporciéon de
pacientes, el impacto general sanitario y econémico en toda la poblacion es
enorme [3,4]. Este impacto, es particularmente significativo cuando las fallas
terapéuticas estan provocadas por infecciones microbianas en las superficies
de los biomateriales constitutivos de los implantes [3]. De hecho, en la
actualidad, las infecciones constituyen la complicacién mas severa y frecuente
asociada al uso de implantes, representando el mayor desafio que deben
enfrentar los dispositivos médicos para lograr una accién terapéutica

exitosa [3,4].



Las infecciones nosocomiales que se definen como aquellas infecciones
adquiridas por los pacientes durante su estadia en un hospital u otras
instalaciones de atencién médica, y que en general estan asociadas a los
dispositivos médicos, constituyen un problema mundial [5-7]. Las infecciones
asociadas a dispositivos médicos difieren notablemente en epidemiologia,
etiologia y gravedad, dependiendo, principalmente, del sitio anatémico, del
tiempo de aplicacién y de la profundidad del tejido que lo alberga [3]. Dentro
de las complicaciones que puede provocar el uso de dispositivos médicos se
encuentran: la necesidad de prolongar la hospitalizacion, de implementar
procedimientos quirurgicos adicionales y de extraccion del implante. Ademas,
generan un aumento de la resistencia a los antimicrobianos, infecciones
crénicas del tejido tratado (en el caso del hueso, por ejemplo, osteomielitis
crénica y pérdida de hueso circundante) y aumento de la tasa de mortalidad
[8-14]. En consecuencia, las infecciones relacionadas al uso de implantes en el
tratamiento de distintos traumas revisten importancia clinica, social y
econémica [3]. Asimismo, estas infecciones poseen una alta prevalencia,
asociada al aumento en el uso de dispositivos médicos en las Gltimas décadas
[8]. La tasa de prevalencia depende del tipo de implante o procedimiento
quirdrgico. En este sentido, la prevalencia de estas infecciones varia desde
menos del 1% en procedimientos de artroplastia, menos del 10% en implantes
mamarios y en marcapasos cardiacos, del 5 al 10% en dispositivos de fijacién
de fracturas y en implantes dentales y del 20 al 50% en cirugia de trauma

luego de fractura expuesta, dependiendo de la severidad de la fractura [4,7,8,15].



2. Patogenia de las infecciones asociadas al uso de dispositivos
médicos

Las infecciones asociadas al uso de dispositivos médicos se desarrollan
por la adhesién bacteriana persistente sobre la superficie de los implantes,
seguida por la colonizacién y formacién de un biofilm maduro [11,12,16-20]. Las
bacterias existen en dos formas o estados: bacterias en estado plancténico, se
encuentran libremente suspendidas en una solucién, o bacterias sésiles, como
una unidad adherida a una superficie o dentro de los confines de un biofilm
[19,21]. Asi, un biofilm se define como una comunidad sésil microbiana
caracterizada por células que estan irreversiblemente unidas a un sustrato o a
una interfaz y entre si; estan incrustadas en una matriz de sustancias
poliméricas extracelulares autoproducidas, y exhiben un fenotipo alterado con
respecto a la tasa de crecimiento y la transcripcion de genes [19,21-25].

El proceso de la formacion del biofilm involucra diferentes estadios, los
cuales se presentan en la Figura 1, que se inician con la adhesion de bacterias
plancténicas a cualquier tipo de superficie [21,24-26]. Inicialmente la unién es
reversible, mediada por interacciones inespecificas, que se torna en una unién
irreversible, debido a las interacciones especificas [21,24-27]. Las células
bacterianas crecen, se multiplican e interaccionan entre ellas para formar
microcolonias [21,24,25]. Una vez formadas estas microcolonias, el biofilm
experimenta una etapa de maduraciéon, en la cual se construye una
arquitectura mas compleja para permitir el transporte de nutrientes hacia el
interior del biofilm [21,24,27]. En la etapa final, algunas células bacterianas se
pueden dispersar del biofilm y volver al estado plancténico para ocupar

nuevos nichos [24-26].
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Figura 1. Estadios involucrados en la formacioén del biofilm bacteriano

Las infecciones asociadas al uso de dispositivos médicos son causadas por
diferentes especies bacterianas, como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia Coli y Pseudomonas aeruginosa [25,26,28,29]. En
particular, Staphylococcus aureus (S. aureus) es un microorganismo de gran
importancia clinica, ya que es uno de los patégenos formadores de biofilm
mas importantes, que causa complicaciones que van desde infecciones
menores hasta infecciones que amenazan la vida como sepsis, endocarditis y
neumonia [24,30]. Por esta razon, se lo considera el patégeno mas prevalente en
las infecciones intrahospitalarias, asociado a infecciones por el uso de
dispositivos biomédicos de diferente naturaleza, tales como catéteres,
marcapasos, protesis, valvulas cardiacas, entre otros [20,24-26,29-31]. El
tratamiento con antimicrobianos, a menudo es ineficaz debido al desarrollo
de cepas resistentes, como el S qureus resistente a la meticilina que, en un
comienzo se circunscribié al ambiente hospitalario, pero en los Gltimos afos

se ha extendido a toda la comunidad [30,32].



3. Estrategias abordadas para evitar el desarrollo de infecciones
asociadas al uso de dispositivos médicos

Las principales dificultades que enfrenta el tratamiento de estas
infecciones estan relacionadas al biofilm desarrollado sobre la superficie de los
implantes, resultando en un modo de defensa ante la acciéon de los
antimicrobianos [8,25,26,28]. Ademas, los mecanismos locales de defensa del
huésped se encuentran comprometidos y la existencia de inflamacién en el
tejido local que conduce a una vasculatura deficiente e isquemia, también
causan dificultades en el tratamiento [8]. En estas circunstancias, si no hay
respuesta frente al tratamiento farmacolégico, la sustitucion del implante
representa la Ginica posibilidad real de erradicar la infeccién, aunque el riesgo
de una recaida sigue siendo alto [20]. En este sentido, resulta evidente la
necesidad de prevenir el desarrollo de estas patologias mediante diferentes
enfoques, como el mejoramiento de técnicas asépticas, el control de la
esterilidad del ambiente y la profilaxis antibidtica perioperatoria [9-12,18].

Por otra parte, se han desarrollado una gran variedad de estrategias de
funcionalizacién  superficial, empleando compuestos sintéticos y/o
biomoléculas, para obtener biomateriales resistentes a las infecciones [4,20,33].
Estas estrategias de funcionalizacién se pueden clasificar segin las facultades
que le confieren al biomaterial: 1) inhibir la adhesién bacteriana, 2) ejercer
accién antibacteriana, o 3) combatir la formacion del biofilm. La primera
estrategia incluye el uso de compuestos para constituir recubrimientos
superficiales o estructuracion de superficies con el propésito de repeler
bacterias, otorgandole al biomaterial la capacidad de inhibir la adhesién
bacteriana. Entre ellos, se encuentran los polimeros hidrofilicos, como
polietilenglicol (PEG) y poli(6xido de etileno) (PEO), que actdan por efecto

estérico debido al volumen de exclusién superficial [34-36]. Por otra parte, se



proponen recubrimientos con heparina, que ejerce su accién mediante un
aumento de la hidrofilicidad superficial [16]. En este sentido, otro ejemplo lo
constituyen los copolimeros que contienen grupos fosfonato y/o acido
fosfénico, ya que inhiben la adhesién bacteriana convirtiendo a las superficies
en super-hidrofilicas [37. Una propuesta novedosa incluye Ila
microestructuraciéon de superficies utilizando un disefio biomimeético, que se
basa en las caracteristicas microtopograficas de las hojas de loto y de la piel de
tiburén (rugosidad de la superficie, hidrofobicidad y carga) para conformar
sustratos s6lidos con propiedades antiadhesivas [33].

Para implementar la segunda estrategia de funcionalizaciéon de
superficies, se emplean una gran variedad de compuestos para dotar de
propiedades antibacterianas al biomaterial [38,39]. Cabe destacar que un
biomaterial antibacteriano se define como aquel que inhibe el crecimiento u
ocasiona la muerte de células bacterianas [3]. Dentro de los recubrimientos
con compuestos con conocidas propiedades antibacterianas, se pueden
mencionar a las nanoparticulas metalicas [40,41] de plata [42], cobre y sus
complejos [43] y el oOxido de zinc [44]. Ademads, se utilizan compuestos
antimicrobianos, como vancomicina [45,46] o gentamicina [47]. Por otro lado, se
funcionaliza la superficie con quitosan [29,48,49], ya que es un polisacarido que
provoca la muerte bacteriana por mecanismos no dilucidados ain; aunque se
postula, que interacciona con la membrana celular bacteriana ocasionando la
pérdida del contenido intracelular [20]. Otro ejemplo, lo constituyen los
péptidos antimicrobianos que actian por disrupcion de la integridad de las
membranas bacterianas o alteracién de la expresion de genes que codifican
proteinas bacterianas que regulan el metabolismo o la adhesion celular [4,50-
52]. Asimismo, se han propuesto estrategias de recubrimiento antibacteriano

basadas en un disefio biomimético. En estos casos, se cristalizan sobre la



superficie s6lida los dos principales componentes lipidicos nanoestructurados
de las alas de la cigarra y la libélula, que matan a las bacterias por accién
mecanica sobre su pared celular [53].

Por ultimo, la tercera estrategia para prevenir el desarrollo de infecciones
asociadas al uso de dispositivos médicos involucra el recubrimiento superficial
con compuestos que permitan combatir la formacién del biofilm.
Recientemente, se report6é que el recubrimiento con proteinas fingicas
(hidrofobinas) reduce la formacién del biofilm de diferentes cepas de
Staphylococcus epidermidis [54,55]. Si bien, no se conoce con certeza su
mecanismo de accién, se postula que intervendria en el ADN
extracromosémico de las bacterias, involucrado en la adhesion y/o en la
proliferaciéon celular [55]. Otros compuestos estudiados para su uso en
recubrimientos que previenen el desarrrollo del biofilm incluyen enzimas, que
degradan polisacaridos o ADN extracelular, permitiendo disminuir la biomasa
del biofilm y aumentar su permeabilidad frente a la accién bactericida de
agentes antibacterianos [4]. Por otra parte, se puede nombrar a los
recubrimientos con 6xido de titanio, cuya actividad bactericida potenciada
por tratamiento fotocatalitico permite combatir la formacién del biofilm
mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno [56-58]. Por ultimo, se
estudiaron  recubrimientos con  policationes  hidrofébicos = como
polietilenimina (PEI), que previenen la formacion del biofilm a través de la
interaccién con la pared celular bacteriana, provocando pérdida del contenido

proteico intracelular [59,60].



4. Biomateriales empleados en dispositivos médicos

Como resultado de los importantes avances cientificos y tecnolégicos que
se han producido en los ultimos 50 afios existe en la actualidad una gran
diversidad y sofisticacion en los materiales utilizados en aplicaciones
médicas [1]. La mayoria de los biomateriales son compuestos sintéticos que se
pueden clasificar en dos clases principales: polimeros y metales [1,8,61]. Entre
los polimeros se encuentran el polietileno tereftalato (PET), acido poliglicélico
(PGA), polimetilmetacrilato (PMMA) y acido polilactico (PLA), entre otros [1,62].
Dentro de los metales se puede nombrar, por ejemplo, al acero inoxidable, al
titanio, y al oro. La superficie de los metales se encuentra recubierta por 6xido,
que se forma espontaneamente y es responsable de brindarle a este tipo de
materiales resistencia a la corrosion producida por fluidos bioldgicos y por los
microorganismos presentes en dichos fluidos (biocorrosion) [1,63,64]. En efecto,
se utilizan como biomateriales distintos tipos de Oxidos, entre los mas
utilizados se encuentran el 6xido de titanio y el 6xido de zinc, cuyas
propiedades superficiales son semejantes a las del 6xido de silicio [1,62,65]. En
particular, las propiedades superficiales estan determinadas principalmente
por la presencia de grupos hidroxilo en la superficie de los 6xidos (silanol,
titanol, etc) [66]. Es decir, los biomateriales constituidos por 6xidos comparten
la reactividad y la funcionalidad superficial, otorgada por los grupos hidroxilo
superficiales [61,67-69].

En este trabajo de Tesis Doctoral se emplearan superficies planas y
reflejantes de 6xido de silicio (silica) como sistemas modelo de biomateriales.
La ventaja de emplear estas superficies radica en que permiten modificar de
manera sencilla y reproducible en la escala de laboratorio las propiedades

superficiales, imitando las propiedades de distintos biomateriales basados en



6xidos. De esta manera, su comportamiento puede ser extendido facilmente
hacia otros biomateriales. Por esta razén, en la bibliografia se encuentra una
gran cantidad de publicaciones que emplean silica, ya sea en la industria
alimenticia [70-72], o como un biomaterial prometedor para la reparaciéon y

regeneracion del tejido éseo [73-77].

5. Film condicionante en el desarrollo de infecciones asociadas
al uso de dispositivos médicos

En general, los dispositivos médicos se encuentran en contacto con
soluciones ricas en proteinas, cuya composicion varia dependiendo de su sitio
anatémico de aplicacién [16]. De hecho, durante la exposicién inicial a los
fluidos fisiolégicos, se forma rapidamente un film proteico sobre la superficie
del biomaterial que puede considerarse la verdadera interfaz con las bacterias
[16,78]. Este film se denomina condicionante, ya que condiciona la adhesion de
bacterias, primera etapa en la patogenia de las infecciones relacionadas al uso
de biomateriales [26,27,79]. La presencia de proteinas plasmaticas adsorbidas
sobre el biomaterial implantado altera sus propiedades superficiales,
desarrollando nuevas interacciones que determinan la adhesion bacteriana y
la formacién del biofilm [27,80]. En general se supone que la adsorcién de
proteinas aumenta la adhesion bacteriana [16,81,82]. De hecho, algunas cepas
bacterianas poseen proteinas que pueden establecer interacciones especificas
con receptores de determinadas proteinas plasmaticas, tales como colageno,
fibrindgeno, fibronectina, laminina, elastina, entre otras [7,16,20,83]. Esta
funcionalidad de las bacterias les ayuda a contribuir a la patogenia de la
infeccion, alterando las funciones originales de las proteinas plasmaticas [7,84].
Sin embargo, en el proceso de adhesion bacteriana intervienen diversos

factores propios de las propiedades del biomaterial, de las proteinas y de las



células bacterianas. Por lo tanto, una generalizacion acerca de la tendencia de
este proceso esta lejos de ser alcanzada. En este sentido, hay evidencia que la
adhesion bacteriana se puede modular variando las propiedades
fisicoquimicas superficiales como hidrofobicidad y carga [21,26,27,80,85]. De
hecho, las caracteristicas propias del biomaterial, como topografia y las
propiedades fisicoquimicas, afectan la cantidad y conformacién de las
proteinas adsorbidas [16,27]. Algunos trabajos postulan una relacién entre la
composicion, cantidad y conformacién de las proteinas adsorbidas con la
adhesion bacteriana [81,86-88|.

Es evidente que, independientemente del biomaterial y del lugar del
implante, las infecciones asociadas a biomateriales se evitan inhibiendo la
adhesién bacteriana inicial para prevenir la formaciéon del biofilm. Si bien en
algunos casos se logra minimizar este efecto utilizando estrategias de
funcionalizacién de biomateriales con diversos compuestos, es necesario
establecer una estrategia general que permita evitar la formacién del biofilm.
Indiscutiblemente, las proteinas representan un nexo entre las superficies de
los biomateriales y la adhesion bacteriana. Sobre estas bases, se puede
plantear una estrategia de biofuncionalizacién con proteinas plasmaticas
aprovechando, ademas, que presentan toxicidad nula, son biocompatibles y
biodegradables [42]. En consecuencia, para disefiar biomateriales capaces de
inhibir la adhesién bacteriana es necesario conocer en profundidad el proceso
de adsorcién de proteinas plasmaticas sobre superficies sélidas que da lugar a

la formacién del film condicionante.
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6. Proceso de adsorcion de proteinas sobre superficies solidas

La adsorcién de polimeros sobre superficies se produce de forma ubicua.
Entre los biopolimeros, las proteinas son las mas activas en superficie. Las
proteinas en regiones interfaciales atraen la atencién de varias disciplinas, que
van desde la Ciencia de los Suelos y los Alimentos, hasta las Ciencias
Médicas [78]. Estrictamente hablando, la adsorcién sobre una superficie es la
acumulacién de moléculas en la regiéon interfacial [89]. Si esta acumulacién
resulta de interacciones fisicas (electrostaticas, hidrofébicas, de dispersion,
etc.) se denomina adsorcioén fisica. En cambio, si se forma un enlace especifico
(covalente, de coordinacion, etc.) entre las moléculas y la superficie, se designa
adsorcion quimica [90]. En este trabajo de Tesis Doctoral, se empleara la
palabra adsorcién para referirse a la adsorcién fisica.

El proceso de adsorciéon de proteinas ocurre practicamente en todos los
casos en que una solucién de proteinas se pone en contacto con una fase
sélida, y comprende una serie de etapas que se esquematizan en la Figura 2. En
primer lugar, las proteinas deben ser transportadas desde la solucion a la
region sub-superficial, donde interaccionan con la superficie. Esta interaccion
puede resultar en la adsorcién de las biomoléculas. Una vez que se encuentran
adsorbidas sobre la superficie, pueden relajarse para optimizar la interaccién
proteina-superficie aumentando el nimero de punto de contacto entre ambas
partes. Esta relajacion, normalmente involucra rearreglos estructurales o
cambios conformacionales en las biomoléculas. El grado de relajacién de las
proteinas sobre la superficie depende fundamentalmente de las propiedades
de la superficie (hidrofobicidad, carga, etc.) y de la proteina (estabilidad
estructural, carga, etc.). Dependiendo del grado de relajacion, las proteinas se

pueden desorber de la superficie, por ejemplo, por intercambio con las
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Figura 2. Etapas involucradas en el proceso de adsorcion de proteinas

moléculas de la solucién. Asi mismo, cuando las proteinas vuelven a la
solucion, las moléculas pueden reestructurarse y volver al estado nativo o
permanecer en el estado relajado [91]. La escala de tiempo para estos procesos
difiere considerablemente. En general, las proteinas se adsorben muy rapido y
cambian su estructura dentro de los primeros segundos del proceso. Sin
embargo, algunos cambios conformacionales y la desorcion pueden llevar
horas y hasta dias [90].

Como consecuencia de la complejidad de la estructura de las proteinas,
estas pueden interactuar entre ellas y con la superficie adsorbente a través de
una gran variedad de mecanismos. Sin embargo, es posible establecer una
clasificacion para las interacciones determinantes del proceso de adsorcion de

proteinas en superficies s6lidas [78,89,92]:

Aq Interacciones superficie-proteina: estas interacciones pueden tener
diferentes origenes, tales como atraccion electrostatica o repulsion entre la

proteina y la superficie y/o interacciones de van der Waals. La contribucién
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mas importante a las interacciones electrostaticas de largo alcance son las
interacciones coulémbicas debido a la carga neta superficial y de la proteina.
Alguna inhomogeneidad en la distribucion de carga en la proteina, llamada
“distribuciéon de carga tipo mosaico”, da lugar a un momento dipolar que

también puede contribuir a la interaccion electrostatica.

A  Deshidratacién superficial (de las proteinas y/o de la superficie): los
grandes radios (2 a 4 nm) de las moléculas de proteina comparados con los de
las moléculas de agua (0,04 nm) generan, durante la adsorcién, un
desplazamiento de grandes cantidades de agua. Esta deshidratacion es
acompafiada por una importante ganancia entropica, ya que muchas
moléculas de agua dejan de estar “unidas” a la superficie o a la proteina. Por lo
tanto, esta interaccion es de gran relevancia y puede favorecer o desfavorecer
el proceso de adsorcién. La deshidratacién de las superficies hidrofébicas
facilita la adsorciéon de proteinas, mientras que la deshidratacién de las
hidrofilicas, se opone. Sin embargo, el caracter hidrofébico de la proteina
también determina la medida en que esta deshidratacién afecta al proceso de
adsorcion.

&q Cambios estructurales en las moléculas adsorbidas: la estructura

tridimensional de las proteinas es un delicado balance entre las interacciones
hidrofébicas en el interior de la molécula y la repulsién electrostatica de los
grupos cargados superficiales. Cuando una molécula de proteina se pone en
contacto con una superficie hidrofébica, este balance puede cambiar debido a
que el interior hidrofébico de la proteina puede evitar la hidratacién de una
manera alternativa, interactuando con la superficie. En consecuencia, la
proteina pierde, total o parcialmente, su estructura nativa lo que da lugar a
una mayor area ocupada de la superficie y una menor repulsién entre los

grupos superficiales cargados de la proteina adsorbida. La magnitud de la
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pérdida en la estructura depende de las caracteristicas de la superficie, una
superficie hidrofébica favorece el desdoblamiento mientras que, una
hidrofilica lo inhibe. Por otra parte, cabe destacar que las superficies siempre
son menos polares que la solucién acuosa, incluyendo las superficies
hidrofilicas (6xidos, por ejemplo). Sin embargo, los sitios superficiales pueden
formar puente hidrégeno con las proteinas, ocasionando pérdida en su
estructura al romper el balance responsable de mantener la estructura
secundaria (balance entre puentes hidrégeno intra e intermoleculares,
proteina-agua o proteina-superficie).

A Interacciones proteina-proteina: se deben principalmente a la

acumulacién de proteinas en la superficie y dependen, por lo tanto, del grado
de cubrimiento superficial. La repulsién electrostatica entre moléculas con
igual carga y la pérdida entrépica del sistema se oponen a la formacion de una
monocapa completa. Las interacciones dipolo-dipolo entre moléculas
adsorbidas pueden ser atractivas o repulsivas dependiendo de la alineacion de

las moléculas.

7. Objetivos y organizacion del trabajo de Tesis Doctoral

El presente trabajo de Tesis Doctoral tiene como objetivo general
contribuir a la profilaxis de infecciones asociadas al uso de dispositivos
biomédicos mediante una estrategia de biofuncionalizacién superficial con
proteinas plasmaticas. En este contexto, se pretende comprender el proceso de
adsorcion-desorcién de las proteinas mas abundantes en el plasma para
sentar las bases que permitan desarrollar estrategias de funcionalizacién
superficial que minimicen la adhesién bacteriana y la formacién del biofilm.

Especificamente, se estudiara el proceso de adsorcién-desorcion de albiumina
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(ALB) y fibrinégeno (FBG) sobre superficies de silica para optimizar una
estrategia de biofuncionalizaciébn capaz de inhibir la adhesiéon de
Staphylococcus aureus. Para cumplir con este objetivo, el trabajo desarrollado
se estructura en tres partes, cada una de ellas descripta por objetivos
especificos particulares, tal como se indica a continuacién.

En la primera parte, se pretendera determinar en qué condiciones de
adsorciéon de ALB y FBG sobre superficies de silica es posible inhibir la
adhesion de S aqureus. Para concretar esta parte, se plantearon las siguientes

preguntas disparadoras:

® ¢Como es el proceso de adsorciéon-desorcién de ALB y FBG?

® ¢La interaccién proteina-superficie perturba la estructura nativa de
ALBy de FBG?

® ¢Como se relaciona la presencia de cada una de las proteinas sobre la
superficie con la adhesién bacteriana de S. aureus?

® ¢Es posible inhibir la formacién del biofilm en superficies con ALB y

FBG previamente adsorbidas?

Estas preguntas definen los objetivos particulares para esta primera
parte:
® Estudiar el efecto de los distintos factores involucrados en el proceso de
adsorcién de ALB y FBG sobre superficies de silica.
® Correlacionar el estado superficial de ALB y FBG con la adhesién de S
aureus.
® Optimizar las condiciones de adsorcién de ALB y FBG para inhibir la

adhesién de S. aureusy la formacién del biofilm.
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A partir de los resultados de esta primera parte, se sientan las bases para
proponer estrategias de biofuncionalizacién superficial con ALB y FBG que
permitan inhibir la adhesién bacteriana y la formacién del biofilm en la
segunda parte de esta Tesis. Esta parte, se estructura en torno a las siguientes

preguntas disparadoras:

® ¢Como se puede imitar la perturbacién estructural de ALB y FBG
gjercida por la superficie para implementar una estrategia de
biofuncionalizacién sencilla?

® ¢Es posible inhibir la formacién del biofilm de S aureus mediante la
biofuncionalizacion superficial con ALB y FBG?

® ¢Como responden las superficies biofuncionalizadas frente a la

formacion del biofilm en medios de relevancia fisiolégica?

Nuevamente, estas preguntas definen los objetivos particulares para la
segunda parte de la Tesis Doctoral:

® Simular la perturbacién estructural de ALB y FBG ejercida por la
superficie para emplear estas biomoléculas en el proceso de
biofuncionalizacion superficial.

® Optimizar una estrategia de biofuncionalizacién superficial para inhibir
la formacioén del biofilm de S. qureus.

® Estudiar el efecto de la biofuncionalizacién superficial en la formacién

del biofilm de S. aureus en medios de relevancia fisiolégica.

Finalmente, se evaluara si la biofuncionalizacién superficial con ALB y
FBG induce una respuesta inmune en la tercera parte de esta Tesis. Esta

ultima parte surge de las siguientes preguntas disparadoras:
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® {¢La presencia de ALB y FBG de estructura perturbada en las superficies
biofuncionalizadas induce una respuesta inmune?

® {Los componentes de medios de relevancia fisiolégica enmascaran el
efecto de la biofuncionalizacién superficial frente a la respuesta

inmune?

Estas preguntas determinan los ultimos objetivos particulares de esta
Tesis Doctoral:
® Evaluar la activacién de macréfagos frente a la biofuncionalizacién
superficial con ALB y FBG en medios de relevancia fisiol6gica.
® Comparar la respuesta de macréfagos frente a la biofuncionalizacién
superficial con ALB y FBG en medios libres de proteina y de relevancia

fisioldgica.
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Parte 1: Adsorcion de proteinas y adhesion bacteriana

Introduccion

Los biomateriales utilizados para implantes estan expuestos a la
adsorcion de macromoléculas presentes en el fluido bioldgico circundante; en
general, se trata de proteinas plasmaticas que, en determinadas condiciones,
favorecen la colonizacién bacteriana. Asi, las proteinas adsorbidas representan
un nexo entre las propiedades superficiales del material y la colonizacién
bacteriana [1-4]. Como consecuencia, se estudio el efecto que la adsorciéon de
proteinas plasmaticas posee sobre la adhesién bacteriana. Con este fin, se
plante6 estudiar en profundidad el proceso de adsorcién de ALB y FBG sobre
superficies de silica mediante Reflectometria, una técnica 6ptica que permite
estudiar la cinética del proceso de adsorcién-desorcién de macromoléculas. A
partir del empleo de esta técnica, se puede estimar las velocidades relativas de
cada una de las etapas involucradas en el proceso de adsorcién (ver Figura 2,
de la Introduccién general), las cuales determinan la cantidad adsorbida y la
conformacion de las moléculas adsorbidas sobre la superficie [5,6].

El proceso de adsorcion de ALB fue extensamente estudiado en la
literatura [7-12]. Sin embargo, no ha sido abordado con un disefio
experimental que permita optimizar el proceso en cuanto a minimizar la
adhesion bacteriana. En particular, para estudiar el proceso de adsorcion-
desorcion de ALB se empled un disefo factorial de experimentos, que permite
evaluar simultdaneamente el efecto que tienen distintos factores
experimentales en el proceso de interés con un numero acotado de
experimentos. De este modo, es posible elegir los factores o condiciones

experimentales relevantes para el proximo conjunto de experimentos [13].
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El estudio de la adsorcién de FBG, por otro lado, ha sido abordado bajo
una amplia gama de condiciones experimentales, utilizando diversas técnicas
como Elipsometria [14-16], Microscopia de Fuerza Atémica [17,18], Microbalanza
de Cristal de Cuarzo [16,19], Radiomarcado [20] y distintas Técnicas
Espectroscopicas [16,21-23]. Sin embargo, s6lo algunos trabajos se dedicaron a
estudiar los aspectos cinéticos y la estructura de FBG adsorbida en monocapas.
Se puede destacar el trabajo de Wertz y Santore [12,24], quienes determinaron
In situ la cinética de adsorcion de FBG utilizando una técnica de marcadores
fluorescentes. Debido a que la adsorcién de FBG ha sido mucho menos
explorada que la de ALB, se utiliz6 un modelo tedrico apropiado para
interpretar los resultados experimentales del proceso de adsorcion-desorcion
de FBG obtenidos por Reflectometria.

A partir del estudio del proceso de adsorcién-desorcion de las proteinas
evaluadas, se pretende conocer como es la interaccién proteina-superficie. En
particular, el rol que cumple el proceso de relajacion, donde ocurren cambios
estructurales en las moléculas de proteina adsorbidas para optimizar la
interaccién proteina-superficie [5,25]. En este sentido, los resultados del estudio
del proceso de adsorcién-desorcion de ALB y FBG se utilizaron para elegir las
condiciones experimentales que permitan minimizar la adhesion bacteriana.

La ALB fue seleccionada por ser la proteina mas abundante en el
plasma humano [26], biocompatible e inmunogénica [27]. Por lo tanto, su
interaccién con la superficie de los biomateriales constituyentes de los
dispositivos médicos determina (al menos en los estadios iniciales) la
formacioén del film condicionante. Es decir, la presencia de ALB adsorbida
representa uno de los nexos mas significativos entre las propiedades
superficiales del material y la colonizacién bacteriana in vivo. Por otra parte,

se trata de una proteina de facil manipulacién y econémica que puede ser
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utilizada para la biofuncionalizacién de superficies de manera sencilla. Por su
lado, el FBG no s6lo es una de las proteinas mas abundante en el plasma
humano [26], sino que también cumple un importante rol biolégico asociado a
la trombosis y la hemostasia [28,29]. La bacteria Staphylococcus aureus posee
proteinas ancladas en la pared celular que pueden unirse especificamente a
diferentes sitios en la molécula de FBG y alterar su funcién [30,31]. De hecho, se
considera al FBG como determinante en la infecciéon por Staphylococcus
[32,33]. Los sitios de union de estas proteinas de la bacteria incluyen las
regiones del C-terminal de la cadena y y el C-terminal de la cadena a de la
molécula de FBG [31,33]. De esta manera, con esta proteina, es posible evaluar el
rol de las interacciones especificas en la adhesién bacteriana.

El proceso de adhesion bacteriana se puede dividir en diferentes fases
segun el tipo de interacciones involucradas (ver Figura 1, de la Introducciéon
general): una fase inicial, instantanea y reversible y una fase irreversible que
es dependiente del tiempo [32]. Mas aun, para la formacién del biofilm es
necesario un periodo de tiempo suficiente para el desarrollo de la comunidad
sésil microbiana [34]. En consecuencia, el estudio de la adhesién bacteriana se
dividié en dos etapas: adhesion bacteriana inicial y formacion del biofilm.
Para ello, de forma inmediata y consecutiva a la adsorcién de proteinas (ALB o
FBG) sobre las superficies, se realiz6 la adhesion de S. qureus para estudiar
tanto la adhesion bacteriana inicial como la formacion del biofilm. Se utilizd
Microscopia Confocal de Fluorescencia para evaluar la adhesiéon bacteriana de
forma cuantitativa y Microscopia Electrénica de Barrido para evaluar la
morfologia de las células adheridas.

En definitiva, la primera parte de este trabajo de Tesis Doctoral incluye
tres capitulos. El Capitulo 1 corresponde a la parte experimental, abordando

los materiales y métodos cuyos resultados se incluyen en los dos capitulos

27



siguientes. El Capitulo 2, se refiere a los resultados del proceso de adsorcién-
desorcion de ALB y su correlacion con la adhesion de S qureus subsiguiente. El
Capitulo 3, por su parte, incluye el estudio del proceso de adsorcién-desorcion

de FBG y la consiguiente evaluacién de la adhesion bacteriana.
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CAPITULO 1

Parte experimental







Capitulo 1
Capitulo 1: Parte experimental

1.1 Introduccion

En este Capitulo, se presenta la parte experimental utilizada para
desarrollar las tematicas relativas a la Parte 1 de este trabajo de Tesis Doctoral.
En particular, corresponden a los materiales y métodos utilizados en el estudio
del proceso de adsorcién-desorcién de ALB o de FBG sobre superficies de silica
y la evaluacion de la adhesion bacteriana sobre estas superficies. Este estudio
permitira determinar en qué condiciones de adsorcion de las proteinas

plasmaticas evaluadas es posible inhibir la adhesion de S. qureus.

1.2 Materiales

1.2.1 Reactivos

La ALB de suero bovino (fraccionada por precipitacién con alcohol frio,
fraccion V, con un contenido de N, de 154% y de H,0 de 2,1%) y el FBG de
plasma humano (con un contenido aproximado de citrato de sodio de 15% y de
cloruro de sodio de 25%) utilizados en este estudio fueron productos
comerciales obtenidos de Sigma-Aldrich. La ALB bovina comparte un 76% de
homologia con la ALB humana [1].

Los reactivos y solventes glutaraldehido, cloroformo, NaCl, NaH,PO..H-0,
Hs;PO,, CH;COOH, etanol, alcohol isopropilico, dextrosa y K,HPO, fueron
obtenidos de J.T. Baker, acetona, diclorodimetilsilano y cristal violeta fueron
obtenidos de Carlo Erba, peptona acida de caseina, peptona de soja y agar
fueron obtenidos de Britania, el aceite de montaje y la mezcla de colorantes
que contiene SYTO 9 y yoduro de propidio forman parte del kit comercial

“LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability” que fue adquirido a Invitrogen y 3-
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aminopropiltrimetoxisilano y el colorante azul de Coomassie G-250 fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich.

Todos los reactivos son de grado analitico y fueron utilizados sin
purificaciones previas. Las soluciones acuosas fueron preparadas en agua
deionizada de resistencia 18 MQ/cm (Sistema Milli Q, Millipore). A menos que
se aclare previamente, todos los experimentos fueron realizados a

temperatura ambiente (22 £ 2 °C).

1.2.2 Superficies

Las superficies que se utilizaron en este trabajo consisten en superficies
de silica planas y reflejantes. En particular, constan de sustratos de silicio que
fueron obtenidos en Silicon Valley Microelectronics, con una pelicula de
aproximadamente 100 nm de 6xido de silicio que se generd por oxidacion a
1000 °C durante 1 h. El espesor de la pelicula de silica fue determinado por
Elipsometria. Como se detallara mas adelante, dicho espesor es de extrema
importancia para lograr una alta sensibilidad en los experimentos de
Reflectometria [2]. Con el fin de ser utilizadas en Reflectometria, las superficies
se cortaron en tiras de 1 cm x 4 cm siguiendo el plano cristalografico del
sustrato de silicio (100). Dichas superficies se lavaron con solucién pirafa
(H.SO.H20, 3:1) a 100 °C durante 1 h, y posteriormente fueron enjuagadas con
abundante cantidad de agua deionizada (precaucién a tener en cuenta: la
solucion pirafia constituye un poderoso agente oxidante que reacciona
violentamente con compuestos organicos; debe ser manejada con extremo
cuidado). Luego de cada experimento las superficies fueron reutilizadas; para
ello, se realizd0 previamente el procedimiento de lavado recientemente

descripto.
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1.2.3 Cepa bacteriana, medios de cultivo y tincion

En este trabajo de Tesis Doctoral, se utiliz6 la cepa de referencia
Staphylococcus aureus ATCC 25923, la cual es una cepa perteneciente a la
Coleccién Americana de cultivos, (American Type Culture Collection, ATCC) y
fue provista gentilmente por la Dra. Claudia Sola (CIBICI-Dpto. de Bioquimica
Clinica, FCQ-UNC).

En la siembra de las cepas de referencia se emplean medios de cultivo
de enriquecimiento. En particular, los medios de cultivo que fueron utilizados
estdn compuestos por digeridos enzimaticos de caseina y de soja, y fueron
seleccionados por recomendacion de la ATCC para esta cepa. Se utiliz6 el agar
triptona soja (TSA) como medio de cultivo sélido y el caldo triptona soja (TSB)
como medio de cultivo liquido. En la Tabla 1.1 se presenta la composicion en
g/l de ambos medios de acuerdo con una armonizaciéon de Farmacopeas
(incluyendo la Farmacopea Europea, la de EEUU, y la de Japén), que es
frecuentemente utilizada [3-5].

Tabla 1.1 Medio agar triptona soja y caldo
triptona soja

Concentracién (g/1)

Compuesto TSA TSB

Agar 15,0 -
Peptona &cida de caseina 15,0 17,0
Peptona de soja 5,0 3,0
NaCl 5,0 50
D-glucosa - 2,5
K,HPO, - 2,5

pH final=73+ 0,2

El medio utilizado para realizar los experimentos de adhesion

bacteriana sobre las superficies de silica fue una solucién reguladora de pH

37



Parte experimental

con una concentracion 5 mM de NaH,P0,y 150 mM de NaCl (PBS). Se seleccion6
este medio para minimizar la interferencia de la adsorcién de componentes
del medio de cultivo sobre las superficies durante la incubacién con la
bacteria.

Los medios de cultivo y el material de laboratorio empleado fueron
previamente esterilizados por calor humedo en autoclave a 121 °C durante
20 min a 1 atm de sobrepresion.

S. aureus es clasificada como Gram positiva, y como tal, presenta
moléculas de acido teicoico en su pared celular, que contienen grupos
fosfodiéster fuertemente acidos (pKa = 1,5) y que contribuyen a que la bacteria
presente una carga neta negativa a pH fisioldgico [6]. Se determind el potencial
zeta de suspensiones bacterianas en un analizador Delsa Nano C (Beckman
Coulter). El potencial zeta resultd negativo en PBS a pH 7,3 (-19,8 £ 0,3 mV) y en
TSB (-13,7 £ 0,3 mV).

Para visualizar a las bacterias adheridas sobre las superficies por
Microscopia Confocal de Fluorescencia, se empleé una mezcla de dos
colorantes que se fijan a los acidos nucleicos de la célula bacteriana: el SYTO 9,
que emite fluorescencia verde y el yoduro de propidio, que emite fluorescencia
roja. El colorante SYTO 9 ingresa a todas las células, tanto a las que presentan
la membrana plasmatica intacta como dafada. Por el contrario, el yoduro de
propidio sélo tifie las células con membrana plasmatica dafiada, causando
una reduccién en la fluorescencia propia del SYTO 9 cuando ambos colorantes
estan presentes. De esta forma, al emplear una mezcla de ambos colorantes
las células con membrana intacta o vivas se visualizan de color verde,
mientras que las células con membrana dafiada o muertas se visualizan de

color rojo [7].
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1.3 Meétodos

1.3.1 Modificacion quimica de las superficies

Se realizaron dos tipos de modificaciéon quimica de las superficies de
sflica: por un lado, se aumento el grado de hidrofobicidad para evaluar el rol
de las interacciones hidrofébicas en el proceso de adsorcién de ALB y, por el
otro lado, se modificé la carga superficial para evaluar su efecto en la adhesion
bacteriana. Para alcanzar estos propésitos, las superficies fueron modificadas
en ambos casos con distintos grupos funcionales. Las superficies de silica son
hidrofilicas ya que poseen grupos hidroxilos superficiales [8,9]. Para aumentar
la hidrofobicidad se utiliz6 diclorodimetilsilano, el cual reacciona con los
grupos hidroxilo superficiales, formando especies superficiales bidentadas, que,
mediante enlaces siloxano (Si-O-Si) insertan una monocapa de grupos metilo
en las superficies modificadas [10-12]. Para ello, las superficies fueron
previamente secadas con N,y sumergidas por 30 min en una solucién de
diclorodimetilsilano al 5% v/v en cloroformo [13]. Luego, fueron sumergidas en
cloroformo para someterlas a un enjuague, fueron secadas al aire y se
determing el valor del angulo de contacto.

Para incorporar cargas positivas a las superficies, se formé una
monocapa autoensamblada (SAM) por silanizacibn mediante @3-
aminopropiltrimetoxisilano, que se une por enlaces covalentes a los grupos
hidroxilo superficiales y se exponen asi grupos amino hacia la solucién [14-16].
El procedimiento consistié6 en secar las superficies con N, y tratarlas con
plasma de aire en un “plasma cleaner” (Harrick Plasma) durante 20 min para
aumentar la reactividad de los grupos hidroxilo superficiales [17]. Luego, las

superficies fueron sumergidas por 2 horas en una solucién al 1% v/v de 3-
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aminopropiltrimetoxisilano en etanol [18] y, por ultimo, fueron enjuagadas

con etanol absoluto y PBS.

1.3.2 Angulo de contacto

Para evaluar el grado de hidrofobicidad de las superficies de silica
logrado con la modificacién con diclorodimetilsilano se midi6 el angulo de
contacto. Este se define como el angulo formado entre una gota de un liquido
(generalmente agua) sobre un sustrato sélido. Aquellos sustratos hidrofilicos
poseen angulos de contacto cercanos a 0°, mientras que los hidrofébicos
tienen valores cercanos a 90°. Las determinaciones se realizaron por el método
de la gota estatica, que consiste en depositar una gota de agua sobre la
superficie y dejar evolucionar la misma hasta que alcanza el equilibrio con la
superficie en unos pocos segundos. Las superficies fueron secadas con N, y se
midid el angulo de contacto de una gota de 5 pl de agua deionizada depositada
sobre la silica. Para ello, se empleé un gonidémetro de angulo de contacto GBX
Instrumentation Scientifique acoplado a una camara Nikon-PixeLINK. Los
datos fueron procesados con los softwares “Amcap”, “Spanishdub” e “Image J
[19] con su complemento “Low Bond Axisymmetric Drop Shape Analysis”
(LBADSA), que es un método de anélisis de la forma de las gotas axisimétricas
para gotas que estan so6lo bajo la fuerza de gravedad en un sustrato
horizontal [20]. Las incertezas se expresaron con el intervalo de confianza del

95%.
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1.3.3 Preparacion de soluciones de proteinas

Se prepararon soluciones frescas de ALB o de FBG en PBS, previo a cada
experimento. Al preparar las soluciones se tuvo especial cuidado en evitar la
formacién de espuma. Para la preparacion de las soluciones de ALB, el s6lido
se esparcio sobre la solucion de PBS y se esperd por al menos una hora que se
disuelva lentamente antes de enrasar. Para obtener las soluciones de FBG,
también el sélido se esparcié sobre la soluciéon de PBS, pero la solucién se
sometié a calentamiento a 37 °C y agitacion suave durante un par de horas
para favorecer su disolucién. Posteriormente, la suspensién de FBG se pasé a
través de un filtro de 0,45 um para eliminar los agregados, y se determiné la
concentracién de FBG mediante el método de Bradford. Este método
ampliamente utilizado para la determinacién de la concentracion de
proteinas, involucra la unién del azul de Coomassie G-250 a las proteinas en
medio acido. Este complejo es causante de un corrimiento en el maximo de
absorcién del colorante de 465 a 595 nm [21]. Para aumentar la exactitud y
mejorar la sensibilidad del método de Bradford, no sélo se analizd la
absorbancia del complejo formado, sino que se analizé la relacion de
absorbancias a 595 nm sobre 465 nm, la cual es estrictamente lineal con la
concentracion de proteina [22]. El reactivo de Bradford se preparé fresco previo
a cada experimento segun lo detallado en la Tabla 1.2 [21]. Luego, se pasé a

través de un filtro de 0,45 pm para eliminar la fraccién no solubilizada y se

Tabla 1.2 Reactivo de Bradford

Concentracién
Compuesto
(%p/v)
Azul de Coomassie G-250 0,01
Etanol 4,70
H.PO, 8,50
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guard6 en oscuridad. Para la curva de calibracién se utiliz6 ALB como
estandar. Para ello, se prepararon seis concentraciones de ALB que variaron de
0,05 a 0,50 mg/ml de proteina en PBS a pH 7,3, con una concentracién de 2-20

ug/ml en el volumen final por dilucién con el reactivo [21].

1.3.4 Espectroscopia UV-Visible

Los espectros UV-Visible de las soluciones de FBG luego de filtrar, se
realizaron empleando un espectrofotémetro Shimadzu en el intervalo de
longitudes de onda de 300-700 nm en celdas de cuarzo de 1 cm de paso optico.
Como fue mencionado anteriormente, se analiz6 la relaciéon de absorbancias a
590 nm sobre 450 nm, pertenecientes a la maxima absorcién de cada forma

del azul de Coomassie.

1.3.5 Reflectometria

Para evaluar la cinética de adsorcién-desorcién de proteinas se utilizé
la Reflectometria, ya que la misma permite medir la cantidad adsorbida sobre
una superficie s6lida reflejante en funcién del tiempo. Esta técnica Optica fue
desarrollada a finales de los '80 en los Paises Bajos por los laboratorios AKZO
Nobel [23].

En la Figura 1.1 se muestra un esquema del reflectometro. Un haz de luz
linealmente polarizada incide sobre una superficie y se refleja. E1 haz reflejado
se separa en sus componentes paralela y perpendicular (con respecto al plano
de incidencia) cuyas intensidades se miden continuamente mediante un
dispositivo electrénico. Las moléculas de proteina fluyen hacia la celda donde
se encuentra la superficie. Cuando las moléculas se adsorben sobre la

superficie, cambia la relacién entre las intensidades de las componentes del
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Figura 1.1 Esquema del reflectémetro

haz. De esta forma, es posible calcular la cantidad adsorbida utilizando un
modelo 6ptico adecuado para la superficie. Este cambio puede medirse para
macromoléculas, ya que ellas modifican sustancialmente el indice de
refracciéon o espesor de la pelicula adsorbida. Por ello, esta técnica ha sido
empleada para estudiar la adsorcion de proteinas [24-28], polimeros [8,29,30],
surfactantes [31-33] y oligo-desoxirribonucleétidos [34] sobre superficies sélidas.

La sefial medida a través de la Reflectometria no se ve afectada por el
perfil de concentracién de la pelicula adsorbida, lo que podria considerarse
una desventaja respecto de la Elipsometria. Sin embargo, la Reflectometria
presenta como ventajas que es una técnica mucho mas simple, econémica y
permite determinar la cantidad adsorbida de manera continua en escalas de
tiempo cortas. La resolucion en el tiempo esta determinada por la respuesta
en el tiempo de los detectores del haz de luz y de los procesadores electronicos
de la sefial, y resulta por debajo de 1 s. Por esta razon, esta técnica es apta para
estudiar la cinética de adsorcion pudiendo determinar la cantidad adsorbida
en una escala de tiempo de segundos a minutos. En particular, el transporte

de una macromolécula desde el seno de la solucién a la superficie ocurre en
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estas escalas de tiempo, lo que permite el uso de esta técnica en el estudio de
procesos que ocurren a escalas de tiempo tan cortas [2].

La alta sensibilidad de esta técnica esta dada por el empleo de sustratos
reflejantes que estan cubiertos con una delgada pelicula de un material de
indice de refraccién diferente al del sustrato y al medio acuoso. Opticamente,
esta pelicula actia como un espaciador, causando un corrimiento de fase
favorable en el haz reflejado, lo que otorga mayor sensibilidad, para esto, el
espesor Optimo de la pelicula es de aproximadamente 20-200 nm. El sustrato
mas empleado es el silicio, ya que es muy versatil, estd disponible
comercialmente como sustratos altamente pulidos, y sobre el mismo se
pueden depositar diferentes adsorbatos. Para alcanzar la sensibilidad adecuada
sobre el sustrato de silicio, se deposita frecuentemente una pelicula de silica,
de aproximadamente 100 nm. Sin embargo, se ha reportado en la bibliografia
el empleo de otras peliculas sobre el sustrato de silicio, como poliestireno [35],
celulosa [30,36], 6xido de titanio [31,37,38], nanotubos de carbono [24] y 6xido de
indio y estafo [39,40]. Ademas, sobre la pelicula formada de silica se pueden
modificar las propiedades quimicas superficiales relativas a su hidrofobicidad
y carga, o a la incorporacion de grupos funcionales mediante la adsorcién de
peliculas de polimeros [41,42], polielectrolitos [27,43] o por la formacién de
monocapas autoensambladas [14,44]. En este sentido, la reflectometria
constituye una técnica sumamente versatil para el estudio de la adsorcion de
macromoléculas sobre una amplia variedad de superficies.

La sefial (S) medida por el reflectémetro se define como:

f=s

s=Z2=f-2=fR (1)

R

la""ﬂ |_u""1

donde Ip e Is son las intensidades de las componentes paralela y perpendicular

de la luz reflejada, respectivamente, fes una constante del equipo y Ry y Rs son
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las reflectancias teéricas de la superficie para las componentes paralela y
perpendicular, respectivamente. Cuando una solucion de electrolito o
reguladora de pH fluye a través de la celda, S es constante con el tiempo (So) y
durante la adsorcién la seflal cambia en AS (S-So). En las condiciones
adecuadas [2], AS/So es proporcional a la cantidad adsorbida (I') a través del

factor de sensibilidad Q:

I_.lS

F=S—H'Q (2)

La ecuacion (1) muestra que la sefial del reflectémetro S es proporcional

al valor de R teérico. En consecuencia,

A5 AR
S, = 7, (3)

De manera tal que el valor del factor Q se calcula utilizando un modelo
Optico de la superficie. Los valores de R, y Rs se calculan aplicando el
formalismo de Abeles, tal como fue descripto por W.N. Hansen [45]. E1 modelo
optico de la superficie para el calculo de R supone un sistema compuesto por
varias peliculas homogéneas, cada una de las cuales esta caracterizada por su
espesor (d), indice de refraccion (n) y coeficiente de extinciéon (k). La Figura 1.2
muestra un esquema del modelo 6ptico empleado. El sustrato esta compuesto
por una pelicula semi-infinita de silicio, seguida de una pelicula de silica del
orden de 100 nm de espesor, y finalmente de la solucién acuosa
(silicio/silica/solucion). A partir de la adsorcion, es necesario considerar una
nueva pelicula entre la de silica y la soluciéon acuosa formada por las
moléculas adsorbidas (silicio/silica/adsorbato/solucién).

Para calcular los valores de AR y Roes necesario conocer los valores de n

y k de todas las peliculas, y los valores de d de la pelicula de silica y de la

pelicula adsorbida. Generalmente, estos valores son conocidos, pero es
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solucién

solucién

pelicula
adsorbida

silicio

Figura 1.2 Esquema del modelo 6ptico de las superficies silicio/silica/solucién
y silicio/silica/adsorbato/solucion.

necesario realizar una estimacién del valor del indice de refraccién y del
espesor de la pelicula adsorbida. El indice de refraccién de la pelicula

adsorbida, na, esta relacionado a la I" por:

=t () @

Donde ns es el indice de refraccion de la solucién y dn/dc es el
incremento en el indice de refraccion del material adsorbente en solucién con
la concentracion. La relacion I'/da se refiere a la concentracion de la pelicula
adsorbida, donde da es el espesor de la pelicula adsorbida. Los valores de I' y da
se estiman a partir de la conformaciéon de las moléculas en la pelicula
adsorbida. El factor Q es independiente de pequefias variaciones en estos
parametros, si se cumple que (ne-ns)da €s constante. Con estos parametros se
calcula Roy AR utilizando el programa “Reflec” [46] y el factor Q se obtiene a

partir de:
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Para la adsorcion de FBG deben considerarse las diferentes
orientaciones posibles de la molécula de proteina al adsorberse, ya sea por la
parte lateral o por la parte terminal [47. Por lo tanto, para FBG se
consideraron dos posibles espesores de la pelicula adsorbida. De esta manera,
para la adsorcién de ALB o FBG sobre superficies de silica, todos los valores de k
son nulos (dada la longitud de onda del laser utilizado: 632,8 nm) y los valores
del indice de refraccién son 3,80 (silicio), 1,46 (silica), 1,48 (pelicula adsorbida de
ALB), 1,39 (pelicula adsorbida de FBG) y 1,33 (solucién). Los espesores son 100 nm
(siflica), 5 nm (pelicula adsorbida de ALB, [48]), y 7 nm/40 nm (pelicula
adsorbida de FBG con orientacion molecular lateral o terminal,
respectivamente [49,50]). E1 dn/dc es de 0,18 cm?/g [48,51]. Con estos parametros,
el valor del factor Q calculado es de 38 mg/m? para ALB y de 32 mg/m? para
FBG. Cabe destacar que la diferencia en el espesor de la pelicula de FBG
proporciona solo una desviacion del 3% en el calculo del factor Q.

El reflectémetro cuenta con una celda de flujo de punto estancado
descripta por Dijt [52] y esquematizada en la Figura 1.3. El flujo en este punto
resulta en un espesor constante de la pelicula de difusién y, por lo tanto, el
flujo de las moléculas de proteina hacia la superficie es proporcional a su
concentracién en solucién. Las condiciones hidrodindmicas del flujo en el
punto estancado fueron descriptas por Dabros y van de Ven [53], las cuales
permiten calcular la velocidad de transporte de las moléculas de proteina a la

superficie, vt, mediante la siguiente ecuacion:
9 _anlis
Ve = 0,53(D%-a-vp-r7*) T C, = ky, - C, (6)

donde D es el coeficiente de difusién de la proteina (m?/s), « un parametro de
intensidad de flujo adimensional que es constante para una dada geometria

de celda y velocidad de flujo, y tiene un valor de 3,5 (para las condiciones
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superficie

haz
incidente

haz
reflejado

Figura 1.3 Esquema de la celda de flujo de punto estancado del reflectémetro

experimentales utilizadas en este trabajo), vr es la velocidad de flujo (m?3/s) de
las moléculas controlada por una bomba peristaltica (ver Figura 1.1), r es el
radio del tubo por el cual la solucién entra a la celda (9 x 10* m) y Cp la
concentracion de proteina (g/m?). Por lo tanto, para una dada celda, el flujo de
las moléculas hacia la superficie es igual a la concentracién multiplicada por
la constante de transporte (ker). Los valores de ke« fueron calculados a partir de
un coeficiente de difusién de 6,0 x 10™ m?/s para ALB [24] y de 1,9 x 10™ m?/s
para FBG [54-56], y se resumen en la Tabla 1.3. El empleo de esta celda de flujo
permite entonces, comparar la velocidad de transporte calculada a partir de
una dada concentraciéon y velocidad de flujo, con la velocidad inicial de
adsorcion experimental o calculada a partir de un modelo de adsorcion
adecuado, para conocer cudl es la etapa determinante del proceso de

adsorcion.
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Tabla 1.3 Valores calculados de la ki

ker (my/s)
RN
(ml/s) 0,02 3,85x10°¢  179x10°
vr(ml/s
4 0,10 6,59 x 10 3,06 x 10°

Para los experimentos de cinética de adsorcion, se utiliz6 PBS como
medio de ambas soluciones de proteinas, para ALB a pH 4,8 y pH 7,3, y para
FGB a pH 7,3. Para cada curva de cinética de adsorcion, se realizé una linea de
base tras fluir PBS hacia la celda durante los primeros 200 s. Luego, se hizo
circular soluciones de ALB o de FBG en PBS hacia la celda durante una cierta
cantidad de tiempo y se registr6 AS (ecuaciones 2-5) y, en consecuencia, la
cantidad adsorbida en funcién del tiempo. El tiempo de adsorcién fue definido
como el tiempo durante el cual estuvieron en contacto la superficie con la
soluciéon de proteina. Para la adsorcion de ALB los tiempos de adsorcién que se
dispusieron fueron de 50, 175 0 300 s, mientras que, para FBG fueron de 10, 20,
50 0 300 s, y tiempos mas largos del orden de 2000 s para alcanzar el estado
estacionario 'y, evaluar asi, la cantidad adsorbida de saturacion.
Posteriormente, se volvi6 a hacer circular PBS por la celda por
aproximadamente 300 s para estudiar la desorcién frente al lavado. Ademas,
s6lo para una condicién particular de adsorcion de FBG en la cual no se
evidencié desorcion, se utilizdé un tiempo de residencia adicional. Con este
proposito, luego de la adsorcién de FBG por el tiempo de adsorcion apropiado,
las superficies se retiraron de la celda del reflectémetro y se sumergieron en
una solucién de PBS por 2400 s.

Con la metodologia descripta, se construye cada curva de cinética de

adsorcién-desorcion a partir de la cual se puede obtener: la velocidad inicial de
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adsorcion (vi) a través de la pendiente de la curva en los primeros segundos, la
cantidad adsorbida para ese tiempo de adsorcidon y, cuando corresponda, el

porcentaje de desorcion por dilucién con PBS respecto a la I alcanzada.

1.3.5.1 Modelo del proceso de adsorcion-desorcion de
proteinas

El proceso global de adsorcion-desorcion de proteinas comprende una
serie de etapas, tal como fue presentado previamente en la Figura 2 de la
Introduccion general. Estas etapas son esquematizadas con mayor detalle en
la Figura 1.4, incluyendo las constantes de velocidad asociadas a cada etapa del
proceso. Las velocidades relativas de cada una de esas etapas determinan la
cantidad adsorbida resultante y la conformacién de las moléculas de proteina
adsorbidas. Inicialmente, se encuentra el transporte de la molécula de

proteina desde el seno de la solucién hacia la zona préxima a la superficie.

Solucién

Transporte l k.,
Adsorcién- % e &

Desorcion kalltkzﬂ k,,zltk 12 Desorcion
k,

& JIT, superficie

% proteina nativa
Relajacién PR, proteina relajada

Figura 1.4 Esquema de las distintas etapas (transporte, adsorcion, relajacion
y desorcién) del proceso global de adsorcion fisica de proteinas. ks: constante
de transporte. ka1: constante de adsorcion en el estado nativo. kq1: constante

desorcion en el estado nativo. kr: constante de relajacion. kqz: constante de

adsorcion en el estado relajado. kqz: constante de desorcién en el estado
relajado.

50



Capitulo 1

Luego, en base a la forma mas clasica de tratar el proceso de adsorcién
(modelo de Langmuir [57]), las proteinas interaccionan sé6lo con la superficie a
través del equilibrio de adsorcién-desorcion [58,59]. La vi esta determinada por
la etapa de transporte (v&) 0 por la interaccién proteina-superficie (velocidad
de cubrimiento superficial, v¢). En el primer caso, para los experimentos
realizados por Reflectometria, la etapa determinante de v;, esta dada por la
ecuacion (6). Para el segundo caso, si los valores de vi son menores a vir,
entonces la etapa determinante del proceso de adsorcion es la interaccion
proteina-superficie; es decir el cubrimiento superficial. Por otra parte, a partir
de la adsorcién, las moléculas pueden optimizar la interaccién con la
superficie mediante un proceso de relajacion. Este proceso ocasiona, en la
mayoria de los casos, cambios estructurales en las moléculas de proteina
adsorbidas, ya que implica un aumento en el area de contacto entre los grupos
funcionales de la proteina y los sitios superficiales [16,60,61]. El grado de
relajacion de las moléculas adsorbidas depende de la relacion entre la ve y la
velocidad de relajacion (vr), ya que es necesario que las proteinas adsorbidas
tengan tiempo y espacio para optimizar su interaccién con la superficie.
Ademas, las proteinas adsorbidas pueden experimentar desorcién desde la
superficie, tanto en su estado nativo, como en su estado relajado. Sin embargo,
la desorcién depende del grado de relajacién, ya que una fuerte interaccién
proteina-superficie, causada por la etapa de optimizacién [58,59], produce en
general, una baja o nula desorcion. Luego de la desorcion de la molécula de
proteina en el estado relajado, la misma puede o no retornar al estado nativo,
como asi también volver a adsorberse sobre la superficie [58,60].

Se han informado en la bibliografia diversos modelos para interpretar
los resultados experimentales de las cinéticas de adsorcion-desorcion [62-68].

En todos los casos, se utilizan suposiciones que implican hacer mas sencillo el
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esquema de la Figura 14. En particular, el modelo reportado por Snopok y
Kostyukevich [69] considera un proceso de adsorciéon suponiendo que la
desorciébn tanto de moléculas de proteina nativa como relajadas es
despreciable, aspecto que permite resolver las ecuaciones cinéticas
analiticamente. Aquellos modelos mas complejos pueden ser resueltos
numéricamente. El modelo de Snopok y Kostyukevich ademas considera que
las moléculas de proteina adsorbidas se pueden relajar sobre la superficie, si
disponen de sitios libres superficiales. De esta forma, las moléculas adsorbidas
pueden encontrarse en dos estados: nativo o relajado (es decir, no considera
estados intermedios). El modelado de los perfiles cinéticos fue realizado en
colaboraciéon con el Dr. Sergio Dassie (INFIQC-Dpto. de Fisicoquimica, FCQ-
UNC).

La sefial medida por Reflectometria puede ser correlacionada con el
cambio en la unidad de masa adsorbida sobre un area superficial mediante la
siguiente ecuacion:

Am AR
r=—-=—-¢ ()
SI' R::-

donde mr es la masa total adsorbida y Sres la superficie ocupada total.

Si el nimero de moléculas de proteina adsorbidas que mantienen su
estructura nativa es ny y el nimero de moléculas de proteina adsorbidas que
se encuentran en el estado relajado es ng, entonces el cambio de masa puede

calcularse como:

Amp =m, -ny +m, - ng =m,(ny +ng) (8)

donde mpes el peso molecular de la proteina.
Teniendo en cuenta que la cantidad de proteina adsorbida en los dos

estados se determina por una comparacién entre sus areas, resulta
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conveniente reescribir la ecuacién (8) en funcién del grado de cubrimiento
superficial de las proteinas en el estado nativo o relajado v y 6Os
respectivamente (0 <@ <1). Para ello, se define vy fren funcién del nimero de
moléculas de proteina adsorbidas, la superficie ocupada por las proteinas en el

estado nativo, Sn, y en el estado relajado, Sr y la superficie ocupada total, St:

My " Sy
.g;N:u 9)
Sl"

g, =2 R (10)

Asi, el cambio en la masa adsorbida (ecuacién 8) puede ser reescrito de

la siguiente manera:

g 2]
am, =2 f(aﬁ + —f’) (1)

N

donde & = Sr/Swn, (& =1) y corresponde a la relaciéon entre las areas de las
moléculas adsorbidas en los dos estados. Asi, se puede obtener la I" (ecuacion 7)

de la siguiente forma:

A g
r:ﬂ:m_ﬂ(gﬁ R) (12)
ST Slhll- !

donde mpy Sn son constantes y, en consecuencia, la I dependera del grado de
cubrimiento y de la relacion entre las areas de las moléculas de proteina en
ambos estados. Por lo tanto, para obtener la I' se debe conocer la evolucion
temporal del grado de cubrimiento de cada estado adsorbido: nativo y
relajado. Las ecuaciones cinéticas que describen la evoluciéon en el tiempo de

Ovy 6r puede plantearse del modo siguiente:

dag,.

_d: =k, (1—6y —6;) C, —k, (1— 6y — 63) Oy

o (13)
d_: = k;" (1_HJ"-" _ERJ HJ""-
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La velocidad de adsorcién o cubrimiento superficial esta caracterizada
por la constante de velocidad k. y depende tanto de Cp, como de los sitios
superficiales libres (1-6v - k). A su vez, las proteinas nativas adsorbidas pueden
experimentar la relajacion sobre la superficie, asociada a la constante k-, al
cubrimiento superficial de proteinas nativas (6v) y a la disponibilidad de area
superficial. Estas ecuaciones cinéticas pueden resolverse analiticamente [69] o
numéricamente (por ejemplo, por el método Runge-Kutta [70]), considerando
las siguientes condiciones de contorno:

Q Al tiempo inicial del experimento, &v(0) y G(0) son iguales a cero.
Q Para cualquier tiempo, el cubrimiento total de la superficie, &r (%), esta
determinado por év(?) + Gx(1).

De acuerdo a la solucion analitica propuesta por Snopok vy

Kostyukevich [69] para el sistema de ecuaciones diferenciales (ecuacion 13):
1 1
8, (t) = ;f{l — exp [— exp [—kﬁf.'pt)] — —} (14)
¥ ¥
1 1
B(t) = 1—exp [—kﬁCpt] —¥ {l — exp [— exp (—knCpt)] — —} (15)
¥ ¥
donde vy = ka Cp(kr)1. Segln la ecuacion (12), la I' se puede calcular a partir de la
evolucion temporal de la fraccién superficial cubierta por proteinas en el

estado nativo o relajado (6v y 6k). De esta forma, es posible conocer la

contribucién de I' de proteinas nativas (I'n) y relajadas (I'r) al valor de I':

L) = 5 ) (® (16)
ra(®) = (52 )en(®) )

En general, cuando las moléculas de proteina se relajan, aumenta la
superficie ocupada [16,60,61], es decir Sk>Sn. Para comprender como afecta la
relacion entre ve y vr sobre la evolucion de I' con el tiempo, se simularon

distintas situaciones, tal como lo muestra la Figura 1.5 para I' en funcién del
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tiempo con sus respectivas contribuciones, I'v y I'r. La figura presenta las
curvas de cinética de adsorcién a la misma Cp para tres condiciones: ka Cp=kr,
ka Cp<kr y ka Cp>kr. Estas simulaciones muestran el fuerte impacto que tiene la
relacion entre vc y vr no sélo en el perfil cinético, sino también en la cantidad
adsorbida en estado estacionario. Este comportamiento, es propio de
macromoléculas en general y de proteinas en particular, para las cuales el
proceso de relajacion implica un aumento en el area de contacto. Es decir, el
proceso de relajacion de las proteinas adsorbidas ocasiona un aumento en el
area de contacto proteina-superficie y disminuye la posibilidad de que nuevas
moléculas de proteina encuentren un sitio disponible para adsorberse. En
términos generales, si la adsorcion ocurre mas rapidamente que la relajacion,
las moléculas adsorbidas conservan la estructura tridimensional que

presentan en solucion (ver Figura 1.4, “proteina nativa”). Por otra parte, cuando

2,0 Al 204 Bl 204 C
15 1,54 1,5
B
~
=T1]
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—
0,5 0,5 1

0,0+
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Figura 1.5 I" en funcién del tiempo (&=7), I total (trazo continuo), I'v (trazo

punteado) y I'r (trazo rayado), con diferentes relaciones entre velocidad de

cubrimiento y relajacion: ka Cp= 410°mg/m?s, kr=410°mg/m?s (A), ka Cp=
4.10° mg/m?, kr=410"mg/m?s (B), kaCp= 4.10°mg/m?s, k= 410*mg/m?s (C).
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la relajacion es mas rapida o del mismo orden que la adsorcién, las moléculas
tienen tiempo y espacio para optimizar la interaccién proteina-superficie, lo
que causa rearreglos estructurales (ver Figura 1.4, “proteina relajada”). Ademas,
el tipo de proteina (nativa o relajada) sobre la superficie cambia drasticamente
segun se modifica la relacién entre vc y vr desde una situacion en la cual
predominan moléculas nativas hasta la presencia mayoritaria de proteinas
relajadas.

Dado que el proceso de adsorcién-desorciéon de ALB ha sido
extensamente estudiado [24,48,63,71-73], tanto experimentalmente como
utilizando modelos, en este trabajo de Tesis Doctoral se realizara un analisis
cualitativo de este modelo sencillo en combinacion con un disefio factorial de
experimentos. Por otro lado, la adsorcién-desorciéon de FBG ha sido mucho
menos explorada. Por lo tanto, los perfiles cinéticos del proceso de adsorcion-
desorcion obtenidos por Reflectometria para esta proteina, se ajustaron
utilizando la ecuacién (12), mediante el ajuste de los cuatro parametros, ka, kr, £

Yy mp/SN.

1.3.5.2 Estudio del proceso de adsorcion-desorcion de ALB
utilizando un disefio factorial de experimentos

Para estudiar el proceso de adsorcion-desorcion de ALB sobre las
superficies de silica se plante6 un disefio factorial de experimentos, en
colaboracién con la Dra. Valeria Pfaffen (INFIQC-Dpto. de Fisicoquimica, FCQ-
UNC), lo que permite evaluar simultdneamente el efecto de los distintos
factores en el proceso con un numero acotado de experimentos. El objetivo de
este diseflo fue optimizar las condiciones experimentales del proceso de

adsorcion de ALB que minimizan la adhesion bacteriana.
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En un disefio experimental, se puede definir a un factor como la
variable independiente o controlable por el experimentador. Cada factor
puede tener dos o mas niveles (valores que puede tomar el factor). La variable
de interés sobre la cual se busca estudiar el efecto que ejercen los factores, o
variable dependiente, se denomina variable de respuesta (74, 75|.

Los factores estudiados con sus correspondientes niveles, asi como las
respuestas evaluadas, fueron elegidos en base a los trabajos previos en este
sistema [24,59,71,76,77], y se resumen en la Tabla 1.4. De esta forma, se estudi6 el
pH como factor con el fin de evaluar el efecto de las interacciones
electrostaticas en el proceso de adsorcién-desorcién. Ademas, fueron
seleccionados los factores vry Cp para variar la velocidad con que las moléculas
de proteina arriban a la superficie y los sitios disponibles para la adsorcién y
la relajacion (ver Figura 1.4). Ademas, combinando estos dos factores con el
tiempo de adsorcién se podra determinar el efecto del transporte en el proceso
de adsorcién, y la relacién entre los procesos de adsorcion y de relajacion. La
eleccion de los niveles de cada factor se realiz6 en base a trabajos previos
[24,59,71,76,77), a la sensibilidad del reflectémetro, y principalmente con el
objeto de cubrir un amplio intervalo de cada uno de los factores. Todos ellos
estan relacionados con la cinética del proceso de adsorcién-desorcion, las
interacciones proteina-superficie, la cantidad adsorbida resultante y el estado
final de las moléculas de proteina adsorbida.

Los factores evaluados dependen de la hidrofilicidad de los sustratos.
Asi, para superficies de silica hidrofilicas (sin modificacién quimica previa) los
factores evaluados fueron pH, vy, Cp y tiempo de adsorcién. Se estudiaron dos
niveles para cada factor, para el pH se eligi6 el valor de 4,8 que es el punto
isoeléctrico de la ALB [24,78] y de 7,3 que es el pH fisiolégico de la sangre; para la

vr se escogieron los niveles 0,02 ml/s y 0,10 ml/s; para la Cp se seleccioné
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Tabla 1.4 Factores y variables de respuesta del disefio factorial de

experimentos para la adsorcién de ALB

Variables de respuesta

Velocidad Cantidad Porcentaje
Factores inicial de . J

0 adsorbida de

adsorcion ]
IT) desorcién

(vi)
pH* v v v
4,8 73
Velocidad de flujo (vy) ‘/ ‘/
0,02 ml/s 0,10 ml/s

Concentracién de proteina (Cp) ‘/ ‘/ ‘/
0,100 mg/ml 0,005 mg/ml
Tiempo de adsorcién

X v v

50s 300s

(*) Para las superficies hidrofébicas sélo fue estudiado el pH 7,3.

(*) La vi fue calculada a partir de los datos medidos previos a los 50 s de
tiempo de adsorcién. Por lo tanto, para esta respuesta no fue analizado el
efecto del tiempo de adsorcién.

0,100 y 0,005 mg/ml y para evaluar el tiempo de adsorcion se utilizaron 50 y
300 s. Para las superficies de silica hidrofébicas (previamente tratadas con
diclorodimetilsilano) los factores evaluados fueron los mismos, a excepcién del
pH que fue fijado a pH 7,3. En consecuencia, se emple6 un disefio factorial 2*
en el caso de superficies hidrofilicas, es decir con cuatro factores y dos niveles
para cada factor, y un disefio 2* en el caso de superficies hidrofébicas, es decir
con tres factores y dos niveles para cada factor. Las variables de respuesta
evaluadas fueron la v, la I' y el porcentaje de desorcién. Se incluyeron puntos

centrales en el disefio para superficies hidrofilicas e hidrofébicas para hacer
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una estimacién del error experimental y evaluar el ajuste a un modelo. Los
valores de los factores para los puntos centrales fueron 0,0525 mg/ml de Cp,
0,06 ml/s de vry 175 s de tiempo de adsorcion.

Se empledé el software “Statistica” para realizar la combinacién
aleatoria de los diferentes niveles en el disefio experimental y para encontrar
cuales factores afectan significativamente a cada respuesta evaluada. Para este
fin, se emplearon herramientas estadisticas muy utilizadas como el analisis de
la varianza (ANOVA), los test de Fisher y de la t de Student. Se utilizé un nivel

de significacion de 0,05.

1.3.6 Preparacion de la suspension bacteriana

A continuacién, se detalla el procedimiento que se empled para
preparar la suspension de S. aureus para estudiar su adhesion sobre superficies
de silica con ALB o FBG adsorbidas previamente. Todos los procedimientos que
involucren el manejo de bacterias fueron realizados en un area acondicionada
bajo condiciones de esterilidad provistas por la proximidad a mecheros
Bunsen.

La preparacion de la suspension bacteriana se esquematiza en la Figura
1.6. Para efectuar el cultivo del S aureus, se realiz6 una siembra de una
alicuota de un cultivo stock por diseminacién en superficie, con una espatula
de Drigalski estéril en una placa de Petri conteniendo el medio TSA. Se incubd
en estufa a 37°C durante aproximadamente 18 h. Posteriormente, se colocaron
10,0 ml de TSB y se desprendieron suavemente las bacterias con un ansa
estéril para ser suspendidas en este medio. Para alcanzar una concentracion

de bacterias del orden de 10® Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
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. TSB PBS
S. aureus \ /’\ u 108 UFC/ml ‘ 108 UFC/ml

_—
Asoo=03 -0,5 2 x 8500 rpm ‘ ’
=" 108 UFC/ml 5 min
18h

Figura 1.6 Procedimiento experimental para la preparacion de la suspension
bacteriana

(UFC/ml) se ajustd la absorbancia de la suspensién bacteriana entre 0,3-0,5 a
600 nm con TSB [79-81]. Para ello, previamente se realiz6 una curva de
calibracibn de la absorbancia obtenida a 600 nm para distintas
concentraciones del inéculo bacteriano. Ademas, se control6 la concentracion
del ind6culo cada vez que se realizd un experimento, realizando diluciones
seriadas de la suspension de bacterias y posterior recuento en placa por
diseminacioén en superficie. Para evitar la interferencia de los componentes
del medio de cultivo en la ALB o el FBG adsorbidos previamente, la suspension
bacteriana se centrifugd y se re-suspendieron las bacterias en PBS [82]. El
procedimiento consistié en dos ciclos de 8500 rpm por 5 min, y se realizé en

una centrifuga Allegra 21 (Beckman Coulter).

1.3.7 Control de viabilidad en PBS

Para asegurar que las bacterias son viables en PBS se controlé que en
este medio sean capaces de crecer, reproducirse y mantener la concentracion
bacteriana del inéculo inicial (102 UFC/ml) en funcién del tiempo. A tal fin, se
mantuvo a 37°C la suspension bacteriana en PBS y se extrajeron alicuotas por
duplicado a diferentes tiempos de incubacién (0, 0,5 1, 2, 3 y 6 h). Para
cuantificar las bacterias viables, se realizaron las diluciones seriadas

correspondientes y posterior recuento en placa.
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Para una suspension en PBS a pH 4,8, el indculo resulté viable y capaz
de mantener su concentracién s6lo durante 1 h de incubacién. Mientras que,
para las bacterias suspendidas en PBS a pH 7,3, se ampli6 el tiempo de
incubacién estudiado y se lo compard con el crecimiento observado en el
medio de cultivo liquido TSB.

La Figura 17 muestra las bacterias viables (UFC/ml) en funcién del
tiempo de incubacién de 1 a 19 h, en TSB y en PBS a pH 73. El analisis
estadistico se realiz6 mediante el software “InfoStat” [83], con un ANOVA de
una via empleando un nivel de significacién de 0,05. A partir del ANOVA para
los datos en PBS a pH 7,3 se pudo concluir que no hay diferencias significativas
en el conteo de bacterias viables en funcién del tiempo, es decir, la bacteria es

capaz de mantener el in6culo del orden de 10® UFC/ml tras 19 h de incubacion.

3,5x10°

*%

3,0x10° (2

2,5x10° 4

2,0x10° 4

UFC/ml

1,5%10°
1,0x10° H

5,0x10°

0,0 -

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Tiempo de incubacién (h)

Figura 1.7 Control de la viabilidad bacteriana en funcién del tiempo de
incubacién. Bacterias suspendidas en TSB (violeta) y en PBS a pH 7,3 (azul).
Las barras de error representan la desviacion estandar de tres
repeticiones. Condiciones con simbolo comun no son significativamente
diferentes.

61



Parte experimental

Para los datos del control de viabilidad en TSB también se realiz6 un ANOVA,
pero dado que este andlisis indica que al menos una de las medias es diferente
de las otras, ademas se realizd la prueba a posteriori de DGC, que indica cuales
son las medias que presentan diferencias significativas entre si y cudles no. En
este caso, se encontraron diferencias a partir de las 13 h de incubacién, donde
comienza a aumentar el recuento bacteriano, el cual se mantiene hasta las
19 h de incubacion. El comportamiento observado en la Figura 1.7 se explica
considerando las fases del crecimiento bacteriano en cada medio. La
suspension bacteriana en PBS a pH 7,3 mantiene su viabilidad a través del
tiempo, lo que es consistente con un modelo de crecimiento en fase
estacionaria, donde las bacterias se adaptan al medio y la tasa de crecimiento
disminuye como consecuencia del agotamiento de nutrientes [84,85]. En
cambio, en TSB se observa un comportamiento similar al inicio de la fase de
crecimiento exponencial, ya que comienza a aumentar la poblacién de células.

De esta forma, en PBS a pH 4,8 es posible evaluar la adhesion bacteriana
inicial con un tiempo de incubacién de 40 min sin comprometer la viabilidad
celular. En PBS a pH 7,3, 1a adhesion bacteriana puede estudiarse hasta 19 h, ya
sea a tiempos de incubacidon cortos para evaluar su etapa inicial, como a

tiempos mas largos para evaluar la formacion del biofilm.

1.3.8 Evaluacion de la capacidad de formar biofilm

Se realiz6 el ensayo de la formacién del biofilm en placas de
microtitulacién [86] para evaluar de forma cuantitativa si la cepa bacteriana
de S. aureus es productora de biofilm tanto en TSB como en PBS a pH 7,3. Este
método para el crecimiento y la cuantificacién del biofilm se basa en la
cuantificacién por espectrofotometria de la cantidad del colorante cristal

violeta unido a la matriz de sustancias poliméricas extracelulares del biofilm.
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En primera instancia, se transfirieron alicuotas de 100 ul del inéculo a
los pocillos de una placa de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano estéril de
distinta concentracion (10®y 10’ UFC/ml) y en distinto medio (TSB o PBS a pH
7,3) y se incubd a 37°C por diferentes lapsos de tiempo (15 y 18 h) sin agitacién
(cultivo estatico) [86,87]. Como control negativo (C-) se utilizé sélo el medio de
cultivo TSB [88,89]. Luego, se descartaron las bacterias no adheridas por
inversion, y se realizaron 3 lavados exhaustivos con agua deionizada estéril [86].
Se observaron membranas blanquecinas en el fondo de los pocillos
correspondientes al biofilm formado por las bacterias adheridas, las cuales
fueron tefiidas con 125 ul por pocillo de solucién de cristal violeta al 0,06 %
(p/v) [88]. Se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente, y se realizaron 3
lavados con agua deionizada estéril. Posteriormente, se invirtio la placa a 45° y
se dejo secar sobre papel absorbente hasta el dia siguiente [86]. Para solubilizar
al cristal violeta se colocaron 125 ul por pocillo de acido acético al 30% (v/v) y
se incub6 a temperatura ambiente por 15 min [86]. Se transfiri6 el eluido a una
nueva placa de 96 pocillos de fondo plano estéril y se midi6é la absorbancia a
595 nm [86,87,89] mediante un lector multimodo de microplaca (Biotek)
perteneciente al CIQUIBIC-Dpto. de Quimica Biolégica, FCQ-UNC. Cada
condicion experimental fue replicada en ocho pocillos.

Los valores obtenidos de absorbancia, asi como las condiciones
experimentales del ensayo de la formaciéon del biofilm en placas de

microtitulacién, se resumen en la Tabla 1.5.
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Tabla 1.5 Condiciones experimentales y resultados del ensayo de la
formacién del biofilm en placas de microtitulacién

TSB

Concentracién
(CFU/ml)
Tiempo de
incubacién (h)
Absorbancia a
595 nm
Desviacion
estandar

15 15 15 18 18 18 18 -

59 031 013 45 42 0,5 0,14 0,060

03 13 008 003 08 09 0,1 0,04 0,002

El valor de corte que discriminé entre resultados positivos y negativos
resultd en 0,066, y se establecié calculando tres desviaciones estandar por
arriba de la media del control negativo. Por lo tanto, se considera un resultado
positivo en la capacidad de formar biofilm cuando la medida de absorbancia
de cada condicién evaluada es mayor a 0,066 [88,90]. Los resultados para esta
cepa de S. aureus en TSB son positivos para cada condicién estudiada, ya sea al
variar la concentracién del inéculo o el tiempo de incubacién. En cambio, en
PBS a pH 7,3 los resultados son positivos, presentando diferencias segun la
concentracion del indéculo. En este medio, las células bacterianas se
encontrarian en etapas tempranas de la formacién del biofilm. Esto puede
explicarse porque la transicion del estado plancténico al crecimiento en
biofilm ocurre como consecuencia de cambios ambientales. Asi, como
respuesta ante una sefial de estrés, las células plancténicas comenzaran la
adhesién a una superficie, lo que conducira a la formacién de un biofilm que
tiene una mayor capacidad para resistir los desafios ambientales y permite la

supervivencia bacteriana en condiciones adversas [84,91].
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Este experimento demuestra que es posible evaluar el crecimiento en
biofilm de esta cepa de S aureus en TSB asi como en PBS a pH 7,3. Para ello,
fue elegido un tiempo de incubacién de 18 h y una concentracién del in6culo

de 10’ UFC/ml.

1.3.9 Diseiio experimental para la adsorcion de proteinas y la
adhesion bacteriana

Para estudiar la relacién entre el proceso de adsorcién de ALB o de FBG sobre
las superficies de silica y la adhesion bacteriana, se plante6 el disefio
experimental esquematizado en la Figura 1.8 en cada una de sus etapas. Cada
condicion evaluada fue realizada por duplicado. En este disefio experimental,
primero se obtuvo una suspensién bacteriana en TSB o PBS de determinada
concentracion como fue explicado en el apartado 1.3.6 “Preparaciéon de la

suspension bacteriana” (Figura 1.6, Etapa 1).

TSB PBS
108 UFC/ml 108 UFC/ml
o
< | |
=¥
<
- ~
3 3 ' {1
\IIIIIIIIIIIZI 1|, Incubacien
: 37°C ‘ |
Ay + = y —
< ALB 0 FBG Reflectometria/ &
E Inmersion
Microscopio de N
fluorescencia ™ @ Lavado ’
) £in i
” < — Tincién
é MlCl‘OSEZO}.)IO — l
< electrénico @ Secado Lavados Lavado
E Metalizado Deshidratacién Fijacién

Figura 1.8 Disefio experimental para la adsorcion de proteinas y la adhesion
bacteriana
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Posteriormente, en aquellos casos en los que se evalta la formacién del
biofilm se ajust6 la concentracioén del in6culo (10’ UFC/ml). Luego, se realiz6 la
adsorciéon de ALB o FBG sobre las superficies de silica en condiciones
controladas (Reflectometria). En algunos casos, que seran explicitados en la
presentacion de los resultados correspondientes, la adsorcién se realizd
mediante la inmersién de las superficies en la solucién de proteina.
Inmediatamente fueron sumergidas verticalmente en la suspensién
bacteriana en PBS preparada anteriormente, e incubadas a 37°C por un cierto
tiempo de incubacién (Etapa 2). En esta etapa, también se incluyen los
controles que se realizaron con las superficies sin proteina adsorbida (flechas
de linea punteada) que se incubaron tanto en la suspensién bacteriana en TSB
como en PBS. Como se explicé anteriormente en el apartado 1.3.7 “Control de
viabilidad en PBS’, el tiempo de incubacion esta limitado por la viabilidad en
PBS a pH 48. Por lo tanto, el tiempo elegido para evaluar la adhesion
bacteriana inicial en superficies con ALB o con FBG adsorbido es de 40 min a
ambos valores de pH. Dado que a pH 7,3 la viabilidad se mantiene por 19 h, en
particular para ALB se incluyeron los tiempos de 90 min y 5 h, y para evaluar
la formacion de biofilm con ALB o con FBG adsorbido previamente, se eligi6
un tiempo de incubacién de 18 h. Luego de la incubacién de las superficies, se
realiz6 el lavado y preparacion de las muestras para las técnicas microscopicas
utilizadas (Microscopia de Fluorescencia o Electrdnica, Etapa 3), que se abordan

a continuacion en los apartados correspondientes.
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1.3.10 Microscopia Confocal de Fluorescencia

Con el fin de lograr una 6ptima discriminacién entre bacterias vivas y
muertas adheridas sobre las superficies mediante Microscopia Confocal de
Fluorescencia, en primer lugar, se optimizaron las concentraciones de ambos
colorantes. Para ello, se compar6 la emisién de fluorescencia roja y verde sobre
células bacterianas vivas y muertas mezcladas en diferentes proporciones y
con distintas concentraciones de yoduro de propidio y SYTO 9 (respetando la
relacion entre ellos indicada por el fabricante). Para evaluar la fluorescencia
roja, las células bacterianas fueron previamente tratadas con alcohol
isopropilico al 70%. La concentracion que resulté de esta optimizacion fue de
3,0 uM de yoduro de propidio y de 0,6 uM de SYTO 9.

Luego de la incubacién con la suspension bacteriana, el tratamiento de
las superficies se realizd en un ambiente estéril (Etapa 3 de la Figura 1.8), e
involucr6é un primer paso de lavado de las superficies para remover las
bacterias no adheridas con una solucién estéril 150 mM de NaCl [80].
Posteriormente, se realiz6 la tincién de las bacterias adheridas. Para ello, se
colocaron 200 ul de una solucién que contiene ambos colorantes sobre la
superficie y se incubaron por 15 min a temperatura ambiente y protegidas de
la luz [7]. Luego, se lavaron con agua deionizada estéril para remover el exceso
de los colorantes [80], se secaron al aire y se montaron con aceite de montaje.
Finalmente, se observaron al microscopio de inmediato.

Las imagenes fueron captadas mediante los Microscopios Confocales de
Fluorescencia Olympus FV 300 y FV 1000 del Centro de Micro y Nanoscopia de
Cérdoba (CEMINCO, CIQUIBIC-Dpto. de Quimica Biolégica, FCQ-UNC). Para
visualizar las bacterias vivas de color verde, se utilizé un laser de argén y filtros

de excitacion a 488 nm y de emision a 510-545 nm. Para visualizar las bacterias
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muertas de color rojo, se emple6é un laser de helio/neédn vy filtros de excitacién
a 543 nm y de emisién a 565-610 nm. Se tomaron al menos 8 imagenes de
regiones diferentes seleccionadas al azar de cada uno de los duplicados, es
decir, se obtuvieron un minimo de 16 imagenes de cada condicién analizada.
Las imagenes se procesaron con los softwares “Image J” [19] y “Olympus Viewer
FV 300 y FV 1000".

Para evaluar la adhesion bacteriana inicial, se realiz6 una comparacion
cuantitativa de las imagenes captadas. Para ello, se cuantificaron la totalidad
de células rojas (muertas) y verdes (vivas) de cada imagen adquirida. Las
respuestas analizadas incluyen el nimero de bacterias totales/um? y el
porcentaje de bacterias vivas correspondiente. Para calcular las bacterias
totales/um? se sumaron el numero de bacterias muertas con el namero de
bacterias vivas y se expres0 ese numero total por area considerando la
dimension y la resoluciéon de la imagen. Para calcular el porcentaje de
bacterias vivas se refirié el porcentaje respecto del total de bacterias contadas.
A su vez, para cada una de estas respuestas, se calcul6 la variacion entre cada
condicion de adsorcion de proteina a evaluar respecto a los controles, es decir,
dichas respuestas se expresaron como un porcentaje de variacion respecto a la
media obtenida para superficies sin proteina adsorbida.

Para evaluar la formacién del biofilm se realiz6 una comparacién
cualitativa de las imagenes y una evaluacién cuantitativa cuya respuesta
consiste en expresar el namero de bacterias/um? diferenciando las bacterias
vivas de las muertas. Para ello, a partir del conteo de bacterias vivas y
muertas, se realiz0 el calculo por el area.

Las incertezas se expresaron con el intervalo de confianza del 95%. Se
realiz6 un ANOVA de una via con un nivel de significacién de 0,05 con el test a

posteriori DGC para efectuar comparaciones entre las diferentes condiciones
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de adsorcién de proteina evaluadas. Ambos test estadisticos fueron realizados

con el software “InfoStat” [83].

1.3.11 Microscopia Electronica de Barrido

Para observar muestras biolégicas por Microscopia Electronica de
Barrido, es necesario secar las muestras por punto critico para evitar el
encogimiento de las células por deshidratacion. Este procedimiento consiste
en sustituir el liquido presente en las células por CO, liquido, que luego se
transforma en fluido supercritico y se elimina lentamente preservando la
morfologia de las células, ya que en estas condiciones no hay tensién
superficial sobre la muestra. Para el procesamiento de las superficies con
células adheridas, las soluciones involucradas fueron filtradas previo a su
esterilizacion. Los procesos que se muestran en la Etapa 3 de la Figura 1.8
incluyen: un lavado para remover las bacterias no adheridas (PBS a pH 7,3),
una fijacién para evitar la autolisis y preservar la morfologia de las células
bacterianas (glutaraldehido al 2,5% en PBS a pH 7,3, 1 h), un nuevo lavado (PBS
de pH 7,3, 3 veces por 10 min cada uno [92]) y una deshidratacién gradual, ya
que el agua es poco miscible con el CO, liquido utilizado durante el secado
posterior (bafios por 10 min en soluciones de acetona al 25 %, 50 %, 75 % y 100
% 3 veces). Finalmente, se realiz6 el secado por punto critico en un secador
Bal-Tec CPD 030 en el Laboratorio de Microscopia Electronica y Analisis por
Rayos X (LAMARX) de la Facultad de Astronomia, Fisica y Matematica-UNC,
donde también se realiz6 el metalizado y la adquisicion de las imagenes

mediante el microscopio electrénico de barrido Zeiss Sigma.
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Capitulo 2

Capitulo 2: Adsorcion de albumina y adhesion bacteriana

2.1 Introduccion

En el presente Capitulo, se discutirdn los resultados relacionados al
objetivo de comprender el proceso de adsorcion-desorcion de ALB sobre
superficies de silica, para optimizar las condiciones de adsorcién capaces de
inhibir la adhesion de S. qureus. En primer lugar, se presentaran los resultados
concernientes al disefio factorial de experimentos del proceso de adsorcion-
desorcion de ALB sobre superficies de silica estudiado mediante
Reflectometria. A partir de los resultados de este disefio experimental, se
evaluard la relacién entre la adhesién bacteriana en superficies con ALB
adsorbida. En este sentido, en segundo lugar, se estudiara la adhesion de S
aureus sobre las superficies con ALB adsorbida, empleando Microscopia
Confocal de Fluorescencia y Microscopia Electrénica de Barrido, abordando la

adhesion bacteriana inicial y la formacién del biofilm.

2.2 Resultados y Discusion

2.2.1 Diseiio factorial de experimentos en el proceso de
adsorcion-desorcion de albumina

El proceso de adsorcién-desorcién de proteinas comprende diferentes
etapas (ver Figura 14, Capitulo 1) que dependen tanto de las propiedades
superficiales del sustrato (principalmente carga e hidrofobicidad), como de la
naturaleza de la biomolécula [1,2]. Las velocidades relativas de cada una de
estas etapas determinan la cantidad adsorbida resultante y la conformacion
de las proteinas en la interfaz en el estado final del proceso (ver Figura 1.5,

Capitulo 1). De esta manera, el estado final de las proteinas adsorbidas puede
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estar controlado de manera cinética o termodinamica. En este trabajo, se
seleccionaron diferentes factores como pH, v, G, y tiempo de adsorcién para
poder optimizar el proceso de adsorcién-desorciéon de ALB sobre superficies de
silica. Estos factores estan relacionados con la cinética del proceso, la fuerza y
el tipo de las interacciones proteina-sustrato y el grado de cubrimiento de la
superficie. De manera similar, las variables de respuesta elegidas para
determinar las caracteristicas de este proceso de adsorcion-desorcion incluyen
la vi,la T' y el porcentaje de desorcion, para evaluar la desorciéon frente al
lavado con PBS. Los factores y respuestas del disefio se resumen en el
Capitulo 1, Tabla 1.4.

Para evaluar simultaneamente el efecto de los factores mencionados en
el control del proceso de adsorcion-desorcién de ALB sobre superficies de silica,
se utilizé un disefio factorial de experimentos. Cada factor se evalué a dos
niveles: para los valores de pH se emplearon los niveles 4,8 y 7,3; para la v 0,02
ml/s y 0,10 ml/s; para la G, 0,100 mg/ml y 0,005 mg/ml y para el tiempo de
adsorcion, 50 y 300 s. Al valor de pH de 7,3, 1a carga neta en la molécula de ALB
es negativa al estar por arriba del plE (4,8). Las superficies de silica, cuyo punto
de carga cero (PZC) es aproximadamente 2 (3], tienen una carga neta
superficial negativa a los dos valores de pH estudiados. Por lo tanto, la eleccién
de los valores de pH se realiz6 con el fin de evaluar el efecto de las
interacciones electrostaticas en el proceso de adsorcién-desorcién simulando
los procesos fisiolégicos que tienen lugar en entornos biolégicos. Por otra parte,
se realiz6 la modificaciéon de las superficies con diclorodimetilsilano (ver
apartado 1.3.1, Capitulo 1) y se midi6 el angulo de contacto de las superficies
(ver apartado 1.3.2, Capitulo 1) previa y posteriormente a las modificaciones.
Las superficies modificadas con diclorodimetilsilano resultaron mas

hidrofébicas que las superficies sin modificar (dngulo de contacto de 94° + 2° y
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43° + 8° respectivamente). De aqui en adelante, las superficies de silica
previamente modificadas con diclorodimetilsilano se designardn como
“superficies hidrofébicas”, mientras que se utilizard la expresién “superficies
hidrofilicas” para aludir a superficies sin modificar. Como ya fue expuesto en
el Capitulo 1, con las superficies hidrofébicas se busca evaluar el efecto de las
interacciones hidrofébicas en el proceso de adsorcién-desorcion, por lo cual, se
utilizé un disefio sin variar el factor pH y se lo fijé al valor de 7,3.

A modo de ejemplo, la Figura 2.1 muestra una curva de cinética de
adsorcién-desorciéon obtenida por Reflectometria para una condicién
experimental en particular. Esto implica representar la I' en funcién del

tiempo para ALB. En la figura se destaca el ingreso de las distintas soluciones

4,0

PBS

3,5

porcentaje

de desorcion

1pBs

g I . T T . T J T E T d T g
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tiempo (s)
Figura 2.1 Valores de I" en funcion del tiempo para ALB adsorbida sobre
superficies de silica hidrofilica a pH 4,8: (, = 0,100 mg/ml, vf= 0,02 ml/sy
tiempo de adsorcion = 300 s. En la figura se sefiala el modo de obtencién de

las respuestas v;, I' y porcentaje de desorcion. Las flechas indican el ingreso
de soluciones de ALB o PBS a la celda del reflectémetro.
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(ALB o PBS) a la celda del reflectémetro para evaluar distintos procesos:
adsorcién y desorcién frente al lavado. En la figura se sefialan, ademas, las
variables de respuesta analizadas: 1a vi se obtiene a partir de la pendiente de la
curva cinética en los primeros segundos, la ' alcanzada luego de un cierto
tiempo de adsorcién, y el porcentaje de desorcioén frente al lavado con PBS se
calcula teniendo en cuenta la I' obtenida. Las curvas de cinética de adsorcion-
desorciéon para cada condicién experimental fueron analizadas de esta
manera, pero, dada la gran cantidad de resultados experimentales obtenidos,
éstos se consignan en tablas o graficos de forma separada para cada variable
de respuesta: vi, " y porcentaje de desorcion.

Para el proceso de adsorcion-desorcion de ALB no fue realizado el ajuste
de las curvas de cinética de adsorcion-desorcién con el modelo presentado en
el capitulo anterior por diversos motivos. En primer lugar, este sistema ha sido
extensamente estudiado tanto experimentalmente como a través del uso de
modelos [4-11]. Por esta razon, es posible realizar un disefio de experimentos
seleccionando adecuadamente los factores y las variables de respuesta. En
segundo lugar, se evaluaron tiempos cortos de adsorcion (hasta 300 s), en los
cuales no se alcanza la I' de saturacién para la mayoria de las condiciones
experimentales evaluadas. Tal como se menciond anteriormente, la eleccién
del disefio factorial se basa en la necesidad de optimizar el proceso de

adsorcion-desorcion de ALB para minimizar la adhesion bacteriana.

2.2.1.1 Velocidad inicial de adsorcion

Como ya fue expuesto en el Capitulo 1, comparando la vi con la v, es
posible determinar cudl es la etapa determinante de la velocidad del proceso

de adsorcion: a) transporte desde la solucién hacia la superficie (todas las
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moléculas que llegan a la superficie se adsorben, y la viresulta igual a 1a vu); b)
interaccién proteina-superficie (la vies mucho menor a la ve).

La Tabla 2.1 compara los valores de ve y vi en funcién de la
combinacién de los factores G, y vr evaluados para el proceso de adsorciéon-
desorcion de ALB sobre superficies hidrofilicas e hidrofébicas. Los valores de ver
fueron calculados a partir de la ecuacion (6) del Capitulo 1 y los valores de vi
fueron calculados entre los 15 y 40 s iniciales a partir de la pendiente inicial de
las curvas de cinética de adsorcién (Figura 2.1). Las velocidades iniciales de
adsorcién son menores que la velocidad de transporte para todas las
combinaciones de factores evaluadas. En consecuencia, la interaccién entre las
moléculas de ALB y las superficies, tanto hidrofilicas como hidrofébicas,

controla la velocidad del proceso de adsorciéon y este resultado se encuentra

Tabla 2.1 Valores de vir y vi en funcioén de la combinacion de los factores G,y
vr evaluados para el proceso de adsorcién-desorcion de ALB

v;(mg/m?s)
Vir Superficies Superficies Superficies

(mg/m?s) hidrofilicas hidrofébicas | hidrofilicas
pH 73 pH 73 pH 48

c;,; ’ g?)szrr?ﬁgn D ox100 @3zosx10° (3:7x10°  (62)x10°
q’vj g™ k0t @E)xI00 (exHx107 (9+3)x10°
C;)v: S ,clfc:)znr;gl;?l 39x10%  (09+01)x10%?  (6+1)x10”  (6+2)x10”
Gv: . :)()1%:5? | sx107 0S1E0M X107 (42x10°  (B£7x10°

(*) Para la v; se muestran los resultados clasificados por la hidrofilicidad de
las superficies y el pH. El error representa la desviacién estandar de
cuadruplicados para cada combinacién de factores.
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acorde a la bibliografia [12]. Esto implica que existe un retardo para la
adsorcién, ya que las moléculas de proteina al llegar a la superficie deben
sobrepasar una barrera de energia antes de que puedan adsorberse, por
ejemplo, debido a repulsién electrostatica o a efectos provocados por la
deshidratacién superficial (de la proteina y/o de la superficie) [1,2,13,14]. Por el
contrario, un ejemplo en el cual la velocidad de transporte controla la
velocidad del proceso de adsorcién sobre superficies de silica lo constituye la
adsorcién de polivinilpiridina cuaternizada (PVP*), donde la interaccién
principal es de origen no electrostatico [3].

Para cada variable de respuesta del disefio factorial de experimentos
del proceso de adsorcién-desorcion se realiz6 un analisis de la varianza
(ANOVA) con un nivel de significacion de 0,05 (estimacién con un 95% de
confianza) para evaluar cuales son los factores que resultan significativos en el
proceso. Para la velocidad inicial, los resultados de dicho analisis se muestran
en la Figura 2.2, donde se presentan los diagramas de Pareto de efectos
estandarizados para evaluar el efecto que ejercen los factores sobre la vi en
superficies hidrofilicas (A) e hidrofébicas (B). Ademas, se muestra el valor p que
result6 del ANOVA para cada factor evaluado. El diagrama de Pareto muestra
los valores absolutos de los efectos estandarizados para los factores evaluados
en cada disefio factorial (2* para superficies hidrofilicas y 2* para superficies
hidrofébicas) y para las interacciones posibles entre dichos factores. El efecto
estima la magnitud de una relacion sin hacer ninguna declaracién acerca de
si la relacién aparente entre los datos refleja una verdadera relacién en la
poblacién. De esta forma, se complementa el andlisis mediante la estadistica
inferencial, comparando los valores p para un nivel de significacién de 0,05.
Aquellos factores con efecto estandarizado que se encuentran por arriba de la

linea de referencia en el diagrama de Pareto indican que su efecto es
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significativo con un nivel de confianza del 95%. Por lo tanto, a partir del
analisis de los efectos estandarizados y del valor p, se puede concluir que todos
los factores evaluados (G, vry pH) resultan estadisticamente significativos para
la vi en superficies hidrofilicas, mientras que sélo la (, resulta significativa
para la vi en superficies hidrofébicas. Ademas, en superficies hidrofilicas el
efecto de las interacciones entre los factores es significativo, indicando que los

factores no son independientes entre ellos, de ahi la importancia de

(A) Factor Valor p
Velocidad inicial de adsorcién
me 0,0020
! X
4 777777777,
o ] & (2)vy 00036
1
7747 777777 7777 7 7777777
(1)ep ////// ' /V 727 ";f/f//v/' //// ’:422 (3) pH 0,0016
T
V2777747 A
T/ A
L3 /2%/’/46 ,, 7773
77777
777777 A
@YY 2/ / 7
24;//////// 3777 7
ey
1
p=.05
Efecto estandarizado
(B) Factor Valor p
Velocidad inicial de adsorcién
M¢ 0,0165
2 (2) vf 0,4626
curvatura
Werp _ 35

o
i
1
1
'
1
'
'
1
'
1
L

p=.05
Efecto estandarizado

Figura 2.2 Diagramas de Pareto de efectos estandarizados para vi: efecto que
ejercen los factores en superficies hidrofilicas (A) e hidrofébicas (B),
incluyendo los valores p asociados.
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considerarlos a todos en un analisis multivariado. La curvatura significativa
indica que hay un efecto no lineal en la respuesta en superficies hidrofébicas,
es decir, que alguno de los factores (o varios) podria contribuir mediante un
término cuadratico en la respuesta.

En la Figura 2.3 se muestra la variable de respuesta vi para todas las

combinaciones de factores experimentales evaluados en el proceso de

2 A (= 0,005 mg/ml, vy= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcién = 50 s
J v (,=0005mg/ml, vy=0,02 ml/s, tiempo de adsorcién = 300 s
» C,= 0,005 mg/ml, v;= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 50 s P
0,4 - <4(,= 0,005 mg/ml, vy = 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 300 s »

@® (.= 0,100 mg/ml, v,= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcién = 50 s
| ® C,= 0100 mg/ml, v= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion = 300 s
+ C,= 0,100 mg/ml, v¢= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 50 s
® (= 0,100 mg/ml, v= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 300 s

v, (mg/m’s)

TR R
AMTNnnnns ;s

Figura 2.3 Valores de vi para todas las combinaciones de factores evaluados
en el proceso de adsorcion-desorcion de ALB: simbolos de color rojo para
superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8 (rayados), y simbolos verdes
para superficies hidrofébicas a pH 7,3. La forma de los simbolos representa la
combinacion de los factores estudiados, G, vr y tiempo de adsorcién,
respectivamente: (A) 0,005 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (¥) 0,005 mg/m]l-0,02 ml/s-
300 s, (®) 0,005 mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (4) 0,005 mg/ml-0,10 ml/s-300 s, (®)
0,100 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (W) 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-300 s, (®) 0,100
mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (@) 0,100 mg/ml-0,10 ml/s-300 s. Las barras de error
representan la desviacion estandar calculada a partir de duplicados para
cada combinacién de los factores.
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adsorcion-desorcién de ALB, representados por: simbolos de color rojo para
superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8 (rayados), y simbolos verdes
para superficies hidrofébicas a pH 7,3. Todos los valores de vi fueron obtenidos
a los dos niveles de (, vr y tiempo de adsorcién. Como fue expuesto
anteriormente, la velocidad del proceso de adsorcién esta controlada por la
interaccién entre las moléculas de ALB y las superficies tanto hidrofilicas
como hidrofébicas. Para evaluar la contribucién de las interacciones
electrostaticas en el proceso de adsorcién sobre superficies hidrofilicas, se
seleccionaron los valores de pH 4,8 y 7,3. A pH 7,3 tanto la carga neta superficial
como la carga neta en la proteina es negativa, mientras que, a pH 4,8 la carga
neta superficial es negativa y la carga neta en la proteina es nula con grupos
funcionales cargados positiva y negativamente. Los valores de vi para la
adsorcion a pH 4,8 sobre superficies hidrofilicas son mayores que a pH 7.3, y
esta diferencia se acentia a mayor (. Es decir, tal como se esperaba, la
adsorcion de la proteina ocurre mas rapido cuando la repulsion electrostatica
entre las moléculas de proteina y la superficie es menor y, a su vez, este
comportamiento se ve afectado por la concentracién de proteina. Este hecho
destaca la importancia de la contribucién electrostatica en la interaccion
proteina-superficie. Esta interaccién, evidentemente, depende de las
caracteristicas propias de la proteina, de la superficie y del pH de la soluciéon. A
modo de ejemplo, la interaccion de ALB con otras superficies como
montmorillonita 0 mica con propiedades superficiales diferentes a las de
silica, también esta controlada por la contribucion electrostatica [15,16].

Por otra parte, para evaluar el efecto de las interacciones hidrofébicas
en la adsorciéon de ALB, se comparan los valores de vi entre superficies
hidrofilicas e hidrofébicas a pH 7,3. Los valores de vi son mayores para la

adsorcién sobre superficies hidrofébicas. Esto indica que hay otro tipo de

89



Adsorcién de albumina y adhesién bacteriana

interacciones involucradas en el proceso de adsorcién de ALB sobre superficies
hidrofébicas y que dichas interacciones producen una adsorciéon mas rapida
de la proteina, que la interaccién electrostatica proteina-superficie hidrofilica
Las interacciones presentes en la adsorcién de proteina sobre superficies
hidrofébicas incluyen las interacciones hidrofébicas proteina-superficie y la
deshidratacién superficial (de la proteina y/o de la superficie). Esta
deshidratacion es acompafiada de una importante ganancia entrdpica, ya que
una gran cantidad de moléculas de agua dejan de estar “unidas” a la superficie
0 a la proteina, y dado el caracter hidrofébico de las superficies juega un rol
importante en facilitar la adsorcién de la proteina [17]. Es por esto, que una
tendencia general descripta en la bibliografia es que las proteinas presentan
mayor afinidad por las superficies hidrofébicas que por las hidrofilicas, incluso
bajo condiciones electrostaticas desfavorables, como en este caso [13,18]. A
modo de comparacion, se puede mencionar, por un lado, un trabajo que
postula la facilidad con la que ALB se adsorbe a superficies hidrofébicas de
poliestireno [19]. Sin embargo, en otro trabajo no se observa efecto sobre la
velocidad de adsorcién de ALB al variar la hidrofobicidad superficial [6]. De
acuerdo con el ANOVA, la G, tiene un efecto significativo en la vi sobre
superficies hidrofébicas y para las combinaciones de factores con mayor G, se
presentan mayores valores de vi. Esta dependencia de la concentracién de
proteina con la etapa inicial del proceso de adsorcién refuerza la premisa que
la interaccién entre las moléculas de ALB y las superficies controla la
velocidad del proceso de adsorcién, ya sea por medio de interacciones

electrostaticas o hidrofébicas.
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2.2.1.2 Cantidad adsorbida

A partir de numerosos estudios de adsorcién de ALB sobre superficies
de silica en condiciones de estado estacionario, se puede afirmar que la ALB se
adsorbe sobre estas superficies formando una monocapa, con una alta
afinidad incluso bajo condiciones electrostaticas repulsivas. La fuerza
impulsora del proceso de adsorcién se relaciona con cambios en la hidratacion
de la superficie y de la proteina, que ocasionan alteraciones estructurales en
las moléculas de ALB adsorbida [20-26]. Generalmente, en la etapa inicial de la
adsorcion, las moléculas se encuentran distribuidas al azar sobre la superficie.
Luego, la molécula de proteina que arriba a la superficie debe encontrar sitios
superficiales libres para adsorberse, es decir, hay un efecto limitante
superficial [12]. Este efecto se vuelve importante, en particular, cuando las
interacciones electrostaticas dominan el proceso de adsorcién. En este caso,
dichas interacciones junto con la densidad de carga superficial a un dado pH,
limitan la cantidad adsorbida de proteina [12].

En este trabajo, se evalia la I' obtenida para cada condicién
experimental (Figura 2.1), sin alcanzar condiciones de estado estacionario. Los
valores obtenidos de cantidad adsorbida luego de un cierto tiempo de
adsorcion, resultan del balance entre los sitios superficiales disponibles para la
adsorcién, el area efectiva que ocupa cada molécula adsorbida (ver ecuacion
(12), Capitulo 1) y la interaccion entre las moléculas de proteina
adsorbida [12,27]. Tal como fue mencionado en el Capitulo 1, el area ocupada
depende del grado de relajacion de las moléculas de proteina adsorbidas, y en
general es mayor para las proteinas en el estado relajado respecto del nativo

(Sr>Sn). Por lo tanto, el proceso de relajaciéon de las proteinas adsorbidas
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disminuye la probabilidad de que nuevas moléculas de proteina encuentren
un sitio disponible para adsorberse (ver Figura 1.5, Capitulo 1).

En la Figura 2.4 se muestran los resultados del ANOVA, donde se
presentan los diagramas de Pareto de efectos estandarizados para evaluar el
efecto que ejercen los factores experimentales en la I' sobre superficies
hidrofilicas (A) e hidrofébicas (B) incluyendo los valores p para cada factor
evaluado. A partir del analisis de aquellos efectos estandarizados que superan a

la linea de referencia y de aquellos factores cuyo valor p es menor a 0,05, se

Figura 2.4 Diagramas de Pareto de efectos estandarizados para I': efecto que

(A) Factor Valor p
Cantidad adsorbida ¢, 0,0009
(4)pH 7 2% 2)v 0,0068
(1)cp ! ’
(3)tiempo de adsorcién (3) tlemp(.), 0,0016
1%4 de adsorcién
3*4 4) pH 0,0004
1*3 772 @p -
2*Xq 877
W7
2*3
1*2 17
Efecto estandarizado
(B) Factor Valor p
Cantidad adsorbida e, 0,3331
(3)tiempo de adsorcién i o ;40 (2) Vr 0,7751
1%2 O 3) tlempc_>’ 0,0012
de adsorcién

1*31

wer

23y ™

@v|

I I I R

p=.05

Efecto estandarizado

ejercen los factores en superficies hidrofilicas (A) e hidrofébicas (B),

incluyendo los valores p asociados.
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puede concluir que todos los factores evaluados (pH, G, tiempo de adsorcién, y
vy) resultan estadisticamente significativos para la I' sobre superficies
hidrofilicas, mientras que sélo el tiempo de adsorcién resulta significativo
para la I sobre superficies hidrofébicas. Ademas, las interacciones entre los
factores sobre superficies hidrofilicas resultaron significativas, indicando que
los factores no son independientes entre si.

En la Figura 2.5 se muestra la variable de respuesta I' para todas las
combinaciones de factores experimentales evaluados en el proceso de
adsorcion-desorcién de ALB, representados por: simbolos de color rojo para
superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8 (rayados), y simbolos verdes
para superficies hidrofébicas a pH 7,3, medidos a los dos niveles de G, vry
tiempo de adsorciéon. En todas las combinaciones de factores evaluados en la
adsorcién (tanto para superficies hidrofdbicas e hidrofilicas a ambos valores
de pH), al variar el tiempo de adsorcién se modifica la T', esto indica la
dependencia de la cantidad adsorbida con el tiempo de adsorcién, como ya fue
mencionado a partir de los resultados del ANOVA. El hecho que el tiempo de
adsorcion sea el unico factor significativo para la adsorcién en superficies
hidrofébicas, indica que, a pesar de encontrarse un mayor numero de
moléculas de proteina disponibles para adsorberse (ya sea por un aumento en
la G,0 en la vr) es necesario un aumento en el tiempo de contacto para lograr
un incremento en la I'. Por esta misma razén, la vr es un factor menos
significativo que el tiempo de adsorcién en superficies hidrofilicas. Es decir,
luego de la adsorcion de las primeras moléculas hay una etapa mas lenta para
la adsorcién de las siguientes moléculas de proteina. Este comportamiento
puede explicarse por un aumento del area de contacto de las moléculas de

proteina adsorbida, ocasionado por la relajacion de las moléculas adsorbidas,
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ya sea por interacciones hidrofébicas o electrostaticas [1,24]. Como
consecuencia, se disminuye la probabilidad de que las proteinas que llegan a la
superficie encuentren sitios disponibles para adsorberse. Los mayores valores
de cantidad adsorbida de ALB se observan sobre superficies hidrofilicas a pH
4,8 debido a que en el plIE de la proteina las moléculas se adsorben formando

una monocapa mas compacta [28], y las interacciones electrostaticas

3,5 A (= 0,005 mg/ml, vy= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion =50 s a »

1 vC,=0,005 mg/ml, vy = 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion = 300 s _
3,0 { »C,=0005mg/ml, vs= 010 ml/s, tiempo de adsorc?c:)n =50s g Z
<4 (,= 0,005 mg/ml, vy= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 300 s / /
1 @ C,= 0100 mg/ml, vy = 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion = 50 s é %
2,5 - ® C,= 0100 mg/ml, vy = 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion = 300 s % é
4 (= 0,100 mg/ml, vy= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 50 s é D %
| ® C,= 0100 mg/ml, v;= 010 ml/s, tiempo de adsorcién = 300 s Z é
2,01 4 YLV
£ < 2197
E 1,51 1 A
1 AV
1901 n
N
" o
o
0.0 ANDANNN

Figura 2.5 Valores de I" para todas las combinaciones de factores evaluados
en el proceso de adsorcion-desorcion de ALB: simbolos de color rojo para
superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8 (rayados), y simbolos verdes
para superficies hidrofébicas a pH 7,3. La forma de los simbolos representa la
combinacion de los factores estudiados, G, vr y tiempo de adsorcién,
respectivamente: (A) 0,005 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (¥) 0,005 mg/m]l-0,02 ml/s-
300 s, (®) 0,005 mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (€) 0,005 mg/ml-0,10 ml/s-300 s, (®)
0,100 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (W) 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-300 s, (®) 0,100
mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (@) 0,100 mg/ml-0,10 ml/s-300 s. Las barras de error
representan la desviacion estandar calculada a partir de duplicados para
cada combinacién de los factores.
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repulsivas son despreciables. Por otra parte, se presenta un resultado
particular a este valor de pH al comparar el mayor nivel de G,y el menor nivel
de tiempo de adsorcién, donde la cantidad adsorbida depende de la ve(® y <P),
mientras que esta dependencia no se observa si se compara la misma
condicién al mayor nivel de tiempo de adsorcién ([N y ). El efecto de este
factor sobre la variable de respuesta sugiere que se requieren tiempos largos de
residencia sobre la superficie para optimizar los puntos de contacto entre la
ALB y las superficies hidrofilicas bajo condiciones electrostaticas favorables. Es
decir, al disponer de mayor tiempo para la adsorcién, la proteina puede
orientar sus grupos cargados positivamente hacia la superficie por estar en el

plE y asi, adsorberse en mayor medida.

2.2.1.3 Porcentaje de desorcion

En la forma mas clasica de tratar el proceso de adsorciéon (modelo de
Langmuir, presentado en el Capitulo 1), se considera que el adsorbato
interactia con el adsorbente sin desarrollar interacciones laterales [29]. En
particular, el comportamiento de las proteinas dista mucho de estas
consideraciones, de hecho, son moléculas asimétricas y complejas que pueden
establecer ademas interacciones entre si y/o con las moléculas de solvente. Por
lo cual, las moléculas de proteina se pueden desorber (es decir, abandonar la
superficie) frente al cambio de ciertas condiciones como temperatura, pH,
presioén, concentracién de proteina, entre otras [30]. Como fue mencionado en
el Capitulol, durante el proceso de relajacion de las proteinas sobre la
superficie, las moléculas resultan adsorbidas con una mayor fuerza de
interaccién, lo que ocasiona una disminucién en el porcentaje de desorcion
[1,2,31]. En consecuencia, para comprender el proceso global de adsorcion es

necesario evaluar la desorcion frente a la dilucién.
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En este trabajo, se evalu6 el porcentaje de desorcién frente a la
dilucién con PBS respecto a la I' obtenida para cada condicién experimental
del disefio factorial. En la Figura 2.6 se muestran los resultados del ANOVA
mediante los diagramas de Pareto de efectos estandarizados para superficies
hidrofilicas (A) e hidrofébicas (B) incluyendo los valores p para cada factor

evaluado sobre el porcentaje de desorcién. Todos los factores resultan

(A) Factor Valor p
Porcentaje de desorci6én 1) o 0,0219
(3)tiempo de adsorcién
i (3) tiempo ;73
1*2 de adsorcién
(4)pH
e (4) pH 0,0166
@vf 7
2*4 1
3%4 ¢ 7Y
1*4 V7277
p=.05
Efecto estandarizado
(B) Factor Valor p
Porcentaje de desorc1ort e, 0,1692
curvatura [/ (2) \%: 0,1521
1*21 .
(3) tiempo 4 475
(3)tiempo de adsorcién |/ de adsorcién

@
(1)cp

1*30

2*3

p=.05

Efecto estandarizado

Figura 2.6 Diagramas de Pareto de efectos estandarizados para porcentaje de
desorcion: efecto que ejercen los factores en superficies hidrofilicas (A) e
hidrofébicas (B), incluyendo los valores p asociados.
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estadisticamente significativos sobre el porcentaje de desorcién en superficies
hidrofilicas, si bien, el tiempo de adsorcién es el factor que mas afecta a esta
variable de respuesta. De hecho, este factor es el Unico que resulta
estadisticamente significativo para el porcentaje de desorcién en superficies
hidrofébicas. La dependencia de esta respuesta con el tiempo de adsorcién
implica que el proceso de adsorcion y el de relajacién ocurren en la misma
escala de tiempo (ver Figura 1.5 A, Capitulo 1), tanto en superficies hidrofilicas
como hidrofébicas. Cuando esto sucede, la relajaciéon de las proteinas
adsorbidas se ve condicionada por el espacio disponible, es decir, depende del
grado de cubrimiento superficial (ver ecuaciones 12,16,17, Capitulo 1) [6].

En la Figura 2.7 se muestra la variable de respuesta porcentaje de
desorcién para todas las combinaciones de factores experimentales evaluados
en el proceso de adsorcion-desorcion de ALB, representados por: simbolos de
color rojo para superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8 (rayados), y
simbolos verdes para superficies hidrofébicas a pH 7,3, medidos a los dos
niveles de G, vry tiempo de adsorcion. Para superficies hidrofébicas, se observa
que, para cada combinacion de factores experimentales, al aumentar el
tiempo de adsorcion, disminuye el porcentaje de desorcion. Esto se debe a que
la interaccién con la superficie induce la exposicion del interior hidrofébico de
la proteina hacia la superficie hidrofébica para evitar la hidratacién [1,2]. Por
otra parte, existe una disminuciéon en el porcentaje de desorcion para
superficies hidrofilicas a ambos pH con el aumento en el tiempo de adsorcién
en aquellas combinaciones de factores correspondientes al mayor nivel de G,y
menor nivel de vy (@/M y /), o por el contrario al mayor nivel de vy, y
menor nivel de G, (/€ y >/<1). Esto indica que la relajacién sobre superficies
hidrofilicas depende del espacio disponible, y que se observa una

compensacion entre los factores vry (, para que las moléculas de proteina
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cuenten con el espacio que requieren para poder relajarse. En consecuencia, a
bajo grado de cubrimiento superficial, el estado de relajacién de las moléculas

adsorbidas es mayor.

100

A (.= 0,005 mg/ml, vy= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion =50 s
[ ¥ C,= 0,005 mg/ml, vy= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcién =300 s
> C,= 0,005 mg/ml, vy= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcion = 50 s
® . C,= 0,005 mg/ml, vy= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 300 s
® (= 0,100 mg/ml, vy= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion = 50 s
v W (= 0,100 mg/ml, vy= 0,02 ml/s, tiempo de adsorcion = 300 s
* (,= 0,100 mg/ml, v¢= 0,10 ml/s, tiempo de adsorcion = 50 s
® (= 0100 mg/ml, vy = 0,10 ml/s, tiempo de adsorcién = 300 s
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Figura 2.7 Valores del porcentaje de desorcion para todas las combinaciones
de factores evaluados en el proceso de adsorcién-desorcién de ALB: simbolos
de color rojo para superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8 (rayados),
y simbolos verdes para superficies hidrofébicas a pH 7,3. La forma de los
simbolos representa la combinacién de los factores estudiados, G, vr y
tiempo de adsorcion, respectivamente: (A) 0,005 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (V)
0,005 mg/ml-0,02 ml/s-300 s, (») 0,005 mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (€) 0,005
mg/ml-0,10 ml/s-300 s, (®) 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (H) 0,100 mg/m1l-0,02
ml/s-300 s, (¢) 0,100 mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (@) 0,100 mg/ml-0,10 m1/s-300 s.
Las barras de error representan la desviacion estandar calculada a partir de
duplicados para cada combinacién de los factores.

A partir de los analisis realizados para cada variable de respuesta surge

la necesidad de conocer la cantidad de ALB que permanece adsorbida luego de
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la desorciéon por dilucién, y analizar el proceso de relajacion de las proteinas
adsorbidas. La Figura 2.8 muestra la cantidad adsorbida remanente luego de la
desorcién por dilucién (I'rem) en funcién de la cantidad adsorbida (T)
correspondiente a todas las condiciones experimentales, representados por:
simbolos de color rojo para superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8

(rayados), y simbolos verdes para superficies hidrofébicas a pH 7,3, medidos a
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Figura 2.8 Valores de I'rem €n funcion de la I' para todas las combinaciones de
factores evaluados en el proceso de adsorcién-desorcién de ALB: simbolos de
color rojo para superficies hidrofilicas a pH 7,3 (lisos) y a pH 4,8 (rayados), y
simbolos verdes para superficies hidrofébicas a pH 7,3. La forma de los
simbolos representa la combinacion de los factores estudiados, G, vr y
tiempo de adsorcion, respectivamente: (A) 0,005 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (V)
0,005 mg/ml-0,02 ml/s-300 s, (») 0,005 mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (€) 0,005
mg/ml-0,10 ml/s-300 s, (®) 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-50 s, (M) 0,100 mg/m1-0,02
ml/s-300 s, (®) 0,100 mg/ml-0,10 ml/s-50 s, (@) 0,100 mg/ml-0,10 m1/s-300 s.
Las barras de error representan la desviacion estandar calculada a partir de
duplicados para cada combinacién de los factores (en aquellos simbolos sin
barra de error el tamafio del simbolo representa la incerteza).
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los dos niveles de G, vry tiempo de adsorcion. Se pueden distinguir dos zonas:
una zona en la que I'.em €S constante e igual a 0,04 mg/m? para I' de hasta
0,20 mg/m? aproximadamente, seguida de una relacion lineal entre las
variables estudiadas, con una pendiente de 0,91 (R*=0,98). La primera zona se
observa para la mayoria de las combinaciones factoriales de adsorcién sobre
superficies hidrofilicas a pH 7,3, donde a pesar de los diferentes valores de I
alcanzada, s6lo se mantiene 0,04 mg/m? sobre la superficie luego de la
desorcién por dilucién. Esto indica que por lo menos se presentan dos
poblaciones de proteinas adsorbidas, una unida débilmente que se remueve
por dilucién y otra fuertemente adsorbida que corresponde a una I'wem igual a
0,04 mg/m? Obviamente, estas moléculas que permanecen adsorbidas con una
fuerte interaccion son consecuencia de moléculas de ALB relajadas que
optimizan la interaccién aumentando los puntos de unién con la superficie.
Esta situacién fue ejemplificada en la Figura 1.5 A del Capitulo 1, donde la vc es
del mismo orden que la v, y, por lo tanto, existen dos poblaciones de proteinas
adsorbidas: nativas y relajadas (I'nv y I'r). De acuerdo con estas simulaciones,
['em podria relacionarse con I'z. La segunda zona indica que el proceso de
desorcion estuvo practicamente ausente en la mayoria de las combinaciones
de factores experimentales. Este hecho se relaciona a la fuerza de la
interaccion  proteina-superficie = como resultado de interacciones
electrostaticas o hidrofébicas y/o interacciones laterales entre las moléculas
de proteina adsorbida. Estas ultimas podrian prevalecer para la adsorcion a
pH 4,8, cuando la repulsion electrostatica es menor y el grado de cubrimiento
superficial es mayor, por lo tanto, la distancia de separaciéon entre las

moléculas adsorbidas es menor [1,2].
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En resumen, en el proceso de adsorcién-desorcién de ALB sobre
superficies de silica, la interaccién entre la superficie y las moléculas de
proteina controla la velocidad del proceso de adsorcion. Estas interacciones
varian segin la hidrofobicidad superficial y el pH del medio:

a) Para la adsorcibn sobre sobre superficies hidrofébicas estan
involucradas interacciones de tipo hidrofébico, donde juega un papel
importante la deshidratacién superficial (de las moléculas de proteina y de la
superficie). Estas interacciones se ven condicionadas por el tiempo que la
proteina reside sobre la superficie.

b) Por otra parte, en la adsorcién sobre superficies hidrofilicas a pH 4,8, se
evidencia un proceso rapido con una interaccién entre la superficie y la
proteina de tipo electrostatica de caracter muy fuerte, ademas de posibles
interacciones laterales entre las moléculas adsorbidas. El rol de las
interacciones laterales ha sido descripto para otros sistemas, por ejemplo,
lisozima-silica, en el cual son responsables de estabilizar la estructura de la
proteina adsorbida, e incluso influyen en la actividad biolégica superficial [32].
Ademas, en estas condiciones, se obtienen las mayores cantidades de proteina
adsorbidas, incluso frente a la desorcion por dilucién, lo que concuerda con
otros resultados publicados en la bibliografia para la adsorcién de ALB en su
plE [11,12,22,28].

c) Por ultimo, a pH 7,3 sobre superficies hidrofilicas, a pesar de presentarse
repulsién electrostatica entre las moléculas de proteina y la superficie, se
observa adsorciéon de ALB. Como consecuencia, se obtienen los valores de I'rem
mas bajos, con una fuerte interaccién condicionada por el espacio disponible,
como resultado de la optimizacién de la interaccién con la superficie. Se
pueden mencionar diversos ejemplos indicados en la bibliografia, en los cuales

la optimizacién de la interaccién proteina-superficie provoca cambios
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estructurales en las moléculas adsorbidas que, a su vez, estan relacionados con
una disminucién de la actividad biolégica superficial [13,31]. Tal es el caso, de
ALB adsorbida sobre diéxido de titanio, que sufre la alteracién de la estructura
secundaria, de ALB sobre 6xido de grafeno que, tras el cambio en la estructura
secundaria y terciaria, se altera la actividad biolégica, o de tripsina cuya
actividad se reduce al 9% al adsorberse sobre silica [33-36]. Por el contrario,
algunas proteinas son capaces de conservar su estructura, por lo que
mantienen su actividad bioldgica al adsorberse [13]. Asi, se pueden citar los
ejemplos de lisozima sobre espuma de silice o de B-glucanasa sobre

silica [37,38].

2.2.2 Adhesion bacteriana

Se utiliz6 el disefio factorial de experimentos para evaluar de forma
simultanea el efecto que diferentes factores tienen en la optimizacion del
proceso de adsorcion-desorcion de ALB, para minimizar la adhesion de
Staphylococcus aureus sobre las superficies de silica. Con este propésito, se
eligieron algunas condiciones de adsorciéon de ALB de la amplia variedad de
combinaciones de factores experimentales que resultan en diferente I'rem. Este
parametro provee una buena relacion entre la ALB adsorbida y el proceso de
adhesion, ya que, ademas de representar la cantidad de ALB adsorbida que
queda luego de la desorcién por dilucién, es un buen indicador del proceso de
relajacion de las proteinas adsorbidas. Se exploraron tiempos de incubacion
cortos, para evaluar el efecto de la adsorcién de proteina sobre la adhesion
bacteriana inicial, y largos, para evaluar su influencia sobre la formacién del
biofilm. El disefio experimental correspondiente a la adsorcién de proteinas

con la subsecuente evaluacién de la adhesion bacteriana y la formacién del
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biofilm, asi como los controles realizados sin proteina adsorbida, fue detallado
en el Capitulo 1 (ver apartado 1.39). Con el fin de estudiar la adhesi6n
bacteriana inicial y la formacién del biofilm, se realiz6 una evaluacién
cuantitativa mediante el conteo de las bacterias vivas adheridas por
Microscopia Confocal de Fluorescencia para las distintas condiciones de
adsorcién de ALB. Por otra parte, la morfologia de las bacterias adheridas fue
estudiada por Microscopia Electrénica de Barrido.

En primer lugar, se evalu6 la influencia de las propiedades
fisicoquimicas superficiales (carga e hidrofobicidad) en la adhesion bacteriana
inicial sobre superficies sin proteina adsorbida previamente. En segundo lugar,
se estudi6 el efecto de la adsorcion de ALB sobre la adhesion inicial vy,

posteriormente, sobre la formacién del biofilm de S aureus.

2.2.2.1 Adhesion bacteriana inicial sobre superficies sin
proteina adsorbida

Las interacciones fisicas asociadas a la adhesion bacteriana entre una
célula y una superficie plana incluyen las fuerzas de van der Waals, las
interacciones estéricas y las interacciones electrostaticas, conocidas
colectivamente como las fuerzas de DVLO (Derjaguin, Verwey, Landau y
Overbeek) [39,40]. Hay evidencia que la adhesion bacteriana se puede controlar
variando las propiedades superficiales como hidrofobicidad y carga [39-42]. En
particular, una superficie cargada positivamente puede potenciar la adhesién
bacteriana [40,42], asi como el caracter hidrofébico puede potenciar o inhibir
la adhesién bacteriana dependiendo de la hidrofobicidad de la pared
bacteriana [39,41]. En base a estos estudios, se propuso estudiar el efecto que
presentan dichas propiedades fisicoquimicas en las superficies de silica sobre

la adhesion de S. aureus. Para ello, las superficies de silica fueron modificadas
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quimicamente (ver apartado 131, Capitulo 1). Por wun lado, con
diclorodimetilsilano, utilizando la misma estrategia de modificacién
superficial para aumentar la hidrofobicidad que se emple6 para evaluar la
adsorcién de ALB sobre superficies hidrofébicas. Por otro lado, se form6 una
SAM por silanizacién de las superficies para conferirles cargas positivas. Se
utilizaron los dos valores de pH estudiados en el disefio factorial de
experimentos para la adsorcién de ALB (4,8 y 7,3) para evaluar la adhesion
bacteriana en las mismas condiciones que luego se estudiardan con ALB
previamente adsorbida. Las superficies de silica sin modificar presentan una
carga neta superficial negativa a los dos valores de pH empleados [3]. El
potencial zeta de S aureus suspendido en PBS y en TSB resulté ser negativo
(ver apartado 1.2.3, Capitulo 1).

La Figura 29 muestra la adhesion bacteriana expresada como
porcentaje de bacterias vivas (A) y bacterias totales/um? (B) en funcién de la
carga e hidrofobicidad superficial. El andlisis estadistico realizado para cada
variable (ANOVA y prueba a posteriori de DGC), demuestra que las propiedades
superficiales no tienen un efecto significativo en el proceso de adhesiéon de S.
aureus en los estadios iniciales. Este hecho sugiere que las interacciones
involucradas en el proceso de adhesién de bacterias a una superficie son de
distinta naturaleza (van der Waals, electrostaticas, hidrofébicas [43,44]), de tal
forma que la adhesién de S. aureus sobre superficies de silica no puede ser
controlada teniendo en cuenta un solo tipo de propiedad superficial (carga o

hidrofobicidad).
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Figura 2.9 Porcentaje de bacterias vivas (A) y bacterias totales/um?(B) para S.
aureus adherida sobre superficies de silica sin proteina adsorbida, con
diferentes propiedades superficiales tras 40 min de adhesion: superficies
hidrofilicas (rojo) a pH 4,8 (rayado) y 7,3 (liso), superficies hidrofébicas a pH
7,3 (verde), superficies hidrofilicas con carga positiva a pH 4,8 (azul) y pH 7,3
(fucsia). Las barras de error representan el intervalo de confianza del 95% y
(*) representa a condiciones con valores p > 0,05.

Por otra parte, se propuso evaluar el efecto del grado de hidrofobicidad
superficial en la adhesion de S. aureus a diferentes tiempos de incubacién. La
Figura 2.10 muestra el porcentaje de bacterias vivas (A) y bacterias
totales/um?(B) para la adhesion de S aureus con un tiempo de incubacién de
40 min y 5 h sobre superficies hidrofilicas e hidrofébicas. De igual manera que
en el caso anterior, no se evidenciaron diferencias significativas para la

cantidad de bacterias vivas, ni para la cantidad de bacterias totales. Esto
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refuerza la premisa que las interacciones entre S. aqureus y las superficies
sélidas sin proteina previamente adsorbida son de distinta naturaleza y no
s6lo dependen de la hidrofobicidad, inclusive a tiempos mayores de
incubacién. Los valores medios obtenidos para las distintas condiciones

evaluadas (0,04 de bacterias totales por um?y 62% de bacterias vivas) se
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Figura 2.10 Porcentaje de bacterias vivas (A) y bacterias totales/um?(B) para
S. aureus adherida sobre superficies de silica sin proteina adsorbida, con
diferentes propiedades superficiales y tiempos de incubacién: superficies

hidrofilicas a pH 7,3 (rojo) tras 40 min adhesion (borde de trazo liso), tras 5 h

de adhesién (borde de trazo rayado) y superficies hidrofébicas a pH 7,3
(verde) tras 40 min adhesién (borde de trazo liso), con 5 h de adhesién (borde
de trazo rayado). Las barras de error representan el intervalo de confianza
del 95% y (*) representa a condiciones con valores p > 0,05.
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emplearan en adelante como valores de referencia para calcular la variacién
en la adhesién sobre superficies con diferentes condiciones de proteinas

adsorbidas.

2.2.2.2 Adhesion bacteriana inicial

Para estudiar el efecto de ALB adsorbida sobre la adhesi6on de S.
aureus, se seleccionaron tres condiciones experimentales de la gran cantidad
de combinaciones de factores en los experimentos de adsorcién-desorcién de
ALB que fueron exploradas en la primera parte del trabajo. Estas condiciones
elegidas resultan en valores muy diferentes de I'rem: cantidad adsorbida
remanente baja (®), intermedia () y alta (). Esta seleccién representa tanto
a superficies hidrofilicas como hidrofébicas y abarca todos los factores
experimentales explorados. Por lo tanto, I'.m baja (0,04 £ 0,02 mg/m? fue
elegida de la superficie hidrofilica a pH 7,3 ((, = 0,100 mg/ml- vr=0,02 ml/s-
tiempo de adsorciéon = 50 s), [em intermedia (0,92 + 0,09 mg/m?) fue elegida de
la superficie hidrofébica (G,= 0,005 mg/ml- vr=0,10 ml/s-tiempo de adsorcion =
300 s) y INemalta (2,93 £ 0,01 mg/m? de la superficie hidrofilica a pH 4,8 (G,=
0,100 mg/ml- vr = 0,02 ml/s- tiempo de adsorcién = 300s). La Figura 2.11
muestra la variaciéon del porcentaje de bacterias vivas (A) y de bacterias
totales/um? (B) para la adhesién de S. aureus sobre superficies con ALB
adsorbida en estas tres condiciones respecto a superficies sin proteina
adsorbida. Por lo tanto, los resultados positivos indican un aumento en el
numero de bacterias vivas adheridas a las superficies con ALB adsorbida
previamente en comparaciéon con las superficies sin proteina adsorbida,
mientras que, los resultados negativos indican una inhibicién en la adhesion

de bacterias vivas de S. qureus. La condicién experimental que conduce a una
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Figura 2.11 Variacion del porcentaje de bacterias vivas (A) y de bacterias
totales/um? (B) para S. aureus adherida sobre superficies con ALB adsorbida
(respecto a superficies sin ALB adsorbida) tras 40 min de adhesion:
superficies hidrofilicas (rojo) a pH 4,8 (rayado) y 7,3 (liso) y superficies
hidrofébicas a pH 7,3 (verde). La forma de los simbolos representa la
combinacién de los factores estudiados, G, vry tiempo de adsorcion,
respectivamente: (@) 0,100 mg/m1l-0,02 ml/s-50 s, (€) 0,005 mg/ml-0,10 ml/s-
300 s, (W) 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-300 s. Las barras de error representan el
intervalo de confianza del 95% y (*) representa a condiciones con valores
p > 0,05.

Iem menor (0,04 £ 0,02 mg/m? constituye la inica condicién que ocasiona una
disminucion, tanto en la proporcion de bacterias vivas como en las bacterias
totales adheridas. Las diferencias observadas en las diferentes superficies

denotan la influencia de la cantidad adsorbida y del estado de relajacién de la

108



Capitulo 2

proteina en la adhesion bacteriana. Estos resultados indican claramente que
la adhesion bacteriana puede ser minimizada al variar las caracteristicas de la
pelicula adsorbida de proteina.

Considerando como referencia a la combinacién factorial que logré
minimizar la adhesiéon bacteriana correspondiente a una menor I['rem, S
estudiaron ligeras variaciones en las condiciones experimentales de adsorcion
con el fin de explorar si es posible minimizar ain mas la respuesta hacia la
adhesion de S qureus. La Figura 2.12 muestra la variacion del porcentaje de
bacterias vivas (A) y de bacterias totales/um?(B) para la adhesién de S. qureus
sobre superficies con ALB adsorbida en diferentes condiciones respecto a
superficies sin proteina adsorbida. Tomando como referencia a la condicién
de adsorcién de la superficie hidrofilica a pH 7,3 con la que se obtuvo la mejor
respuesta bacteriana (G, = 0,100 mg/ml-vr= 0,02 ml/s-tiempo de adsorcion =
50 s) fueron definidas las otras condiciones con ALB adsorbida: la misma
combinacién factorial cambiando por una superficie hidrofébica (@),
utilizando un tiempo de adsorcién mayor (M), reproduciendo una Irem baja
mediante la reduccién en la G, (A) y ademas, esta ultima combinacién
factorial fue evaluada sobre una superficie hidrofébica (4). Ninguna de las
condiciones de adsorcion de ALB evaluadas logra alcanzar un menor namero
de bacterias totales adheridas o de proporcion de bacterias vivas respecto a la
primera condicién de la figura (®), que corresponde a la menor Iem. Sin
embargo, una condicién de adsorcién logra igualar los resultados en ambas
variables de adhesion (A) segin el analisis estadistico y, coincidentemente,
corresponde a un valor de I'em de 0,04 mg/m? (£ 0,02 mg/m?. Los valores de
I'em resultantes de las restantes condiciones de adsorcién evaluadas son

mayores, aproximadamente 0,7 mg/m?* (® y W), y 0,21 mg/m? (+ 0,02 mg/m?
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A). Estos resultados indican que la I'rem €S un parametro adecuado para

relacionar el proceso de adsorcion de ALB y la adhesion de S aureus. En
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Figura 2.12 Variacion del porcentaje de bacterias vivas (A) y de bacterias
totales/um?(B) para S. aureus adherida sobre superficies con ALB adsorbida
(respecto a superficies sin ALB adsorbida) tras 40 min de adhesién:
superficies hidrofilicas a pH 7,3 (rojo) y superficies hidrofébicas a pH 7,3
(verde). La forma de los simbolos representa la combinacién de los factores
estudiados, G, vr y tiempo de adsorcion, respectivamente: (@) 0,100 mg/ml-
0,02 ml/s-50 s, (W) 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-300 s, (4) 0,005 mg/ml-0,02 ml/s-50
s. Las barras de error representan el intervalo de confianza del 95% y (*)
representa a condiciones con valores p > 0,05.
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consecuencia, es posible minimizar la adhesién inicial de S aureus en
situaciones particulares de adsorcion de ALB, y esta menor adhesion
bacteriana puede deberse al estado de relajaciéon alcanzado por la poblacion de
proteina que no se puede desorber por dilucién. Este hecho sugiere una
relacion entre el estado de relajacién de las moléculas de ALB en la superficie y
la cantidad de bacterias vivas adheridas.

Con el objetivo de analizar la inhibicién en la adhesion bacteriana a
tiempos mas largos de incubacién (90 min y 5 h), se evalu6 la condicién
experimental que logra una mayor inhibicién a tiempos cortos (superficie
hidrofilica a pH 7,3, (,= 0100 mg/ml-vr - 0,02 ml/s-tiempo de adsorcion =
50 s, ®). Asimismo, se estudié el efecto del modo de obtencién de la pelicula de
ALB adsorbida (condiciones cinéticas controladas vs. inmersion de la superficie
en soluciéon de ALB (, = 0,100 mg/ml durante 50 s) sobre la adhesion
bacteriana. La Figura 2.13 muestra la variacién del porcentaje de bacterias
vivas (A) y de bacterias totales/um? (B) respecto a superficies sin proteina
adsorbida, para la adhesiéon de S. aureus sobre superficies con ALB adsorbida
en estas condiciones, tomando en consideracién a la condiciéon que produce
inhibicién en la adhesién con un tiempo de incubacién de 40 min. Cuando la
adsorcion se produce por inmersion de la superficie en solucién de ALB,
aumenta considerablemente la adhesion de bacterias totales, asi como la
fraccién de bacterias vivas. Esto indica que es necesario controlar la cinética
del proceso de adsorcion de la proteina para inhibir la adhesion de S. aureus
sobre la superficie, posiblemente debido a que la cantidad adsorbida y la
conformacién de las proteinas adsorbidas en ambas condiciones son
diferentes. De hecho, las condiciones hidrodindmicas controladas implican
que es posible controlar la velocidad de llenado de la superficie y "condicionar”

la relajacion superficial. Al comparar la condicién en la cual la ALB se adsorbe
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Figura 2.13 Variacion del porcentaje de bacterias vivas (A) y de bacterias
totales/um?(B) para S. qureus adherida sobre superficies con ALB adsorbida
(respecto a superficies sin ALB adsorbida) con diferentes tiempos de
incubacién: superficies hidrofilicas a pH 7,3 (rojo) tras 40 min adhesion
(borde de trazo liso), tras 90 min de adhesion (borde de trazo punteado) y
tras 5 h de adhesion (borde de trazo rayado). La forma de los simbolos
representa la combinacién de los factores estudiados, G, vr y tiempo de
adsorcién respectivamente, si corresponde: (®) 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-50 s,
(%) 0,100 mg/ml-inmersion en la solucién de ALB-50 s. Las barras de error
representan el intervalo de confianza del 95% y (*) representa a condiciones
con valores p > 0,05.
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en condiciones cinéticas controladas en funcién del tiempo de incubacion, se
observa una menor inhibicién en la adhesién bacteriana al aumentar el
tiempo de incubacién con S aureus, con la misma cantidad de bacterias
totales adheridas, pero mayor proporcion de bacterias vivas. Esto puede
deberse a que, en virtud de la naturaleza de las interacciones inespecificas
involucradas en los estadios iniciales de la adhesion bacteriana, puede ocurrir
el desprendimiento de células bacterianas de la superficie [39,41,45]. En
particular, se desprenderan con mayor facilidad las bacterias muertas, ya que
pueden experimentar menor fuerza de adhesiéon con la superficie [45]. En
consecuencia, la variacién en la fuerza de adhesién seria la responsable de las
diferencias observadas en la adhesion bacteriana con el tiempo de incubacion.

Para estudiar la morfologia de las bacterias adheridas sobre las
superficies con ALB adsorbida en las condiciones que inhiben la adhesi6n
bacteriana, asi como la diferencia entre la morfologia de las bacterias
adheridas vivas y muertas, se utiliz6 la Microscopia Electrénica de Barrido.
Para este propésito, luego de la incubaciéon de las superficies con ALB
adsorbida con la suspension de S. gqureus, las muestras se prepararon segun lo
detallado en el apartado 1.3.11 del Capitulo 1 para visualizarlas bajo esta
microscopia. Como un control positivo de la morfologia de las bacterias vivas
se empled una condiciéon de adsorcion de ALB en la cual se adhiere una alta
proporcion de bacterias vivas (8315%) tras 90 min de adhesion. En particular,
la adsorcién de ALB se realiz6 mediante la inmersion de las superficies en la
soluciéon de proteina (G, = 0,100 mg/ml-inmersion en la solucién de ALB-
tiempo de adsorcion = 50 s). Por otra parte, como un control negativo de la
morfologia de las bacterias vivas se emple6 la misma condicién de adsorcién,
pero, tras 90 min de incubacién con la suspension bacteriana, se realizé una

incubacioén en PBS a temperatura ambiente toda la noche. De esta manera, el
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tiempo adicional de incubacién en PBS induce la muerte bacteriana. Este
hecho fue comprobado por Microscopia Confocal de Fluorescencia.

La Figura 2.14 presenta las imagenes de Microscopia Confocal de
Fluorescencia y de Microscopia Electronica de Barrido de S aureus adherida
sobre superficies hidrofilicas a pH 73 con ALB adsorbida. El panel A
corresponde al control positivo de la viabilidad bacteriana, el panel B al
control negativo y, por ultimo, el panel C a la condiciéon de adsorcién que
produjo inhibicién de la adhesion bacteriana a 40 min de incubacién (G, =
0,00 mg/ml- vf =0,02 ml/s-tiempo de adsorcién=50 s). En el panel A, las
imagenes de Microscopia Electronica muestran células simétricas de
morfologia conservada y pared celular intacta y uniforme, acorde con la
imagen de Microscopia Confocal de Fluorescencia. En el panel B, se evidencian
bacterias de morfologia asimétrica con pared celular irregular con
perturbaciones, lo que sugiere la pérdida del contenido citoplasmatico en
acuerdo con la pérdida de integridad celular y acorde a la imagen obtenida
por Microscopia Confocal de Fluorescencia. Esto demuestra la diferente
morfologia de las bacterias vivas adheridas respecto de las muertas.
Finalmente, en el panel C, para la condiciéon de adsorciéon de ALB que
minimiza la adhesion bacteriana, se observan células adheridas con cierta
asimetria, ademas de restos de contenido celular y gran heterogeneidad en el
tamarfio celular (de 100 a 600 nm). De esta manera, se observa que la mayoria
de las células presenta una morfologia similar a la de las células muertas

adheridas sobre la superficie.
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Figura 2.14 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia y de
Microscopia Electrénica de Barrido de S. aureus sobre superficies hidrofilicas
a pH 7,3 con ALB adsorbida. (A) Control positivo (B) Control negativo (C)
Condici6n de adsorcion: G,= 0,100 mg/ml- vr=0,02 ml/s-tiempo de
adsorcién=50 s
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2.2.2.3 Formacion del biofilm

Esta cepa bacteriana de S. aureus es capaz de formar biofilm sobre las
superficies de silica, tanto en caldo triptona soja (TSB), como en PBS de a 7,3
como fue demostrado en el apartado 1.3.8 del Capitulo 1. Para evaluar si la
adsorcion de ALB que resulta en un I'rem = 0,04 mg/m?* y que logra minimizar la
adhesion bacteriana inicial es también efectiva inhibiendo la formacién del
biofilm de S. aureus, se estudié la adhesion de esta bacteria a tiempos de
incubacién mas largos mediante Microscopia Confocal de Fluorescencia (ver
apartado 1.3.8, Capitulo 1). La Figura 2.15 muestra las imagenes obtenidas para
S. aureus adherida sobre superficies hidrofilicas a pH 7,3 en medio de cultivo
TSB (A), en PBS (B), y en PBS previa adsorcion de ALB en las condiciones de
adsorcion: G, = 0,100 mg/ml- vf=0,02 ml/s-tiempo de adsorciéon=50 s (C). En el
panel A se evidencia crecimiento en biofilm para la bacteria en caldo de
cultivo, con crecimiento en forma de césped. Para evaluar si hubo crecimiento
bacteriano en multicapas, se tom6 una imagen mediante un corte transversal
préximo a la superficie y no se encontré mas de una capa de células sobre la
superficie, lo que indica que el biofilm formado es plano. En el panel B, pueden
apreciarse microcolonias de S aureus, las cuales corresponden a la etapa
previa a la formaciéon de un biofilm maduro. Este comportamiento concuerda
con el ensayo realizado para evaluar la formacion del biofilm (ver apartado
1.3.8, Capitulo 1) en donde se afirmé que en PBS a pH 73 las células se
encontrarian en etapas tempranas de formacién del biofilm. Por ultimo, para
las superficies con ALB adsorbida en condiciones cinéticas controladas, s6lo se
observan algunas células adheridas, demostrando la inhibicion en la

formacion del biofilm de esta bacteria sobre la superficie.
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Figura 2.15 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia de S. qureus
sobre superficies hidrofilicas a pH 7,3 en condiciones capaces de formar
biofilm: (A) en TSB (B) en PBS (C) en PBS con ALB adsorbida: C,=
0,100 mg/ml- vr=0,02 ml/s-tiempo de adsorcién=50 s

Por otra parte, se evalué de forma cuantitativa la inhibicién en la

adhesion bacteriana en funcién del tiempo de incubacién para la condicién
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experimental que logra minimizar la adhesiéon bacteriana inicial y la
formacion del biofilm (G,= 0,100 mg/ml- vf=0,02 ml/s-tiempo de adsorcién=50
s). La Figura 2.16 muestra el nimero de bacterias/um? diferenciando bacterias
muertas (rojas) de vivas (verdes), para la adhesion de S aureus con un tiempo
de incubacién de 40 min y 18 h sobre superficies hidrofilicas con ALB
adsorbida en esta condicién. En la figura también se incluyen los datos de
referencia para superficies sin proteina adsorbida con tiempos de incubacién
de 40 min y 5 h (ver Figura 2.10). Al aumentar el tiempo de incubacién en la
adhesi6én bacteriana sobre superficies con ALB adsorbida, disminuye

considerablemente el numero de bacterias adheridas. Esto implica que la
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Figura 2.16 Bacterias vivas/um? (verdes) y muertas/um? (rojas) para S. aureus
adherida sobre superficies hidrofilicas a pH 7,3 tras 40 min adhesién (borde
de trazo liso), tras 40 min y 5 h de adhesion (borde punteado) y tras 18 h de
adhesion (borde de trazo rayado). La forma de los simbolos representa la
combinacién de los factores estudiados, G, vr y tiempo de adsorcién
respectivamente, si corresponde: (O) superficies sin ALB adsorbida (®)
superficies con ALB adsorbida: 0,100 mg/ml-0,02 ml/s-50 s. Las barras de
error representan el intervalo de confianza del 95%.
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inhibicién en la adhesién inicial provocada por la proteina adsorbida en
estado relajado se mantiene en el tiempo, de manera tal que se minimiza ain
mas la adhesion. Estos resultados demuestran que la colonizacién superficial
de S aureus puede controlarse mediante la adsorcién de ALB en condiciones
tales en que se promueva la conformacién relajada de la proteina sobre la
superficie. Ademas, estos resultados, en consonancia con los resultados de
adhesion Dbacteriana inicial para diferentes tiempos de incubacién,
demuestran que la adhesién bacteriana involucrada en superficies con ALB
adsorbida estd mediada por interacciones fisicoquimicas no especificas que

pueden dar lugar al desprendimiento de las células bacterianas.

2.3 Conclusiones

Se establece una relacion entre el proceso de adsorcién-desorcion de ALB
sobre superficies de silica con la adhesion de S. aureus mediante el empleo de
un disefio factorial de experimentos, con el fin de optimizar el proceso de
adsorcion para minimizar la adhesion bacteriana. La velocidad del proceso de
adsorcion de ALB sobre superficies de silica es controlada por la interaccion
proteina-superficie, ya sea por medio de interacciones electrostaticas o
hidrofébicas. A su vez, las interacciones de las moléculas de ALB sobre
superficies hidrofébicas producen una adsorcién mas rapida que sobre
superficies hidrofilicas. Por otra parte, el comportamiento observado a partir
de la evaluacion de la cantidad adsorbida se explica mediante un aumento del
area de contacto de las primeras moléculas de ALB adsorbida, ocasionado por
su relajacion, ya sea por interacciones hidrofébicas o electrostaticas. A su vez,
el proceso de relajacién depende del espacio disponible, es decir, del
cubrimiento superficial. En consecuencia, a bajo grado de cubrimiento, el

estado relajado de las moléculas adsorbidas es mayor.
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Por otra parte, como resultado de la optimizaciéon del proceso de
adsorcion respecto a minimizar la adhesion bacteriana se observa que el
proceso de adhesién de S aureus presenta una fuerte dependencia con la
presencia de moléculas de ALB adsorbida sobre la superficie, con las cuales
establece interacciones inespecificas. De hecho, se observa una clara relacién
entre el estado relajado de las moléculas de ALB adsorbidas sobre la superficie
y la cantidad de bacterias vivas adheridas. Los cambios estructurales que sufre
la molécula de ALB durante la relajaciéon superficial dependen de las
propiedades fisicoquimicas superficiales y del control cinético del proceso de
adsorcion tendiente a lograr la menor I'em. Estos cambios conducen a
minimizar la adhesiéon bacteriana, tanto en su etapa inicial como en la
formacién del biofilm. Los resultados de este capitulo, sientan las bases para
proponer estrategias de biofuncionalizacién superficial para inhibir la
adhesién de S aureus, donde las condiciones de biofuncionalizacién deben
tener en cuenta, en particular, el estado superficial de ALB, vinculado con la

relajacion y la estructura de las moléculas de proteina.

120



Capitulo 2

Referencias

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

7]

(8]

10]

(11]

(12]

(13]

W. Norde, J. Buijs, H. Lyklema, Adsorption of globular proteins, in: J. Lyklema (Ed.),
Fundam. Interface Colloid Sci., Elsevier, 2005: p. 3.1-3.59. d0i:10.1016/S1874-5679(05)80007-8.

W. Norde, Adsorption of (Bio)Polymers, with Special Emphasis on Globular Proteins, in:
Colloids Interfaces Life Sci, Marcel Dekker, New York, EEUU, 2003: p. 15.1-157.
doi:10.1201/9780203912157.ch15.

N.G. Hoogeveen, M.A. Cohen Stuart, GJ. Fleer, Polyelectrolyte Adsorption on Oxides. I
Kinetics and Adsorbed Amounts, J. Colloid Interface Sci. 182 (1996) 133-145.
doi:10.1006/jcis.1996.0444.

V. Krisdhasima, P. Vinaraphong, J. McGuire, Adsorption kinetics and elutability of o-
Lactalbumin, B-Casein, B-Lactoglobulin, and bovine serum albumin at hydrophobic and
hydrophilic interfaces, J. Colloid Interface Sci. 161 (1993) 325-334. doi:10.1006/jcis.1993.1474.

W. Mientus, E. Knippel, Theoretical modelling of plasma protein adsorption/ desorption
processes onto solid surfaces, J. Biomater. Sci. Polym. Ed. 7 (1995 401-414.
doi:10.1163/156856295X00418.

C.F. Wertz, MM. Santore, Effect of Surface Hydrophobicity on Adsorption and Relaxation
Kinetics of Albumin and Fibrinogen: Single-Species and Competitive Behavior, Langmuir.
17 (2001) 3006-3016. d0i:10.1021/1a0017781.

J.  Rodriguez-Sanchez, A.M. Gallardo-Moreno, JM. Bruque, ML. Gonzalez-Martin,
Adsorption of human fibrinogen and albumin onto hydrophobic and hydrophilic
Ti6Al4V powder, Appl. Surf. Sci. 376 (2016) 269-275. doi:10.1016/j.apsusc.2016.03.014.

P. Moazzam, A. Razmjou, M. Golabi, D. Shokri, A. Landarani-Isfahani, Investigating the BSA
protein adsorption and bacterial adhesion of Al-alloy surfaces after creating a
hierarchical (micro/nano) superhydrophobic structure, J. Biomed. Mater. Res. - Part A. 104
(2016) 2220-2233. d0i:10.1002/jbm.a.35751.

H. Miorner, E. Myhre, L. Bjorck, G. Kronvall, Effect of specific binding of human albumin,
fibrinogen, and immunoglobulin G on surface characteristics of bacterial strains as
revealed by partition experiments in polymer phase systems, Infect. Immun. 29 (1980)
879-885. PMID: 7429636.

M. Kumari, UK. Singh, A.B. Khan, M.A. Malik, R. Patel, Effect of bovine serum albumin on
the surface properties of ionic liquid-type Gemini surfactant, J. Dispers. Sci. Technol. 39
(2018) 1462-1468. doi:10.1080/01932691.2017.1417132.

J. Shan, C. Kim, Z. Zhang, L. Wang, T. Sun, Adsorption of BSA on Carbon-coated Fe;O,
Microspheres  Activated with 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- Carbodiimide
Hydrochloride, J. Wuhan Univ. Technol. Sci. Ed. 33 (2018) 1-8. d0i:10.1007/s11595-018-1777-0.

L.E. Valenti, P.A. Fiorito, C.D. Garcia, C.E. Giacomelli, The adsorption-desorption process of
bovine serum albumin on carbon nanotubes, J. Colloid Interface Sci. 307 (2007) 349-356.
doi:10.1016/].jcis.2006.11.046.

M. Rabe, D. Verdes, S. Seeger, Understanding protein adsorption phenomena at solid
surfaces, Adv. Colloid Interface Sci. 162 (2011) 87-106. doi:10.1016/j.cis.2010.12.007.

121


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7429636

Adsorcién de albumina y adhesién bacteriana

14]

(15]

[16]

(17]

(18]

[19]

(20]

[21]

(22]

(23]

(24]

(25]

26]

(27]

(28]

(29]

122

M. Wahlgren, T. Arnebrant, Protein adsorption to solid surfaces, Trends Biotechnol. 9
(1991) 201-208. d0i:10.1016/0167-7799(91)90064-0.

H. Quiquampoix, RG. Ratcliffe, A *P NMR study of the adsorption of bovine serum
albumin on montmorillonite using phosphate and the paramagnetic cation Mn?*:
modification of conformation with pH, J. Colloid Interface Sci. 148 (1992) 343-352.
doi:10.1016/0021-9797(92)90173-].

M. Dabgowska, Z. Adamczyk, M. Kujda, Mechanism of HSA adsorption on mica
determined by streaming potential, AFM and XPS measurements, Colloids Surfaces B
Biointerfaces. 101 (2013) 442-449. d0i:10.1016/j.colsurfb.2012.07.007.

C.E. Giacomelli, Tesis doctoral. Propiedades adsortivas de las interfaces sélidos coloidales-
solucién acuosa, Universidad Nacional de Cérdoba, 1997.

W. Norde, My voyage of discovery to proteins in flatland... and beyond, Colloids Surfaces B
Biointerfaces. 61 (2008) 1-9. doi:10.1016/j.colsurfb.2007.09.029.

W. Norde, J. Lyklema, The Absorption of Human Plasma Albumin and Bovine Pancreas
Ribonuclease at Negatively Charged Polystyrene Surfaces: V Microcalorimetry, J. Colloid
Interface Sci. 66 (1978) 285-294. d0i:10.1016/0021-9797(78)90303-X.

Y.I Tarasevich, LI. Monakhova, Interaction between Globular Proteins and Silica
Surfaces, Colloid J. 64 (2002) 482-487. doi:10.1023/A:101682832.

Z. Ma, J. Bai, Y. Wang, X. Jiang, Impact of shape and pore size of mesoporous silica
nanoparticles on serum protein adsorption and RBCs hemolysis, ACS Appl. Mater.
Interfaces. 6 (2014) 2431-2438. do0i:10.1021/am404860q.

TJ. Su, JR. Ly, RK. Thomas, ZF. Cui, Effect of pH on the Adsorption of Bovine Serum
Albumin at the Silica/Water Interface Studied by Neutron Reflection, J. Phys. Chem. B.
103 (1999) 3727-3736. d0i:10.1021/jp983580;.

C.E. Giacomelli, W. Norde, The Adsorption-Desorption Cycle. Reversibility of the BSA-
Silica System, J. Colloid Interface Sci. 233 (2001) 234-240. d0i:10.1006/jcis.2000.7219.

M.L. Martin, V. Pfaffen, L.E. Valenti, C.E. Giacomelli, Albumin biofunctionalization to
minimize the Staphylococcus aureus adhesion on solid substrates, Colloids Surfaces B
Biointerfaces. 167 (2018) 156-164. d0i:10.1016/j.colsurfb.2018.04.006.

L. Valenti, Tesis doctoral. Desde la optimizacién de la interaccién enzima-superficie hacia
la obtencién de inmunoensayos en fase sélida, Universidad Nacional de Cérdoba, 2008.

W. Norde, C.E. Giacomelli, BSA structural changes during homomolecular exchange
between the adsorbed and the dissolved states, J. Biotechnol. 79 (2000) 259-268.
doi:10.1016/S0168-1656(00)00242-X.

E. Herrera, Tesis Doctoral. Disefio y desarrollo de superficies bio-funcionales para la
determinacion de D-amino&cidos, Universidad Nacional de Cérdoba, 2013.

C.E. Giacomelli, M.J. Avena, C.P. De Pauli, Adsorption of Bovine Serum Albumin onto TiO,
Particles, J. Colloid Interface Sci. 188 (1997) 387-395. d0i:10.1006/jcis.1996.4750.

I. Langmuir, The Constitution and Fundamental Properties of Solids and Liquids (Part I),



3]

(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

(36]

(37]

(38]

(39]

[40]

[41]

(42]

43]

Capitulo 2

J. Am. Chem. Soc. 38 (1916) 2221-2295. d0i:10.1021/ja02268a002.

W. Norde, Adsorption, in: Colloids Interfaces Life Sci, Marcel Dekker, New York, EEUU,
2003: p. 14.1-14.5. d0i:10.1201/9780203912157.ch14.

W. Norde, CE. Giacomelli, Conformational changes in proteins at interfaces: From
solution to the interface, and back, Macromol. Symp. 145 (1999) 125-136.
doi:10.1002/masy.19991450114.

Y. Wei, AA. Thyparambil, R.A. Latour, Quantification of the influence of protein-protein
interactions on adsorbed protein structure and bioactivity, Colloids Surfaces B
Biointerfaces. 110 (2013) 363-371. doi:10.1016/j.colsurfb.2013.04.018.

C.E. Giacomelli, M.J. Esplandiy, P.I. Ortiz, M.J. Avena, C.P. De Pauli, Ellipsometric Study of
Bovine Serum Albumin Adsorbed onto Ti/TiO, Electrodes, J. Colloid Interface Sci. 218 (1999)
404-411. doi:10.1006/jcis.1999.6434.

S. Thakur, N. Hashim, S. Neogi, A K. Ray, Size-dependent adsorption and conformational
changes induced in bovine serum albumin (BSA) on exposure to titanium dioxide (TiO,)
nanoparticles, Sep. Sci. Technol. 52 (2017) 421-434. doi:10.1080/01496395.2016.1257639.

H. Zhang, Z. Zhu, W. Wang, Z. Fei, J. Cao, Changing the Activities and Structures of Bovine
Serum Albumin Bound to Graphene Oxide, Appl. Surf Sci. 427 (2017) 1019-1029.
doi:10.1016/j.apsusc.2017.08.130.

S. Koutsopoulos, K. Patzsch, W.T.E. Bosker, W. Norde, Adsorption of trypsin on hydrophilic
and hydrophobic surfaces, Langmuir. 23 (2007) 2000-2006. doi:10.1021/1a062238s.

S. Lu, J. He, Z. Liu, Tuning interfacial non-covalent interactions through biomimetic
functionalization of inorganic surface: The case of lysozyme and mesocellular silica foam
hybrids, Chem. Eng. J. 146 (2009) 503-514. d0i:10.1016/j.cej.2008.10.032.

S. Koutsopoulos, A.M. Tjeerdsma, J.F.T. Lieshout, J. van der Oost, W. Norde, In situ
structure and activity studies of an enzyme adsorbed on spectroscopically undetectable
particles, Blomacromolecules. 6 (2005) 1176-1184. doi:10.1021/bm049471u.

T.R. Garrett, M. Bhakoo, Z. Zhang, Bacterial adhesion and biofilms on surfaces, Prog. Nat.
Sci. 18 (2008) 1049-1056. doi:10.1016/j.pnsc.2008.04.001.

K. Hori, S. Matsumoto, Bacterial adhesion: From mechanism to control, Biochem. Eng. J.
(2010) 424-434. doi:10.1016/j.bej.2009.11.014.

J.D. Patel, M. Ebert, R. Ward, J.M. Anderson, S. epidermidis biofilm formation: Effects of
biomaterial surface chemistry and serum proteins, J. Biomed. Mater. Res. - Part A. 80
(2007) 742-751. doi:10.1002/jbm.a.31103.

B. Fang, S. Gon, M. Park, K.N. Kumar, V.M. Rotello, K. Nusslein, M.M. Santore, Bacterial
adhesion on hybrid cationic nanoparticle-polymer brush surfaces: lonic strength tunes
capture from monovalent to multivalent binding, Colloids Surfaces B Biointerfaces. 87
(2011) 109-115. doi:10.1016/j.colsurfb.2011.05.010.

R. Bos, H.C. Van Der Mei, HJ. Busscher, Physico-chemistry of initial microbial adhesive
interactions - Its mechanisms and methods for study, FEMS Microbiol. Rev. (1999) 179-230.
doi:10.1016/S0168-6445(99)00004-2.

123



Adsorcién de albumina y adhesién bacteriana

(44]

A. Roosjen, W. Norde, H.C. Van Der Mei, H.J. Busscher, The use of positively charged or low
surface free energy coatings versus polymer brushes in controlling biofilm formation,
Prog. Colloid Polym. Sci. 132 (2006) 138-144. doi:10.1007/2882_026.

[45] Y. Liu, J. Strauss, T.A. Camesano, Adhesion forces between Staphylococcus epidermidis

124

and surfaces bearing self-assembled monolayers in the presence of model proteins,
Biomaterials. 29 (2008) 4374-4382. doi:10.1016/j.biomaterials.2008.07.044.



CAPITULO 3

Adsorcion de fibrinogeno y adhesion bacteriana







Capitulo 3

Capitulo 3: Adsorcion de fibrindgeno y adhesion bacteriana

3.1 Introduccion

En el presente Capitulo, se discutirdn los resultados concernientes al
objetivo de comprender el proceso de adsorcién-desorciéon de FBG sobre
superficies de silica, para optimizar las condiciones de adsorcién capaces de
inhibir la adhesion de S. aureus. En primer lugar, se presentaran los resultados
del proceso de adsorcién-desorcion de FBG sobre superficies de silica estudiado
mediante Reflectometria. El abordaje metodolégico difiere del Capitulo
anterior en cuanto a que no se utilizé un disefio factorial de experimentos,
sino que se realiz6 una evaluacion exhaustiva del proceso de adsorcion de FBG,
dado que dicho proceso ha sido menos explorado que el de ALB. Para ello, el
estudio incluyé una combinacién de los resultados experimentales con el
modelo presentado en el Capitulo 1. De esta manera, es posible comprender las
distintas etapas involucradas en el mecanismo de adsorciéon de FBG sobre
superficies de silica. A partir de los resultados de este proceso, se evaluara la
relacion entre la adhesion bacteriana en superficies con FBG adsorbido. En
este sentido, en segundo lugar, se estudiara la adhesion de S aureus sobre las
superficies con FBG adsorbido empleando Microscopia Confocal de
Fluorescencia y Microscopia Electronica de Barrido, abordando la adhesion

bacteriana inicial y la formacién del biofilm.

3.2 Resultados y Discusion

3.2.1 Estudio del proceso de adsorcion de fibrindgeno

Tal como se detall6 previamente, el proceso de adsorcion de proteinas

comprende una serie de etapas, las cuales fueron esquematizadas en la Figura
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1.4 (Capitulo 1): el transporte desde el seno de la solucién hacia la zona préxima
a la superficie [1], la interacciéon con la superficie a través del equilibrio
adsorcion-desorcion [2,3], y la posterior relajacién que puede sufrir la molécula
una vez adsorbida, para optimizar la interacciéon con la superficie. La
Reflectometria permite estudiar las distintas etapas del proceso de adsorciéon-
desorcion de proteinas, ya que permite conocer las contribuciones relativas de
cada una de las etapas en el proceso global de adsorcién. Para ello, es necesario
por un lado evaluar la etapa inicial de adsorcion comprendida por el
transporte y la interaccién con la superficie y, por otro lado, la relacién entre
el cubrimiento superficial y la relajacion de las moléculas. Ambos estudios se
abordan a continuacion.

Los experimentos se llevaron a cabo tal como fue detallado en el
Capitulo 1 y de manera similar a lo realizado para el estudio de adsorcién-
desorcion de ALB en el Capitulo 2. En particular para este sistema, el tiempo
de adsorcién utilizado fue el necesario para alcanzar el estado estacionario y
poder evaluar asi la cantidad adsorbida en condiciones de saturacion (I's).
Ademas, se realizaron experimentos cortos de 300 s de adsorcion. Luego, para
evaluar la desorcién por dilucién en PBS, se hizo fluir PBS hacia la celda y no
se observo desorcion de FBG para ninguno de los casos experimentales
estudiados. Al valor de pH 7,3, la molécula de FBG presenta carga neta negativa
por estar por arriba de su plE, que tiene un valor de 5,8 [4]. La distribucion de
carga a este pH es heterogénea, con la carga negativa principalmente
localizada en la parte central de la molécula de FBG y la carga positiva a cada
extremo de la molécula [4]. La superficie de silica posee carga neta negativa a
dicho valor de pH, dado que su valor de PZC es aproximadamente 2 [5]. Se
exploraron diferentes concentraciones de proteina, mientras que la vr se

mantuvo constante a un valor de 0,02 ml/s. Se analizé la vi del FBG, que se
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obtiene a partir de la pendiente de la cinética en los primeros segundos y del

ajuste de las cinéticas con el modelo propuesto en el Capitulo 1 (v¢), y la I'

alcanzada luego de un cierto tiempo de adsorcion, para la condicion

experimental a evaluar.

Como ya fue expuesto en el Capitulo 1, la vi estd determinada por la

etapa de transporte de las moléculas de proteina (vi = v#) 0 por la interaccién

proteina-superficie, es decir el cubrimiento superficial, vc (vi <ve).

La Figura 3.1 muestra la vien funcion de la ve. Los valores de vifueron

determinados experimentalmente a partir de la pendiente inicial de las
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Figura 3.1 Valores de vi en funcion de la v al variar G, en el proceso de

adsorcién de FBG. La forma de los simbolos representa el valor de G,
(mg/ml): (m) 0,0005 (®) 0,0010 (4) 0,0015 (#) 0,0050 (<€) 0,0200. Las barras de
error o el tamafio de los simbolos representan la desviaciéon estandar
calculada a partir de duplicados de cada concentracion. La linea punteada
tiene una pendiente de 1.
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curvas de cinética de adsorcion de FBG a distinta (,, dentro de los 50 s iniciales
(segin el mejor ajuste lineal) y la verfue calculada a partir de la ecuacion (6) del
Capitulo 1. En la figura se incluye una recta de pendiente 1 en linea punteada.
Los resultados obtenidos pueden clasificarse en dos regimenes: para aquellas
(, menores a 0,0050 mg/ml ve es igual a vi y sélo para la G, correspondiente a
0,0020 mg/ml vi es menor a ve. Por lo tanto, la adsorcion esta controlada por el
transporte de las moléculas de FBG a las menores concentraciones, mientras
que, la cinética de adsorcién se encuentra limitada por un efecto de
saturacion superficial para la mayor G, evaluada.

La optimizacién de la interaccién proteina-superficie puede ocasionar
cambios conformacionales desde el estado nativo al estado relajado [2]. El
grado de relajacion de la biomolécula luego de la adsorcién depende de la
cohesion interna de la molécula de proteina y de las propiedades quimicas del
sistema adsorbente/proteina [3]. Con el objetivo de evaluar la contribucion del
cubrimiento superficial y del proceso de relajaciéon en el proceso global, se
puede estudiar la cinética de adsorcion a diferente velocidad de flujo [6] o
concentracién de proteina [7]. El anadlisis de estos resultados experimentales,
puede realizarse cualitativamente o cuantitativamente utilizando un modelo
del proceso de adsorciéon adecuado [3,8,9]. El primer tipo de andlisis se puede
realizar a partir de la estimacién de los tiempos caracteristicos para el
cubrimiento y la relajacion: tiempo caracteristico de cubrimiento superficial
(tc) y de relajacion (t;). Estos parametros se pueden calcular a partir de las
curvas de cinética de adsorcion [10]. La Figura 3.2 muestra como estimar t.(A) y
7. (B, C y D). El panel A muestra como estimar t. a partir de una curva de
cinética de adsorcion. En este caso, para evaluar el cubrimiento se eligio el
grado de cubrimiento superficial al 75%. De tal manera, se utiliz6 el tiempo

requerido para alcanzar el 75% de la cantidad adsorbida de saturacién (0,75 x
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[sa), €l cual se denomina 1 [6], como el modo de estimar el . (ver Figura 3.2 A).
La relacion entre 1.y vc es de tal manera que, a menor tiempo de cubrimiento,
mayor velocidad de cubrimiento [8]. Por otra parte, en los paneles B, Cy D se
observa como estimar el orden de magnitud de 1., extrapolando t para ['s.c >
0 (condicién en la cual las moléculas tienen suficiente espacio para la
relajacion) a partir del grafico ts en funcién de la s [6,11]. La relacién entre t.
y vr resulta de tal manera que, a menor tiempo de relajacion, mayor velocidad
para este proceso [8]. De esta forma, se puede obtener informacién acerca del
grado de relajacién mediante la comparacion entre vry vc por la comparacion
de sus tiempos caracteristicos 1. y 155 presentandose diversas alternativas.

Puede ocurrir que, el t. resulte mayor que 1 (ver Figura 3.2 B), es decir, que el

proceso de adsorcion sea mas
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Figura 3.2 Cinética de adsorcion en condiciones de estado estacionario (A) s
en funcién de la I'sx: para distintos sistemas adsorbato/superficie (B, D y E).
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rapido que el de relajaciéon (vec >vr), y como consecuencia las moléculas
adsorbidas conservan la estructura tridimensional que presentan en solucion
[8]. En este caso, el cubrimiento de la superficie ocurre tan rapido que previene
la relajacion de las proteinas y el grado de cubrimiento superficial es
independiente de la vc [11,12]. Por ejemplo, este es el comportamiento que se
puede observar para la adsorcion de la enzima D-aminodacido oxidasa (DAAO)
sobre superficies de silica a pH=7 [12], y para la adsorcién de la proteina H49
involucrada en la patogenia del Chagas, sobre superficies de silica modificadas
con Ni(II) [11].

Otra alternativa es que 1. y 17 resulten del mismo orden y por ende, los
procesos de adsorcion y relajacion ocurran en la misma escala de tiempo (ver
Figura 3.2 C), por lo cual las moléculas se adsorben a la vez que sufren
rearreglos estructurales propios del proceso de relajacion. En este caso, el grado
de relajacién depende del cubrimiento superficial porque la relajacion
determina la disponibilidad de sitios superficiales [6,89,11]. En consecuencia, la
s estd fuertemente condicionada por factores cinéticos (relaciones entre las
velocidades de las etapas del mecanismo de adsorcién), en lugar de aspectos
termodindmicos como la interaccion adsorbato-adsorbente. De esta manera
se comporta la adsorcion de ALB sobre silica a pH cercanos a 7 [13], tal como
fue discutido para los resultados presentados en el Capitulo anterior. Mientras
que, a valores de pH menores o iguales al pIE de ALB el grado de cubrimiento
debe ser bajo (0 <6 <0,8) para obedecer a esta tendencia, ya que de lo contrario
la baja disponibilidad de sitios superficiales condiciona el grado de relajacién
[13,14].

Por ultimo, puede ocurrir que t, resulte mucho mayor a s, es decir, que

vr sea mucho menor a vc (ver Figura 3.2 D). En este caso, el tiempo requerido

132



Capitulo 3

para que la molécula adsorbida cambie su conformacién sobre la superficie es
muy grande [11]. Un ejemplo de este comportamiento lo representa la ALB
sobre superficies de silica recubiertas con nanotubos de carbono, donde, a un
valor de pH menor al pIE el 7, tiende a infinito [15]. En el caso opuesto al
recientemente descripto, puede ocurrir que t. sea mucho mayor a t.. En este
caso, todas las moléculas tendrian la misma conformacién relajada en el
estado estacionario, ya que ocurriria una relajacion rapida y el grado de
cubrimiento superficial no dependeria de la velocidad de cubrimiento porque
la relajacion incidiria fuertemente en la conformaciéon de la proteina
adsorbida [11,16]. En estas condiciones, la I's; estd controlada por el area
ocupada por las moléculas de proteina relajadas.

La Figura 3.3 muestra un grafico de tsen funcién de la I's,c para estimar
1.y evaluar la relacion entre los procesos de adsorcion y relajacion del FBG
sobre superficies de silica. Para la estimacion de 1. es necesario extrapolar a
cero la I Por un lado, el tsdepende de G, Por otro lado, exceptuando a la
menor (, (0,0005 mg/ml), no hay diferencias estadisticamente significativas
para la I'e con la (, (mediante ANOVA de una via). Es decir, las diferentes
concentraciones de proteina (para las cuales no se encontraron diferencias en
['sa) permiten alcanzar un valor medio de I's.: de (1,6+0,2) mg/m? En la figura,
la linea roja representa el valor medio y la zona destacada con rayas, el
intervalo de confianza del 95% correspondiente. La extrapolaciéon a cero del
valor de la media de I'sllevaria al hecho que el valor estimado de 1.es mucho
mayor a t.. Esto indica que la velocidad de relajacion de la molécula de FBG es
mucho menor a la velocidad de cubrimiento sobre las superficies de silica
(vr<< v¢), exceptuando a la menor G,explorada. Es decir, la relajacion de las

moléculas adsorbidas requeriria de un tiempo mucho mayor al involucrado
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Figura 3.3 Valores de ;5 en funcion de la I's.c para distintas , evaluadas en
el proceso de adsorcién de FBG. La forma de los simbolos representa el valor
de C,(mg/ml): (M) 0,0005 (®) 0,0010 (4) 0,0015 (®) 0,0050 (<) 0,0200. Las
barras de error o el tamafio de los simbolos representan la desviacién
estandar calculada a partir de duplicados de cada concentracion. La linea
roja representa el valor de la media de I's;: calculada para aquellos valores
para los cuales el ANOVA no encontro diferencias significativas, y la zona
rayada representa el intervalo de confianza del 95%.

en la adsorcién de la molécula de proteina. Claramente, la menor G, (0,0005
mg/ml) queda fuera de la tendencia general descripta y se podria postular que
a bajas concentraciones se presenta un comportamiento diferente en donde
los procesos de adsorcion y relajacion ocurren en la misma escala de tiempo.
Para comprender de donde proviene esta observacion, al extrapolar a 0 la
curva de 155 vs ['sac @ bajas concentraciones, se encuentra en ese caso que T €S
del mismo orden de magnitud que 7. (t.~t:). Considerando ambos regimenes,

uno a baja concentracion donde relajacion y cubrimiento ocurren en la
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misma escala de tiempo, y otro a concentraciones intermedias y altas donde
la relajacién es mucho mas lenta que el cubrimiento, se puede afirmar que el
FBG adsorbido adopta una conformaciéon relajada sobre la superficie a
concentraciones iguales o menores a 0,0005 mg/ml, mientras que presenta
una estructura nativa a concentraciones mas altas que este valor. Ademas,
dada la alta afinidad del FBG por la superficie de silica, que ocasiona que a
concentraciones relativamente bajas como 0,0010 mg/ml se alcance la
maxima cantidad adsorbida, la presencia de moléculas vecinas impide la
relajacion. Asimismo, la ausencia de desorciéon por diluciéon da cuenta de la
fuerte y estable interaccién proteina-superficie.

Para comprender mejor la relaciéon entre los procesos de adsorcion y
relajacion, se utilizd el modelo presentado en el Capitulo 1 para ajustar los
perfiles cinéticos experimentales, minimizando los cuatro parametros ka, kr, £
y mp/Sw (utilizando el método Simplex). Es importante notar en este punto que
la suposicion del modelo respecto a considerar despreciable la desorcidon se
cumple perfectamente en este caso. De esta forma, los perfiles cinéticos del
proceso de adsorcién de FBG obtenidos por Reflectometria se ajustaron
utilizando la ecuacion (12) del Capitulo 1. De acuerdo a esta ecuacion, es posible
conocer la contribucién de I' de proteinas nativas (I'n) y relajadas (I'r) al valor
de I' (ecuaciones 16 y 17, Capitulo 1). La Figura 3.4 compara los datos
experimentales con los resultados calculados y muestra las contribuciones de
las moléculas de FBG nativas y relajadas a tres valores de ¢, (0,0200, 0,0050 y
0,0005 mg/ml), mientras que la Tabla 3.1 muestra los valores promedio para
cada parametro ajustado (calculados a partir del ajuste independiente de los

perfiles cinéticos a diferentes valores de G,).
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I' (mg/m®)

Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 3.4 Curvas de cinética de adsorcién de FBG sobre silica,
experimentales (verde) y calculadas (negro) a distintas C,(mg/ml): 0,0200 (A),
0,0050 (B) y 0,0005 (C). I" total (trazo continuo), I'n (trazo punteado) y I'r (trazo

rayado). Las barras de error o el tamafio de los simbolos representan la
desviacion estandar calculada a partir de duplicados de cada concentracion.

Tabla 3.1 Valores del ajuste de los parametros: ka, kr, &y mp/Sn.

0,0005 (4,54 0,5) x 10
00050 (45+05)x10° (9+1)x107 (3+1)x10°  7+1 241

0,0200 (1,8 £0,2) x 10

(*) Se incluye el valor de ka Cp correspondiente a las distintas Cp para poder
comparar iguales magnitudes (ka Cp frente a k).

La curva cinética para la Cp igual a 0,0005 mg/ml presenta una mayor
contribucion de I'ra 1aT” total, similar a la situacion ejemplificada en la Figura
15 A (Capitulo 1). Ademas, los resultados derivados del ajuste también
corroboran el analisis efectuado mediante la comparacién entre t. y T,

resultando del mismo orden vc y vr para concentraciones de FBG menores o
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iguales a 0,0005 mg/ml. Otro aspecto a tener en cuenta es que el valor
resultante del ajuste de & demuestra un aumento en el area de contacto
proteina-superficie a consecuencia del proceso de relajacion. Por otro lado, si
se efectia una comparacion entre la k(1,79 x 10° m/s, Tabla 1.3 del Capitulo 1)
con la kq derivada del ajuste, resultan del mismo orden, por lo cual, el proceso
de adsorcién de FBG estd controlado por la etapa de transporte de las
moléculas de proteina para todas las condiciones experimentales. De esta
forma, la diferencia observada entre vi y v para la mayor G, (Figura 3.1) es
simplemente el resultado de un efecto limitante superficial a consecuencia de
la saturacién de la superficie. Es decir, este efecto es provocado por la
disminucién en la disponibilidad de sitios libres superficiales como
consecuencia de una mayor G,

De esta manera, se puede afirmar que el proceso de adsorcién de FBG
esta controlado por el transporte de las moléculas de proteina y presenta dos
regimenes dependientes de la Gx
a) Uno donde la adsorcién y relajacién son procesos competitivos a la menor
(,(0,0005 mg/ml) y
b) Otro donde la relajacién es mucho mas lenta que el cubrimiento, a G,
intermedias y altas.

Por todo lo expuesto previamente, se puede afirmar que las distintas
etapas involucradas en la adsorcion de FBG presentan una dependencia con la
concentracion de proteina, la cual se esquematiza en la Figura 3.5. No hay
diferencias entre las constantes de adsorcién y de transporte con la G, Si bien
el modo de alcanzar el cubrimiento depende de la G, la I'sa alcanzada es
independiente de la (, (excepto a la menor (). Esto demuestra el efecto
limitante superficial frente a un aumento en la G, Por ultimo, la G, también

condiciona a la relajacion de las moléculas adsorbidas, ya que, exceptuando la
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menor G, el proceso de relajacion es mucho mas lento que la adsorcion. Sélo
en el caso de la menor (, evaluada, el cubrimiento y la relajacion ocurren en
escalas similares de tiempo. En consecuencia, el estado relajado sélo se puede
alcanzar a bajas (, y, para favorecer las condiciones en que la relajacién
ocurre, es necesario un tiempo extra de residencia de la proteina adsorbida

sobre la superficie.

Transporte Adsorcion Relajacion

Solucién ) ‘
l/CP g 8 @ ktr = ka
v

f proteina nativa ﬁ proteina relajada /7777777 superficie

Figura 3.5 Esquema de las distintas etapas del proceso global de adsorcion

fisica de FBG a distintas G transporte, adsorciéon y relajacion. ks: constante
de transporte. kq: constante de adsorcion. I's,: cantidad adsorbida de
saturacion. vi': velocidad de relajacion a baja G, vr”: velocidad de relajacion
a Gyintermedia y alta.

Con el objeto de explorar condiciones cinéticas de adsorcion de FBG que
permitan lograr diferente cubrimiento superficial, se evaluaron diferentes

condiciones experimentales. La Figura 3.6 muestra las cinéticas de adsorcion

138



Capitulo 3

de FBG correspondientes a diferentes valores de (,y tiempo de adsorcion.
Como se menciond previamente, si la vi estd determinada por la etapa de
transporte de las moléculas de proteina, resulta igual a la v« A su vez, 1a ver es
proporcional a la G, y a la vr(ecuacion 6, Capitulo 1). Las curvas cinéticas de
color verde, azul y violeta tienen similar pendiente inicial (vi), ya que
corresponden a cinéticas con igual G,y vr. Mientras que la curva de color negro,
tiene mayor vipor ser la de mayor G,y loopuesto ocurre con la curva de color
naranja, de menor vi. Por otra parte, al disminuir la (, disminuye la I’
alcanzada. Asimismo, al disminuir el tiempo de adsorcién disminuye la I’
alcanzada (G~=0,0050 mg/ml). En términos generales, puede considerarse que

las condiciones evaluadas ocasionan un cubrimiento superficial alto (I'=1,6
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Figura 3.6 Cinéticas de adsorcién de FBG sobre silica variando los valores de
G,y tiempo de adsorcion, respectivamente: 0,0200 mg/ml-300 s (negro)
0,0050 mg/ml-300 s (verde) 0,0050 mg/ml-50 s (azul) 0,0050 mg/ml-20 s

(violeta) 0,0005 mg/ml-300 s (naranja).
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mg/m?, medio (I'=1,0 mg/m? y bajo (I'=0,2 mg/m?. Estos valores de I" son lo
suficientemente diferentes entre si como para ser empleados en la evaluacion

de la adhesion bacteriana en funciéon del cubrimiento superficial.

3.2.2 Adhesion bacteriana

Para estudiar la relacion entre el proceso de adsorcién de FBG y la
adhesion bacteriana se emplearon distintas condiciones de adsorciéon con
control cinético. En primer lugar, se evalu6 el efecto que la variacién de la
cantidad adsorbida de FBG sobre las superficies de silica ejerce sobre la
adhesion de Staphylococcus aureus. Teniendo en cuenta los resultados
expuestos en el capitulo anterior, donde los cambios estructurales de las
moléculas de ALB adsorbida en el proceso de relajacion son los responsables de
inhibir la adhesién bacteriana se propuso, ademas, evaluar el efecto de los
cambios en la estructura de las moléculas de FBG adsorbido en la adhesion
bacteriana.

Como se discutié en el apartado anterior, el tiempo caracteristico de
relajacion de las moléculas de FBG es mucho mayor al de adsorcion (t.>>tc), y
kaCp es del orden o mayor a kr, a excepcion de la menor (, evaluada para la
cual vc y vrson del mismo orden. En consecuencia, el estado relajado sélo se
puede alcanzar a bajas (, con un tiempo extra de residencia de la proteina
adsorbida sobre la superficie. Por lo cual, s6lo para la condicién de adsorcién
de FBG que corresponde a la (, mas baja, se evalud un tiempo de residencia
adicional de la proteina sobre la superficie para inducir la relajaciéon de las
moléculas adsorbidas. Finalmente, para evaluar el efecto de la adsorcién de

FBG sobre la adhesion bacteriana inicial y sobre la formacién del biofilm, se
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estudiaron tiempos de incubacién cortos (40 minutos) y largos (18 h),
respectivamente.

El disefio experimental correspondiente a la adsorcién de proteinas
con la subsecuente incubacién de las superficies para evaluar la adhesién
bacteriana, asi como los controles realizados sin proteina adsorbida fue
detallado en el Capitulo 1 (apartado 1.3.9), y los resultados de la adhesi6n
bacteriana inicial sobre estos controles sin proteina adsorbida fueron
presentados en el Capitulo 2 (apartado 2.2.2.1). Con el fin de estudiar la
adhesion bacteriana inicial y la formacion del biofilm, al igual que en el
Capitulo 2, se realizé una comparaciéon cuantitativa de las condiciones de
adsorcion de FBG evaluadas mediante el conteo de las bacterias vivas

adheridas por Microscopia Confocal de Fluorescencia.

3.2.2.1 Adhesion bacteriana inicial

En el capitulo anterior se discuti6 como la cantidad adsorbida
remanente de ALB luego de la desorcion (I'tem) determina la adhesion de S
aureus, inhibiendo tanto la adhesién bacteriana inicial como la formacién del
biofilm. Se encontr6 que este comportamiento se vincula al grado de
relajacion alcanzado por la poblacién de proteina que no se puede desorber
por dilucién. De hecho, el estado superficial de las moléculas de ALB
adsorbidas vinculado con la relajacién y la estructura de las moléculas de
proteina seria el causante de la inhibicion de la adhesion inicial y del
desarrollo del biofilm de S gqureus.

La Figura 3.7 muestra la adhesion inicial (evaluada empleando un
tiempo de incubaciéon de 40 min, tal como fue indicado en el Capitulo 1) de S.

aqureus a través de la variacion del porcentaje de bacterias vivas (A) y de
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bacterias totales/um? (B) en superficies con FBG adsorbido previamente
respecto a superficies sin proteina adsorbida, en las condiciones

experimentales que se detallan a continuacién. Las tres primeras condiciones
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-160
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Figura 3.7 Variacion del porcentaje de bacterias vivas (A) y de bacterias
totales/um?(B) para S. aureus sobre superficies con FBG adsorbido (respecto
a superficies sin ALB adsorbida) tras 40 min de adhesioén: (,=0,0200 mg/ml-

I'=1,6 mg/m? (color negro), (,=0,0050 mg/ml-I'=1,0 mg/m? (color verde),

G~0,0005 mg/ml-I'=0,2 mg/m? (color naranja), (;=0,0005 mg/ml-I"=0,2
mg/m?con un tiempo de residencia adicional de 2400 s (color rosa). Las
barras de error representan el intervalo de confianza del 95% y (*)
representa a condiciones con valores p > 0,05.
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seleccionadas corresponden a diferentes concentraciones de FGB y cantidad
adsorbida, cuyas cinéticas de adsorcion fueron presentadas en la Figura 3.6. En
esta figura se mantuvieron los colores que las identifican: color negro
(G~0,0200 mg/ml-I'=1,6 mg/m? color verde (G~0,0050 mg/ml-I'=1,0 mg/m?) y
color naranja (G~=0,0005 mg/ml-I'=0,2 mg/m?. Ademas, teniendo en cuenta
que para inducir la relajacién superficial de las moléculas de FBG se requiere
un tiempo extra de residencia del FBG adsorbido a (, menores o iguales a
0,0005 mg/ml, la cuarta condicién seleccionada para evaluar la adhesion
bacteriana, corresponde a la condicion de adsorcion representada en color
naranja ((,~=0,0005 mg/ml-I'=0,2 mg/m? con un tiempo de residencia adicional
de la proteina sobre la superficie (esta condicién se representa con color rosa).
El tiempo de residencia adicional induciria cambios estructurales en las
moléculas adsorbidas. Con este propoésito, luego de la adsorcion de FBG por un
tiempo de adsorcion de 300 s, las superficies se sumergieron en una solucién
de PBS a pH 7,3 por 2400 s. Ambas variables correspondientes a la adhesion
bacteriana (porcentaje de bacterias vivas y bacterias totales/um) en todas las
superficies con FBG adsorbido previamente muestran una reduccién
significativa. Ademas, la condicién experimental que incluye un tiempo de
residencia adicional sobre la superficie provocé una disminucién ain mayor
que las otras condiciones de FBG exploradas para el porcentaje de bacterias
vivas, segun el analisis estadistico realizado (ANOVA y prueba a posteriori de
DGC). La razén de este comportamiento es que la conformacién del FBG
adsorbido tras un tiempo de residencia adicional podria ser diferente a la
conformacion que resulta en las otras condiciones de adsorcién. Por lo tanto,
la relajacion de moléculas de ALB adsorbidas inducida por la superficie, puede

ser alcanzada para moléculas de FBG adsorbidas con un tiempo de residencia
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adicional sobre la superficie, y es precisamente este proceso de relajacion el

responsable de reducir la adhesion inicial de S. qureus.

3.2.2.2 Formacion del biofilm

Con el propésito de evaluar si la relajacion superficial de las moléculas
de FBG adsorbidas inducida durante el tiempo de residencia adicional es
también capaz de inhibir la formacién del biofilm, se estudié la adhesién de
esta bacteria a tiempos de incubacién mas largos (ver apartado 1.3.8,
Capitulo 1) mediante Microscopia Confocal de Fluorescencia.

La Figura 3.8 muestra las imagenes obtenidas para evaluar la
formacion del biofilm de S. aureus sobre superficies (A) sin FBG adsorbido y
previa adsorcién de FBG en las condiciones de adsorcién: (B) (,=0,0200 mg/ml-
I'=1,6 mg/m? (C) (~=0,0005 mg/ml-I'=0,2 mg/m?* y (D) (~0,0005 mg/ml-I"=0,2
mg/m?* con un tiempo de residencia adicional de 2400 s. En el panel A, donde
no hay proteina adsorbida, se pueden observar microcolonias de S. gureus, las
cuales corresponden a la etapa previa a la formacién de un biofilm maduro,
involucrando una gran cantidad de bacterias vivas adheridas. Por otra parte,
en los paneles B y C se observan tendencias similares que corresponden a un
aumento de bacterias muertas adheridas, pero se conserva una cantidad
considerable de bacterias vivas adheridas. Es decir, dichas condiciones de
adsorciéon de FBG no resultan eficaces en la inhibiciéon del desarrollo
bacteriano, y este hecho esta vinculado a que las moléculas de FBG adsorbido
se encuentran con su estructura nativa. La condicién de adsorciéon que
pertenece a la (, intermedia (0,0050 mg/ml-I'=1,0 mg/m? produce la misma

repuesta en la adhesion bacteriana que las condiciones de adsorciéon By C

144



Capitulo 3

Figura 3.8 Iméagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia de S. aureus
sobre superficies con 18 h de incubacién en condiciones capaces de formar
biofilm: (A) superficies sin FBG adsorbido en PBS (B) FBG adsorbido: (,=0,0200
mg/ml-I'=1,6 mg/m? (C) FBG adsorbido: (,=0,0005 mg/ml-I"=0,2 mg/m? (D)
FBG adsorbido: (=0,0005 mg/ml-I'=0,2 mg/m?con un tiempo de residencia
adicional de 2400 s.

(resultados no incorporados en la figura). Por ultimo, en la condicién
experimental que incluye un tiempo de residencia adicional del FBG antes de
la incubacién con S. qureus, se pueden apreciar bacterias adheridas que estan
muertas casi en su totalidad. Por lo tanto, se puede afirmar que este tiempo
adicional es eficiente en inducir un cambio conformacional de la proteina
adsorbida hacia una conformacion relajada, que permite inhibir la formacién

del biofilm de esta bacteria. Asi, es posible minimizar la colonizacién de S
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aureus sobre las superficies adsorbiendo FBG en condiciones en las cuales se
promueva la conformacion relajada de la proteina sobre la superficie.

Por otra parte, se evalué de forma cuantitativa la inhibicién en la
adhesion bacteriana en funcién del tiempo de incubacién para la condicién
experimental que logra minimizar la adhesion bacteriana inicial y la
formacién del biofilm ((=0,0005 mg/ml-I'=0,2 mg/m? con un tiempo de
residencia adicional de 2400s). La Figura 39 muestra el namero de
bacterias/um? diferenciando bacterias muertas (rojas) y vivas (verdes) para la
adhesion de S aureus con un tiempo de incubacion de 40 min y 18 h sobre
superficies con FBG adsorbido en esta condicién. Para esta cuantificacién, se
tom6 como referencia a superficies sin proteina adsorbida con un tiempo de

incubacién de 40 min y 5 h (ver Figura 2.10, Capitulo 2). La adhesion bacteriana

0,12

e
—
(=]
L 1 1

=

o

@
1

n

=

o

(o))
1

1

Bacterias/um’

Superficie Superficie Superficie
40miny5h 40 min 18h
sin FBG con FBG con FBG

Figura 3.9 Bacterias vivas/um? (verdes) y muertas/um? (rojas) para S. qureus
sobre superficies con 40 min adhesiéon (borde de trazo liso), con 40 miny 5 h
de adhesion (borde punteado) y con 18 h de adhesion (borde de trazo
rayado). Condiciones de adsorcioén de FBG: 0,0005 mg/ml con un tiempo de
residencia adicional de 2400 s. Las barras de error representan el intervalo
de confianza del 95%.
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inicial, tras 40 minutos de incubacién, disminuye con respecto a la superficie
sin FBG adsorbido. Sin embargo, al aumentar el tiempo de incubacion
aumenta considerablemente el nimero de bacterias adheridas, y en su gran
mayoria, estdn muertas. Es decir, se inhibe la formacion del biofilm, aunque el
numero de bacterias adheridas resulta mayor que las adheridas sobre
superficies sin FBG adsorbido (40 min-5 h de incubacién). Como se mencioné
anteriormente, han sido reportadas interacciones especificas entre la
molécula de FBG y el S aureus [17]. La estructura de la molécula de FBG
comprende tres pares de cadenas polipeptidicas, Aa, BB, y 7, (AaBBy).,
formando dos subunidades idénticas [18,19]. Tanto las subunidades como las
cadenas estan unidas por puentes disulfuro para formar una estructura
trinodular simétrica [18,20]. Las interacciones FBG- S. aureus se desarrollan a
partir de proteinas ancladas a la pared celular de la bacteria cuyos sitios de
union incluyen las regiones del C-terminal de la cadena yy el C-terminal de la
cadena a de la molécula de FBG y son capaces de establecerse ain si las células
de S. aureus estan muertas [21-23]. El aumento en el nimero de bacterias
adheridas en funcién del tiempo de incubacién indica que en este sistema
experimental estan presentes interacciones especificas entre FBG y S. aureus
que se mantienen a través del tiempo. Por otra parte, esta tendencia es
opuesta a la observada para las superficies con ALB adsorbida (ver Figura 2.16,
Capitulo 2) donde al aumentar el tiempo de incubaciéon disminuye
considerablemente el numero de bacterias adheridas. Esto se debe a que la
interaccién ALB-S aureus estd mediada por interacciones fisicoquimicas no
especificas que pueden dar lugar al desprendimiento de las células

bacterianas.
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3.3 Conclusiones

Se establece una relacion entre el proceso de adsorcién-desorcion de FBG
sobre superficies de silica con la adhesién de S. aureus, con el fin de optimizar
las condiciones de adsorcion capaces de minimizar la adhesion bacteriana. La
velocidad inicial del proceso de adsorcion esta determinada por el transporte
de las moléculas de FBG hacia la superficie. Ademas, se observa un efecto
limitante superficial frente a un aumento en la concentracién de proteina. En
este sistema, la relajacion en lugar de ser inducida por una I[rem baja como en
el caso de la ALB, es inducida por un aumento en el tiempo de residencia del
FBG adsorbido, y solo puede alcanzarse a concentraciéon inicial baja de
proteina, donde el cubrimiento y la relajacién ocurren en escalas similares de
tiempo.

Por otro lado, como resultado de la optimizacién del proceso de adsorcion
respecto a minimizar la adhesion bacteriana se observa que la adhesion de S
aureus presenta una fuerte dependencia con la presencia de moléculas de FBG
adsorbido sobre la superficie, con las cuales establece interacciones especificas.
De hecho, de forma similar al comportamiento observado para ALB, se puede
inhibir la adhesion de S. qureus mediante el control cinético de la adsorcion
de FBG sobre las superficies de silica. Existe una relaciéon entre el estado
relajado de las moléculas de FBG adsorbido y la cantidad de bacterias vivas
adheridas. Los cambios estructurales que sufre la molécula de FBG durante la
relajacion superficial dependen del control cinético del proceso de adsorcién y
del tiempo de residencia de la proteina sobre la superficie y conducen a
minimizar la adhesion de S aureus tanto en su etapa inicial como en la
formacion del biofilm. De esta forma, conocer las variables que determinan la

relaciéon entre adsorcion y relajaciéon, y que condicionan la adhesion
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bacteriana posterior, permite sentar las bases para disefiar estrategias de

biofuncionalizacién superficial eficientes en inhibir la adhesién de S. aureus.
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Parte 2: Biofuncionalizacion con proteinas y adhesion bacteriana

Introduccion

Como resultado de la primera parte de este trabajo de Tesis Doctoral,
surgieron las condiciones dptimas en las cuales las proteinas adsorbidas (ALB o
FBG), minimizan la adhesiéon de S aureus a tiempos cortos y frente a la
formacién del biofilm. En particular, los resultados de la Parte 1 indican que se
puede inhibir la adhesion bacteriana mediante el control cinético del proceso
de adsorciéon de ALB o FBG que, en definitiva, determina la velocidad relativa
de la relajacion superficial de las proteinas. Concretamente, los rearreglos
estructurales de las proteinas adsorbidas inducidos por el proceso de relajacion
superficial (I'-em bajo para ALB o tiempo de residencia alto para FBG) son los
responsables de minimizar la adhesion bacteriana inicial y la formacion del
biofilm de S aureus. Sobre la base de estos resultados, se propone en esta
segunda parte, modificar la estructura de ALB y FBG deliberadamente para
implementar una estrategia de biofuncionalizacién superficial con estas
proteinas parcialmente desnaturalizadas. De hecho, algunos trabajos postulan
una relacién entre la estructura secundaria de las proteinas y la adhesién
celular [1-3], aunque, en general, este cambio estructural no es controlado.

En este trabajo de Tesis Doctoral, se propone modificar ex profeso la
estructura secundaria de las proteinas utilizadas en la biofuncionalizcién y
evaluar el efecto sobre la adhesion de S. qureus. Con este propoésito, se eligio el
tratamiento térmico como método de perturbacién estructural, ya que es
sencillo, reproducible y no implica el uso de agentes quimicos
desnaturalizantes. Ademas, para el caso de ALB este proceso ha sido muy
explorado en la literatura [4-7]. Sin embargo, ocurre lo contrario respecto a

FBG. Es por ello que se estudi6 la desnaturalizacion térmica del FBG para
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optimizar las condiciones del tratamiento térmico mediante Calorimetria
Diferencial de Barrido. Asimismo, para estudiar el cambio en la estructura
secundaria inducido por el tratamiento térmico de soluciones de ALB y FBG se
utiliz6 Dicroismo Circular. La estrategia de biofuncionalizacién superficial
incluye la adsorcién de ALB o FGB parcialmente desnaturalizadas mediante la
inmersion de las superficies en la solucién de cada una de estas proteinas.

Al igual que en la primera parte de este trabajo, la adhesion bacteriana
se dividi6 para su estudio en dos etapas: adhesion bacteriana inicial y
formaciéon del biofilm. Del mismo modo, se utiliz6 Microscopia Confocal de
Fluorescencia para evaluar la adhesi6én bacteriana de forma cualitativa y
cuantitativa y Microscopia Electréonica de Barrido para evaluar la morfologia
de las células adheridas. Sin embargo, es importante remarcar en este punto
que, hasta esta instancia del trabajo de Tesis Doctoral, los estudios de adhesion
bacteriana se realizaron en PBS para evitar la interferencia de los
componentes del medio de cultivo en las propiedades superficiales y
eventualmente competir con la adsorcion de ALB y FBG. Con el objeto de
evaluar el efecto de la biofuncionalizacién superficial en la formacién del
biofilm en un medio de relevancia fisiolégica, se utiliz6 PBS suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB). Esta eleccién, se sustenta en que el SFB en
dicha proporcion es ampliamente utilizado en el cultivo de células eucariotas
y en ensayos clinicos, debido a que promueve el crecimiento celular [8-13].

En resumen, la segunda parte de este trabajo de Tesis Doctoral incluye
los Capitulos 4 y 5. En el primero, se describe la parte experimental y a
continuacion, los resultados relativos a la biofuncionalizacién con ALB o FBG y

la evaluaciéon de la adhesién bacteriana.
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Capitulo 4: Parte experimental

4.1 Introduccion

En este Capitulo, se presenta la parte experimental utilizada para
desarrollar las tematicas relativas a la Parte 2 de este trabajo de Tesis Doctoral.
En particular, corresponden a los materiales y métodos utilizados en la
biofuncionalizacién superficial con ALB o FBG, y la evaluacién de la adhesién
bacteriana. Este estudio permitira optimizar el desarrollo de una estrategia de
biofuncionalizacién superficial con las proteinas plasmaticas evaluadas que

sea capaz de inhibir la formacién del biofilm de S aureus.

4.2 Materiales
4.2.1 Reactivos

Las proteinas empleadas son las mismas que las utilizadas en la Parte 1
de este trabajo de Tesis Doctoral (ver apartado 1.2.1, Capitulo 1), e incluyen los
productos comerciales: ALB de suero bovino y FBG de plasma humano, ambos
de Sigma-Aldrich.

Los reactivos glutaraldehido, NaCl, NaH,PO,.H,0, HsPO,, etanol, dextrosa,
K,HPO, y Na,SO, fueron obtenidos de J.T. Baker, peptona acida de caseina,
peptona de soja y agar de Laboratorios Britania, el aceite de montaje y los
colorantes SYTO 9 y yoduro de propidio forman parte del kit comercial
“LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability” que fue adquirido a Invitrogen, el
colorante azul de Coomassie G-250 fue obtenido de Sigma-Aldrich, la acetona
fue obtenida de Carlo Erba, y el SFB fue adquirido de Laboratorios Natocor.

Todos los reactivos son de grado analitico y fueron utilizados sin

purificaciones previas. Las soluciones acuosas fueron preparadas en agua
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deionizada de resistencia 18 MQ/cm (Sistema Milli Q, Millipore). A menos que
se aclare previamente, todos los experimentos fueron realizados a

temperatura ambiente (22 + 2 °C).

4.2.2 Superficies

Las superficies que se utilizaron consisten en sustratos sélidos de silicio
que fueron obtenidos en Silicon Valley Microelectronics, con una pelicula de
silica de aproximadamente 100 nm de espesor, que se generd por oxidacion a
1000 °C durante 1 h, al igual que las utilizadas en la Parte 1 (ver apartado 1.2.2,
Capitulo 1).

Dichas superficies fueron reutilizadas luego de cada experimento. Para
ello, se realizé un procedimiento de lavado con solucién pirafa (H,SO.H,0, 3:1)
a 100 °C durante 1 h y posteriormente fueron enjuagadas con abundante

cantidad de agua deionizada.

4.2.3 Cepa bacteriana, medios de cultivo y tincion

Para estudiar la adhesi6on bacteriana se empledé la misma cepa
bacteriana, medios de cultivo y tincién que los que fueron utilizados en la
Parte 1 (ver apartado 1.2.3, Capitulo 1). Brevemente, la cepa bacteriana utilizada
fue Staphylococcus aureus ATCC 25923, los medios de cultivo incluyen agar y
caldo triptona soja (TSA y TSB, respectivamente), y la tincién para visualizar a
las bacterias por Microscopia de Fluorescencia consiste en una mezcla de
colorantes compuesta por SYTO 9 (verde) y yoduro de propidio (rojo) que
difieren en su habilidad para penetrar células bacterianas con membrana
intacta [1]. Asi, las células con membrana intacta o vivas se observan de color

verde y las células con membrana dafiada o muertas se visualizan de color
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rojo. Los experimentos de adhesién bacteriana sobre las superficies de silica se
realizaron en PBS a pH 7,3, y en PBS a pH 7,3 suplementado con 10% de SFB.

Los medios de cultivo y el material de laboratorio empleado fueron
esterilizados por calor himedo en autoclave a 121 °C durante 20 min a 1 atm

de sobrepresion.

4.3 Métodos

4.3.1 Preparacion de soluciones de proteinas

Previo a cada experimento, se prepararon soluciones frescas ya sea de
ALB o de FBG en PBS a pH 7,3, tal como fue detallado en el apartado 1.3.3 del
Capitulo 1. La concentracion de FBG fue determinada mediante el método de
Bradford [2]. Para ello, se analiz6 la relacién entre la absorbancia a 595 nm
(complejo colorante-proteina) y la absorbancia a 465 nm (colorante libre), la
cual es estrictamente lineal con la concentracion de proteina [3].

Para inducir la desnaturalizacién de ALB y FBG, se procedi6 a optimizar
un tratamiento térmico de las soluciones de proteina. Para ello, se estudi6 la
desnaturalizacién térmica del FBG mediante Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC). Con este fin, la muestra compuesta por solucién de FBG en PBS
fue exhaustivamente desgasificada antes de ser inyectada en la celda
calorimétrica para evitar la formacién de burbujas de aire. La estructura
secundaria de ambas proteinas fue estudiada por Dicroismo Circular (CD). Con
el proposito de que la solucién reguladora no absorba en el rango de
longitudes de onda empleado, y teniendo en cuenta que el Cl° absorbe
fuertemente en la regién de estudio, el NaCl del PBS fue reemplazado por

Na.SO, 50 mM para mantener la fuerza iénica en condiciones fisiolégicas [4,5].

163



Parte experimental

4.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

La Calorimetria Diferencial de Barrido ha sido el método mas
ampliamente usado de todos los métodos térmicos de analisis [6]. Este método
consiste en medir la diferencia en la cantidad de calor aportado a una
sustancia y a una sustancia de referencia en funcién de la temperatura de la
muestra, cuando las dos estan sometidas a un programa de temperatura
controlado [7]. Los resultados se pueden expresar como capacidad calorifica en
funcién de la temperatura y, a partir de las transiciones que sufre el
compuesto, se puede calcular la temperatura de fusiébn o de transicion
caracteristica, asi como los cambios de entalpia implicados en dicha
transicion [7].

Las medidas calorimétricas de la solucion de FBG se realizaron en un
calorimetro modelo VP-DSC de MicroCal en el laboratorio del Dr. Guillermo
Montich (CIQUIBIC-Dpto. de Quimica Bioldgica, FCQ-UNC). Se utiliz6 una
velocidad de calentamiento de 30 °C/h, y el rango de temperatura analizado
fue entre 20 y 95 °C. Se utilizé PBS en la celda de referencia y una solucién de
FBG de concentracion 1,5000 mg/ml en la celda de la muestra. Una presion de

25 p.s.i. fue aplicada a ambas celdas [8].

4.3.3 Dicroismo Circular

Se estudi6 el efecto del tratamiento térmico en la estructura
secundaria de ALB y de FBG nativas en solucién, mediante Dicroismo Circular.
Esta, se trata de una herramienta versatil que permite estudiar la estructura
de proteinas en solucién acuosa en una variedad de condiciones (tales como

pH, fuerza idnica, temperatura, presencia de agentes desnaturalizantes o
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entrecruzantes, entre otros) [4]. La luz linealmente polarizada puede
describirse como la superposicion de dos componentes opuestos de luz
polarizada circular de igual amplitud y fase, uno que gira en sentido anti
horario y otro que gira en sentido horario [4,9]. Cuando la luz atraviesa una
muestra 6pticamente activa, puede haber una absorcién diferencial de esos
dos componentes, de tal forma que si son adsorbidos en distinta extensién la
radiacion resultante va a tener una polarizacion eliptica [4,9]. Asi, el Dicroismo
Circular es una técnica de espectroscopia de absorcién que se refiere a la
absorcion diferencial de los componentes de la luz linealmente polarizada en
muestras con cromoforos quirales [4]. Los espectros de CD consisten en el
registro de la elipticidad (0) en funcién de la longitud de onda.

La Espectroscopia de CD es una técnica valiosa para analizar la
estructura secundaria y terciaria de proteinas en solucién. Los principales
grupos Opticamente activos de las proteinas incluyen el enlace peptidico y las
cadenas aromaticas laterales. En las proteinas, estos croméforos se encuentran
altamente ordenados dentro de matrices (tales como las estructuras a-hélice
o laminas B), y generan multiples transiciones Opticas en diferentes regiones
del espectro y de variadas intensidades [10]. Estas sefiales medidas en funcién
de la longitud de onda en la regién del UV lejano (190 a 240 nm) proporcionan
espectros de CD caracteristicos de cada tipo de estructura secundaria (Figura
4.1), tales como o-hélice, laminas B (B-sheet), giros B y estructura al azar
(random coil). Por lo tanto, analizando el espectro de CD en la regiéon del UV
lejano se pueden conocer las contribuciones de los distintos elementos de
estructura secundaria a la estructura global de la proteina en estudio. Para
que este analisis sea cuantitativo, se utilizan algoritmos que, a partir del

procesamiento de estos datos, permiten estimar la composiciéon de la
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Figura 4.1 Espectros de CD de polipéptidos en conformaciones a-hélice,

lamina B, giro B y estructura al azar.

estructura secundaria de las proteinas. Entre ellos se pueden mencionar:
SELCON (self-consistent) [11], VARSLC (variable selection) [12], CDSSTR [10], K2d y
CONTIN [13]. Estos algoritmos emplean una base de datos de proteinas cuya
estructura secundaria ha sido determinada por cristalografia de rayos X. El
servidor web DICHROWERB [4] permite utilizar todos estos algoritmos y obtener
la composicién de la estructura secundaria a partir de la deconvolucién de los
espectros experimentales. La confiabilidad del ajuste que realiza cada
algoritmo se puede estimar teniendo en cuenta el valor del parametro “raiz de
la desviacién cuadratica media normalizada” (NRMSD). Esta, es una medida de
la desviacion entre el valor calculado y el experimental, de tal forma que se

define como:
- b 1.-'r-'1
NRMSD = [z{em —Oear) /T (Oesy }'] - (1)
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y va desde O (ajuste perfecto) a 1 (no ajusta en absoluto). Para considerar que el
programa realiz6 un buen ajuste, el NRMSD debe ser menor que 0,25 [4,14]. En
la préactica, el objetivo es obtener valores menores a 0,1 o idealmente menores
o iguales a 0,05. Un valor bajo de NRMSD (< 0,1) es una condicién necesaria,
pero no suficiente para determinar con precisién la estructura secundaria [4].
Sin embargo, un valor elevado es una certeza de que el analisis es malo o que
la base de datos de referencia no es apropiada para las caracteristicas de la
proteina que se esta analizando [15)].

Se emplearon diferentes tratamientos térmicos de las soluciones de
ALB: 58 °C durante 15 min, 1, 2 y 18 h y 65 °C durante 1y 18 h. Para evaluar la
diferencia en la estructura secundaria de la ALB nativa respecto de la tratada
térmicamente, se realizd un analisis cuantitativo mediante el servidor
DICHROWEB utilizando el algoritmo CDSSTR. Para FBG, los tratamientos
térmicos de las soluciones incluyeron: 60 °C y 65 °C durante 1y 18 h para cada
una de las temperaturas mencionadas. El estudio de la estructura secundaria
de FBG tratado térmicamente no pudo analizarse de manera cuantitativa, ya
que no se obtuvo un ajuste confiable con las bases de datos de proteinas
existentes en este servidor web. Por lo tanto, se realizé un analisis cualitativo
evaluando la diferencia respecto al espectro de la proteina nativa.

Los espectros de CD fueron realizados en la regién del UV lejano
comprendida entre los 190 y 260 nm, con una celda de cuarzo de 0,1 cm de
paso Optico. El espectropolarimetro utilizado fue marca Jasco, modelo J-810.
Las determinaciones se realizaron a una concentraciéon de 0,000 mg/ml de
ALB o de FBG en PBS a temperatura ambiente. Para el espectro del blanco, fue
utilizada esta solucion de PBS. Para todas las mediciones, se utiliz6 un ancho
de banda de 1 nm, una resolucién de paso de 0,2 nm y una velocidad de

barrido de 100 nm/min. Cada espectro se registr6 con 32 barridos.
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4.3.4 Preparacion de la suspension bacteriana

El procedimiento que se empled para preparar la suspension de S
aureus para estudiar su adhesion sobre superficies de silica biofuncionalizadas
con ALB o FBG es el mismo que el que se utilizé para desarrollar la Parte 1
(detallado en el apartado 1.3.6 del Capitulo 1). En sintesis, los primeros pasos de
dicho procedimiento consisten en el crecimiento de colonias en medio de
cultivo sélido (TSA) para inocular posteriormente un medio de cultivo liquido
como TSB, y alli gjustar la concentracion del in6culo mediante Espectroscopia
UV-Visible. La concentracion del indculo bacteriano utilizado fue de 10® o 10’
UFC/ml, segun el tiempo de incubacién con la superficie utilizado, 40 min o 18
h, respectivamente. Luego, para evitar la interferencia de los componentes del
medio de cultivo en la biofuncionalizaciéon con ALB o FBG, la suspension
bacteriana fue centrifugada y las bacterias fueron re-suspendidas en PBS [16].

En particular para la Parte 2, se incluye el estudio de la adhesion
bacteriana en superficies biofuncionalizadas con ALB o FBG en un medio de
relevancia fisiolégica, es decir, que se asemeja al medio biolégico real con el
cual estara en contacto el biomaterial. Para ello, se estudié la adhesion
bacteriana en PBS con 10% de SFB. En estos experimentos, el SFB fue filtrado
con filtros de 0,45 um previamente a ser utilizado. En este caso, la suspension
bacteriana se centrifugd, se re-suspendi6 en PBS con 10% de SFB y se incubé
con las superficies biofuncionalizadas durante un tiempo de incubacion de

18 h.
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4.3.5 Diseiio experimental para la biofuncionalizacion
superficial y la adhesion bacteriana

Para estudiar el efecto de la biofuncionalizacién superficial sobre la
adhesion bacteriana, se plante6 el disefio experimental esquematizado en la
Figura 4.2 en cada una de sus etapas. Cada condicién experimental fue
evaluada por duplicado. Cabe destacar que las soluciones y el material
empleado en todas las etapas fue esterilizado previo a su uso, y las actividades
correspondientes a cada etapa fueron realizadas en ambiente estéril siempre
que el procedimiento lo permita, para evitar introducir contaminacién
bacteriana a la muestra. En este disefio experimental, en primer lugar se
realiza el tratamiento térmico de la solucion de ALB o de FBG (Figura 4.2, Etapa
1). Para ello, se somete la solucién de proteina a un calentamiento a
temperatura y tiempo determinados: para ALB se explord la temperatura de
65 °C con una duracion de 1y 18 h; y para FBG, 60 °C durante 1 h. Posterior al

tratamiento térmico, se realiza el enfriamiento controlado sumergiendo las
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Figura 4.2 Disefio experimental para la biofuncionalizacion superficial y la
adhesion bacteriana.
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soluciones en un bafio de agua a 30°C por 1 h. Las (p utilizadas en la
biofuncionalizacién variaron en funcién del tiempo de incubacién con la
bacteria. Para evaluar la adhesion bacteriana inicial se utiliz6 ALB 0,1000
mg/ml y FBG 0,0500 mg/ml (correspondiente al sobrenadante obtenido
posterior al tratamiento térmico). Para evaluar la formacién del biofilm en
PBS fueron exploradas para ALB las Cp de 0,000 mg/ml y 0,0050 (la dilucién se
realiz6 luego del tratamiento térmico), y para FBG la Cp de 0,0500 mg/ml. Para
la formacién del biofilm en PBS con 10% de SFB fueron empleadas
concentraciones de 0,000 mg/ml para ambas proteinas. La siguiente etapa
incluye la biofuncionalizacién superficial, que comprende la inmersién de las
superficies en solucion de ALB o FBG con estructura parcialmente
desnaturalizada durante 1 h a temperatura ambiente (Etapa 2).
Posteriormente, las superficies fueron sumergidas en la suspension bacteriana
en posicion vertical e incubadas a 37 °C por un cierto tiempo de incubacion; 40
min para evaluar la adhesion bacteriana inicial o 18 h para evaluar la
formacion del biofilm (Etapa 3). La suspension bacteriana fue preparada tal
como fue detallado previamente en el apartado 4.3.4, cuyo medio consiste en
PBS o PBS con 10% SFB, en el caso de superficies biofuncionalizadas y TSB, PBS
o PBS con 10% SFB, en el caso de los controles (superficies sin
biofuncionalizacién). Para visualizar las bacterias adheridas, se realiz6
posteriormente la preparacion de las muestras para las técnicas microscépicas
utilizadas (Microscopia Confocal de Fluorescencia y Microscopia Electrénica de

Barrido).
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4.3.6 Microscopia Confocal de Fluorescencia

El procedimiento que se emple6é para preparar las superficies para ser
analizadas por Microscopia Confocal de Fluorescencia es el mismo que el que
se utilizé para desarrollar la Parte 1, y que fue detallado en el apartado 1.3.10
del Capitulo 1. En sintesis, el primer paso incluye el lavado de las superficies
para remover las bacterias no adheridas con una solucion estéril 150 mM de
NaCl [17]. Posteriormente, se realiza la tincién de las muestras, depositando la
mezcla de colorantes SYTO 9 y yoduro de propidio sobre las superficies e
incubandolas a temperatura ambiente protegidas de la luz por 15 min [1].
Luego, se lavan con agua deionizada estéril, se secan al aire, se montan con
aceite de montaje y se observan al microscopio de inmediato.

Las imagenes fueron captadas con los microscopios confocales de
fluorescencia Olympus FV 300 y FV 1000 del Centro de Micro y Nanoscopia de
Cérdoba (CEMINCO, CIQUIBIC-Dpto. de Quimica Bioldgica, FCQ-UNC). Se
tomaron al menos 8 imagenes de diferentes regiones seleccionadas al azar de
cada uno de los duplicados. Es decir, se obtuvieron un minimo de 16 iméagenes
de cada condicién analizada. Las imagenes se procesaron con los softwares
‘Image J” [18] y “Olympus Viewer FV 300 y FV 1000". Para estudiar la adhesion
bacteriana inicial, se realiz6 una comparacion cuantitativa de las imagenes,
para lo cual se cuantificaron la totalidad de células rojas (muertas) y verdes
(vivas) de cada imagen adquirida. Las respuestas analizadas incluyen: el
porcentaje de variacion del porcentaje de bacterias vivas y de las bacterias
totales/um? respecto a la media obtenida para superficies sin biofuncionalizar.
El porcentaje de bacterias vivas se expresa respecto del total de bacterias

contadas. Las bacterias totales/um? requiere sumar el nimero de bacterias
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vivas y muertas, y expresar el numero total por area considerando la
dimension y la resolucién de la imagen. Para cada una de estas respuestas, se
calculé la variacién entre la condicién de biofuncionalizacién a evaluar
respecto a los controles. Es decir, dichas respuestas se expresaron como un
porcentaje de variacién respecto a la media obtenida para superficies sin
biofuncionalizacién. Para evaluar la formacién del biofilm, se realiz6 una
comparacion cualitativa de las imagenes y una evaluacién cuantitativa cuya
respuesta consiste en expresar el numero de bacterias/um? diferenciando las
bacterias vivas de las muertas. Para ello, a partir del conteo de bacterias vivas
y muertas, se realiz6 el calculo por el area. Las incertezas se expresaron con el
intervalo de confianza del 95%. Se realiz6 un ANOVA de una via con un nivel
de significaciébn de 0,05 con el test a posteriori DGC para efectuar
comparaciones entre las diferentes condiciones de adsorcién de proteina
evaluadas. Ambos test estadisticos fueron realizados con el software

“InfoStat” [19].

4.3.7 Microscopia Electronica de Barrido

El procedimiento que se emple6 para preparar las superficies para ser
analizadas por Microscopia Electrénica de Barrido, es el mismo que se utilizo
para desarrollar la Parte 1, y que fue detallado en el apartado 1.3.11 del
Capitulo 1. El secado por punto critico se realizé en un secador Bal-Tec CPD 030
y la adquisiciéon de las imagenes se llevd a cabo con un microscopio
electronico de barrido Zeiss Sigma, ambos equipos pertenecientes al
Laboratorio de Microscopia Electronica y Analisis por Rayos X (LAMARX) de la

Facultad de Astronomia, Fisica y Matematica-UNC.
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Capitulo 5: Biofuncionalizacion con albimina o fibrindgeno y
adhesion bacteriana

5.1 Introduccion

En el presente Capitulo, se discutirdn los resultados relacionados al
desarrollo de una estrategia de biofuncionalizacién superficial con ALB o FBG
que sea capaz de inhibir la formacién del biofilm de S aureus. Con este
propésito, se pretende imitar la perturbacion estructural ejercida por la
superficie sobre las proteinas adsorbidas, que surgi6 a partir de los resultados
de la Parte 1. Este capitulo incluye, en primer lugar, el estudio de la
desnaturalizacion de FBG por Calorimetria Diferencial de Barrido y de la
estructura secundaria de soluciones de ALB y de FBG mediante Dicroismo
Circular. En segundo lugar, se estudia la adhesion de S aureus sobre las
superficies biofuncionalizadas con ALB y con FBG para evaluar la adhesion
bacteriana inicial y la formacion del biofilm mediante Microscopia Confocal
de Fluorescencia y Microscopia Electronica de Barrido. Por ultimo, se incluye el
estudio de la adhesion bacteriana en condiciones capaces de formar biofilm

en un medio de relevancia fisioldgica.

5.2 Resultados y Discusion
5.2.1 Biofuncionalizacion con albamina o fibrindgeno
5.2.1.1 Desnaturalizacion térmica

Como modo de alterar la estructura de ALB o de FBG, se eligié la
desnaturalizacion térmica de la proteina en soluciéon. Esta eleccion se basa en

evitar la introduccion de un componente ajeno al sistema como agente
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desnaturalizante. Posteriormente, las soluciones tratadas térmicamente se
emplearon para biofuncionalizar las superficies de silica.

La desnaturalizacién térmica de ALB ha sido ampliamente estudiada
en la literatura [1-4]. Se conoce que la estructura secundaria de ALB se
compone principalmente de a-hélice, la cual disminuye considerablemente
con el aumento de la temperatura por encima de los 30 °C [1,4]. La
temperatura de transiciéon hacia una estructura perturbada se encuentra en
torno a los 57°C [3]. Por ello, se eligi6 explorar su desnaturalizaciéon con
tratamientos térmicos a 58 °C y a 65 °C por diferentes periodos de tiempo.

La desnaturalizacién térmica de FBG ha sido menos explorada en la
literatura [5,6] y por ello, se realiz6 un analisis térmico de una soluciéon de FBG
mediante Calorimetria Diferencial de Barrido con el fin de optimizar las
condiciones del tratamiento térmico. Como ya fue expuesto en el Capitulo 3, la
estructura del FBG puede describirse en términos de cadenas polipeptidicas
(AaBpy),, 0 en términos de fragmentos [7,8]. Cuando se produce la degradacién
del FBG por plasmina, ocurre la lisis en las hélices superenrolladas, de tal
forma que se recuperan dos fragmentos principales: el fragmento E y el
fragmento D. El fragmento E corresponde a parte del dominio central y a la
hélice superenrollada, y el fragmento D incluye todo el dominio distal y una
porcién de la hélice superenrollada [5,7-9]. Los sitios de unién de las proteinas
de la pared celular de S aureus incluyen las regiones del C-terminal de la
cadena y y del C-terminal de la cadena a de la molécula de FBG, los cuales
pertenecen al fragmento D [10,11].

La Figura 51 muestra el termograma de una solucion de FBG. Se
observan dos transiciones endotérmicas principales situadas a 51 y 93 °C, que

concuerdan con los resultados reportados por Donovan y Mihalyi [12] y por
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Figura 5.1 Termograma de una solucién 1,5000 mg/ml de FBG.

Privalov [13]. La transicién correspondiente a la menor temperatura se asigna
al despliegue de tres regiones termolabiles cooperativas del fragmento D, una
de las cuales es el C-terminal de la cadena vy [14]. Ademas, a 55 °C se observa
una transicion pequefia que es asignada al C-terminal de la cadena o [14]. La
transicion observada a mayor temperatura, se atribuye a la desnaturalizacion
del fragmento central E y de la porcién de la hélice superenrollada que
corresponde al fragmento D [5,6]. Debido a que los sitios de unién de S. qureus
comprenden las regiones del C-terminal de la cadena y y del C-terminal de la
cadena a, se espera que si la temperatura se aumenta por arriba de 55 °C se
alteren estos sitios de unién. Tal como fue discutido en el Capitulo 3, se
desarrollan interacciones especificas entre S. aureusy el FBG en este sistema,
por lo cual, se espera que al alterar el sitio de unidén se vea disminuida

considerablemente la adhesiéon bacteriana. Se selecciond la temperatura de
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60 °C para realizar el tratamiento térmico de soluciones de FBG por diferentes
periodos de incubacion. Asi, el estudio de la adhesion en estas condiciones
puede aportar evidencia sobre las interacciones especificas entre FBG y S

aureus.

5.2.1.2 Estructura secundaria

Se utiliz6 la técnica de Dicroismo Circular para estudiar los cambios
de la estructura secundaria de ALB o de FBG provocados por el tratamiento
térmico. Para ello, a partir de los espectros obtenidos se realizé un analisis
cualitativo y cuantitativo. Las soluciones de ALB o de FBG fueron sometidas a
un tratamiento térmico segun fue detallado en el Capitulo 4 (Etapa 1, Figura
4.2).

Se exploraron distintas condiciones de tratamiento térmico: 58 °C
(durante 15 min, 1, 2 y 18 h) y 65 °C (durante 1 y 18 horas). La Figura 5.2
muestra el espectro de CD para ALB tratada a 58 °C durante diferentes
periodos de tiempo (A) y el porcentaje de estructura secundaria (B). El
porcentaje de cada tipo de estructura secundaria fue obtenido mediante la
deconvolucion de los espectros utilizando el servidor web DICHROWEB con el
algoritmo CDSSTR. Para todas las condiciones estudiadas, la raiz de la
desviacién cuadratica media normalizada (NRMSD) fue menor a 0,05,
garantizando un buen ajuste de los datos experimentales. En todos los
espectros, predomina el tipo de estructura a—hélice, el cual exhibe bandas
negativas en torno a 208 y 222 nm y una banda positiva por debajo de 195 nm
[3,15,16]. No se observan diferencias considerables en la estructura secundaria
con los diferentes periodos de tiempos empleados a esta temperatura. S6lo el

mayor tiempo del tratamiento térmico (18 h), provocé un cambio notorio en
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la elipticidad, dando lugar a un aumento de la estructura lamina 3 (de un 6%
para ALB sin tratamiento térmico, a un 16%). Es por esto que se decidi6

explorar el cambio en la estructura secundaria de ALB a una mayor

temperatura.
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Figura 5.2 Espectro de CD para ALB 0,100 mg/ml (A) y porcentaje de
estructura secundaria (B): sin tratamiento térmico (negro) con tratamiento
térmico a 58 °C por 15 min (rojo), por 1 h (azul), por 2 h (verde) y por 18 h
(naranja).

La Figura 53 muestra el espectro de CD para ALB tratada
térmicamente a 65°C durante diferentes periodos de tiempo (A) y el porcentaje
de estructura secundaria (B). Al igual que en el caso anterior se utilizd el
algoritmo CDSSTR y para todas las condiciones, la NRMSD fue menor a 0,05. La
estructura secundaria muestra cierta pérdida en el contenido de a-hélice a

juzgar por los cambios en las bandas a 195 y 222 nm. El tratamiento térmico
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por 1 h conduce a un aumento en la estructura lamina 3 (de un 4% para ALB
sin tratamiento térmico, a un 12%), mientras que el tratamiento por 18 h
muestra una marcada pérdida de estructura secundaria junto con el
surgimiento de estructura al azar (de un 16% para ALB sin tratamiento
térmico, aumenta a un 26%). Sin embargo, no hay una pérdida completa de la
estructura secundaria de ALB, sino que sufre una desnaturalizacién parcial. E1
tratamiento térmico de ALB a 65 °C por 1 h y por 18 h fue seleccionado para la

biofuncionalizacién superficial.
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Figura 5.3 Espectro de CD para ALB 0,100 mg/ml (A) y porcentaje de
estructura secundaria (B): sin tratamiento térmico (negro) con tratamiento
térmico a 65 °C por 1 h (naranja) y por 18 h (fucsia).

La Figura 5.4 muestra el espectro de CD para FBG tratado

térmicamente a 60 °C y a 65 °C durante diferentes periodos de tiempo. El
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espectro de FBG sin tratamiento térmico corresponde a un alto contenido de
a-hélice de acuerdo con las bandas caracteristicas a 208, 222, y 195 nm.
Ademas, un analisis cuantitativo realizado mediante la deconvolucién con el
servidor DICHROWEB por el algoritmo CDSSTR respalda esta premisa
(NRMSD<0,05). Dicho analisis indicé que la estructura secundaria consiste en
a-hélice en un 46%, lamina (3 en un 13%, giro B en un 15%, y estructura al azar
en un 25%, lo que se encuentra en concordancia con los resultados publicados
en la literatura [17]. Las diferentes condiciones de tratamiento térmico de FBG
provocan grandes cambios espectrales respecto al FBG sin tratamiento. Sin
embargo, estos cambios no pudieron analizarse cuantitativamente debido a la
falta de ajuste con cualquier base de datos, incluidos los recomendados para

proteinas fibrilares o desplegadas. De todas formas, es evidente que los
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Figura 5.4 Espectro de CD para FBG 0,100 mg/ml: sin tratamiento térmico

(negro) con tratamiento térmico a 60 °C por 1 h (naranja), a 60 °C por 18 h
(rojo), a 65 °C por 1 h (verde) y a 65 °C por 18 h (azul).
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diferentes tratamientos térmicos conducen a alteraciones similares en la
estructura secundaria dando lugar a una estructura de FBG parcialmente
desnaturalizada. Por lo tanto, se selecciondé para la biofuncionalizacién
superficial el tratamiento térmico que incluye menor temperatura (60 °C) y

menor tiempo de tratamiento (1 h).

5.2.1.3 Biofuncionalizacion superficial

La estrategia de biofuncionalizacién superficial incluye la adsorcion de
ALB o FGB parcialmente desnaturalizados sobre las superficies para inhibir la
adhesion bacteriana. Para ello, luego del tratamiento térmico de ALB o FBG en
solucion las superficies se sumergen durante 1 h a temperatura ambiente tal
como fue detallado en el Capitulo 4 (Etapa 2, Figura 4.2).

Para la biofuncionalizacién con ALB se emplearon dos condiciones de
tratamiento térmico, 65 °C durante 1 h y 18 h, ya que se pretende evaluar el
efecto que el tipo de estructura secundaria inducida por el tratamiento
térmico tiene en la adhesion bacteriana (lamina B y estructura al azar,
respectivamente). En cambio, en la biofuncionalizacién con FBG se empled un

Unico tratamiento térmico de 60 °C durante 1 h.

5.2.2 Adhesion bacteriana

Los resultados desarrollados en la Parte 1 de este trabajo apuntan a una
relacion entre la conformaciéon de la proteina adsorbida y la inhibicién de la
adhesion de S aureus. En particular, se encontré una relaciéon entre el grado
de relajacién de ALB o FBG adsorbidos y la adhesion bacteriana en su etapa
inicial, y también en etapas posteriores (formacién del biofilm).

Concretamente, esta relacién indica que en las condiciones en que se favorece
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la relajacion de la proteina adsorbida, se observa una menor adhesion
bacteriana en todas sus etapas. En base a estos resultados, se plante6 una
estrategia de biofuncionalizacién que incluya la adsorcién de proteinas de
estructura alterada. Para evaluar la eficacia de dicha estrategia, se estudi6 la
adhesién bacteriana sobre las superficies biofuncionalizadas. El disefio
experimental fue detallado en el Capitulo 4 (Etapa 3, Figura 4.2). Brevemente,
de forma inmediata a la biofuncionalizacién superficial, las superficies se
incubaron en la suspension bacteriana variando el medio y el tiempo de
incubacion. El medio de la suspension bacteriana consistié en PBS a pH 7,3. En
particular, para estudiar la adhesién bacteriana en un medio de relevancia
fisiologica, se utilizd PBS con 10% SFB, tal como se describe en el Capitulo 4. Asi,
el medio de la suspension bacteriana incluy6: PBS o PBS con 10% SEFB en el
caso de superficies biofuncionalizadas y medio de cultivo liquido TSB, PBS o
PBS con 10% SFB en el caso de las superficies sin biofuncionalizar empleadas
como referencia. El tiempo de incubacién fue de 40 min para evaluar la
adhesién bacteriana inicial, o de 18 h para evaluar la formacién del biofilm. La
adhesion bacteriana se estudi6 mediante Microscopia Confocal de
Fluorescencia (Capitulo 4, apartado 4.3.6) y Microscopia Electronica de Barrido
(Capitulo 4, apartado 4.3.7). Con el fin de estudiar la adhesién bacteriana inicial
se realizd6 wuna comparacion cuantitativa de las condiciones de
biofuncionalizacién de ALB o de FBG mediante el conteo de las bacterias vivas
adheridas por Microscopia Confocal de Fluorescencia. Mientras que, para
aquellas condiciones de biofuncionalizacién de ALB o FBG donde se pretende
evaluar la formacién del biofilm se efectu6 una comparaciéon cuali-
cuantitativa de las imagenes captadas. Ademas, la morfologia de las bacterias

adheridas fue estudiada mediante Microscopia Electrénica de Barrido.
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5.2.2.1 Adhesion bacteriana inicial

La Figura 5.5 muestra la variacion del porcentaje de bacterias vivas (A)
y de bacterias totales/um? (B) respecto a superficies sin biofuncionalizacién
para la adhesién de S. aureus sobre superficies biofuncionalizadas con ALB o
FBG. Se observa una inhibicién en la adhesiéon bacteriana para la
biofuncionalizacién con ambas proteinas respecto a las superficies sin
biofuncionalizar. Ademas, no se evidenciaron diferencias significativas para la

cantidad de bacterias vivas, ni para la cantidad de bacterias totales para
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Figura 5.5 Variacion del porcentaje de bacterias vivas (A) y de bacterias
totales/um? (B) para S. aureus adherida sobre superficies biofuncionalizadas
con ALB o FBG, respecto a superficies sin biofuncionalizar para 40 min de
adhesion. Las condiciones de biofuncionalizacién incluyen inmersion por 1
h en: ALB 0,1000 mg/ml tratada térmicamente a 65 °C por 1 h (naranja), por
18 h (fucsia), FBG 0,0500 mg/ml tratado térmicamente a 60 °C por 1 h (verde).
Las barras de error representan el intervalo de confianza del 95% y (*)
representa a condiciones con valores p > 0,05.
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ambas condiciones de biofuncionalizacién con ALB (ANOVA y prueba a
posteriori DGC). Es decir, el tipo de estructura secundaria de ALB (lamina By
estructura al azar) provoca el mismo grado de inhibicién en la adhesion
bacteriana en su etapa inicial. Por otra parte, la biofuncionalizacién con FBG
resulta en la muerte de la mayoria de las bacterias adheridas. En
consecuencia, la inhibicion en la adhesion de S aureus se debe a la

biofuncionalizacién con ALB o FBG de estructura diferente a la nativa.

5.2.2.2 Formacion del biofilm

Con el propésito de evaluar si la biofuncionalizacién superficial con
ALB y FBG parcialmente desnaturalizados es capaz de inhibir también la
formacién del biofilm, se estudi6 la adhesiéon de S aureus a tiempos de
incubaciéon mas largos (18 h). En estas condiciones, esta bacteria es capaz de
formar biofilm en medio de cultivo TSB y en PBS a pH 7,3 (ver apartado 1.3.8,
Capitulo 1). La Figura 5.6 muestra imagenes de Microscopia Confocal de

Fluorescencia para evaluar la formacion del biofilm de S. aqureus sobre

Figura 5.6 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia de S. aureus
sobre superficies a pH 7,3 en condiciones capaces de formar biofilm: (A) en
TSBy (B) en PBS.
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superficies sin biofuncionalizacién en TSB (A) y en PBS (B). Cabe aclarar que,
estos controles fueron mostrados previamente en el Capitulo 2 (Figura 2.15)
pero se repiten en el presente capitulo para mayor claridad. En el panel A es
posible observar el crecimiento en forma de césped caracteristico del biofilm.
En el panel B, se observan microcolonias consistentes con la etapa previa a la
formacién de un biofilm maduro.

Para la biofuncionalizacién superficial con ALB, ademas de estudiar el
efecto de los diferentes tipos de estructura secundaria, se incluy6 el estudio de
diferentes concentraciones de proteina. La Figura 5.7 muestra imagenes de S.
aureus adherida sobre superficies biofuncionalizadas con ALB obtenidas por
Microscopia Confocal de Fluorescencia y por Microscopia Electrénica de
Barrido. El panel A corresponde a la condicién de biofuncionalizacién de
menor (, (0,005 mg/ml), cuyo tratamiento térmico induce un aumento de
lamina B (65 °C durante 1 h). Los paneles B, E y F representan a la misma
condicién de tratamiento térmico (65 °C durante 1 h) con mayor (, (0,1000
mg/ml). El panel C corresponde a la condicién de biofuncionalizacién con
tratamiento térmico asociado a un aumento de estructura al azar (65 °C
durante 18 h) de menor ¢, (0,0050 mg/ml), y el panel D a la de mayor (,(0,1000
mg/ml). Todas las condiciones de biofuncionalizacién inhiben la formacion
del biofilm, solo se observan algunas células adheridas. Esta inhibicién se debe
a la estructura secundaria de ALB perturbada respecto a la proteina nativa. En
particular el tipo de estructura secundaria de ALB no es determinante en
dicha inhibicioén. Por el contrario, al aumentar la concentracién de ALB se
observa una mayor inhibicién en la formacién del biofilm. Las bacterias
adheridas presentan una distribucién heterogénea del tamafio celular y se
observan perturbaciones en la pared celular que corresponden a células

bacterianas muertas.
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Figura 5.7 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia y de
Microscopia Electrénica de Barrido de S. aureus sobre superficies
biofuncionalizadas con ALB en condiciones capaces de formar biofilm.
Biofuncionalizacién con ALB: (A) 0,0050 y (B, E-F) 0,1000 mg/ml tratada
térmicamente a 65 °C por 1 h y (C) 0,0050 y (D) 0,000 mg/ml tratada
térmicamente a 65 °C por 18 h.

Se cuantific6 la inhibiciéon de la formacién del biofilm mediante el

analisis de la adhesion bacteriana sobre las superficies biofuncionalizadas con

189



Biofuncionalizacién con albimina o fibrinégeno y adhesién bacteriana

ALB. Para ello, se utiliz6 como referencia las superficies sin biofuncionalizar
con un tiempo de incubacién tal que refleja la etapa de adhesién bacteriana
inicial (40 min). La Figura 5.8 muestra bacterias/um? discriminando bacterias
muertas (rojas) de vivas (verdes) para la adhesién de S. aureus sobre superficies
biofuncionalizadas con ALB en un tiempo de incubacién de 18 h. Se incluyeron
ambos tratamientos térmicos (65 °C por 1 h y por 18 h) y ambas (, para cada
uno de ellos (0,0050 y 0,1000 mg/ml). Todas las condiciones de

biofuncionalizacién con ALB minimizan la adhesién de bacterias respecto a
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Figura 5.8 Bacterias vivas/um?(verdes) y muertas/um?(rojas) para S. aureus
adherida sobre superficies en ausencia y presencia de biofuncionalizacién
con ALB con 40 min adhesion (borde de trazo liso) y con 18 h de adhesion
(borde de trazo rayado). Las condiciones de biofuncionalizacién incluyen
inmersion por 1 h en: ALB 0,0050 y 0,1000 mg/ml tratada térmicamente a
65 °C por 1 h y por 18 h. Las barras de error representan el intervalo de
confianza del 95% y (*) representa a condiciones con valores p > 0,05.
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superficies sin biofuncionalizar. Se observa el efecto de la (,, la cual aumenta
la inhibicién en la adhesién bacteriana. No se observd efecto del tipo de
estructura secundaria inducida por el tratamiento térmico de la solucién de
ALB (ANOVA y prueba a posteriori DGC). La biofuncionalizacién superficial con
ALB parcialmente desnaturalizada produce una inhibicién en la adhesion
bacteriana inicial, que es mantenida en el tiempo de forma tal, que inhibe la
formacién del biofilm.

Se evalu6 la capacidad de inhibir la formacién de biofilm de S. aureus
por superficies biofuncionalizadas con FBG parcialmente desnaturalizado. Para
ello, las soluciones de FBG fueron sometidas a tratamiento térmico a 60 °C
durante 1 h. La Figura 59 muestra imagenes de S aureus adherida sobre
superficies biofuncionalizadas con FBG obtenidas por Microscopia Confocal de

Fluorescencia (A) y por Microscopia Electronica de Barrido (B y C). El panel A

Figura 5.9 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia (A) y de
Microscopia Electrénica de Barrido (B-C) de S. aureus sobre superficies
biofuncionalizadas con FBG en condiciones capaces de formar biofilm.
Biofuncionalizacién con 0,0500 mg/ml de FBG tratado térmicamente a 60 °C
por1h.
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muestra so6lo algunas células adheridas, indicando que la formacién del
biofilm fue completamente inhibida en 18 h de incubacién. Conforme a este
resultado, las imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido (paneles B y C)
muestran bacterias con perturbaciones en la pared celular, que indican la
pérdida del contenido citoplasmatico en consonancia con células muertas.

Al igual que para la biofuncionalizacién con ALB, se evalué de forma
cuantitativa la inhibicién de la formacién de biofilm mediante el analisis de
la adhesién bacteriana sobre las superficies biofuncionalizadas con FBG. A
modo de comparacion, se utilizaron superficies en ausencia y presencia de
biofuncionalizacién con FBG, empleando un tiempo de incubacién de 40 min.
La Figura 5.10 muestra el nimero de bacterias/um? discriminando bacterias
muertas (rojas) de vivas (verdes) para la adhesion de S. aureus sobre superficies
biofuncionalizadas con FBG. Para la biofuncionalizaciéon con FBG a los dos
tiempos de incubacion explorados, se observa una disminucion de la cantidad
de bacterias respecto a superficies sin biofuncionalizar. Ademas, la
biofuncionalizacion luego de 18 h de incubacion contribuye a acrecentar esta
reduccion en la adhesion bacteriana. Esta disminucion acentuada con el
tiempo de incubacién es similar a la observada para superficies con ALB
adsorbida en condiciones cinéticas controladas (Figura 2.16, Capitulo 2), donde
las interacciones bacteria-proteina son inespecificas. En este caso, estas
interacciones dan lugar al desprendimiento de las células bacterianas que se
ve reflejado en el menor namero de bacterias adheridas en funcién del tiempo
de incubacién. De forma opuesta, las interacciones entre FBG y S. aureus son
de tipo especificas (Figura 3.9, Capitulo 3). Estas interacciones se desarrollan
mediante sitios de unién de la bacteria que involucran el C-terminal de la
cadena y y el C-terminal de la cadena o de la molécula de FBG, los cuales se

alteran por encima de los 55 °C. La perturbaciéon de la estructura del FBG por
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tratamiento térmico a 60 °C causa la alteracion estructural de los sitios de
union a la bacteria. De esta forma, en estas condiciones, las interacciones FBG
parcialmente desnaturalizado-S. aureus son inespecificas, dando lugar a una
cantidad de bacterias adheridas cada vez menor a medida que transcurre el
tiempo. Otro hecho que refuerza esta observacion surge de la comparaciéon de
la adhesién bacteriana sobre superficies con FBG adsorbido en condiciones
cinéticas controladas y superficies biofuncionalizadas con FBG parcialmente
desnaturalizado. La relacion entre la cantidad de bacterias totales/um? sobre

superficies con FBG adsorbido en condiciones cinéticas controladas fue 12

0,06

0,05

0,04 -

0,03 +

Bacterias/pum’

0,02 +

0,01 -

0,00 -
Sin FBG- 40 min FBG-18h
biofuncionalizar de adhesion de adhesiéon

Figura 5.10 Bacterias vivas/um? (verdes) y muertas/um?(rojas) para S. gureus
adherida sobre superficies en ausencia y presencia de biofuncionalizacién
con FBG con 40 min adhesion (borde de trazo liso) y con 18 h de adhesion
(borde de trazo rayado). Las condiciones de biofuncionalizacién incluyen
inmersion por 1 h en: FBG 0,0500 mg/ml tratado térmicamente a 60 °C por

1 h. Las barras de error representan el intervalo de confianza del 95%.
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veces mayor (0,084 + 0,024, Figura 3.9, Capitulo 3) que sobre superficies con FBG
parcialmente desnaturalizado (Figura 5.10). Es decir, el tipo de interaccion
entre S, aureus 'y FBG es dependiente de la estructura de FBG involucrado en
dicha interaccion.

Por otra parte, se extendi6 el estudio de la inhibicién de la formacién
del biofilm mediante la biofuncionalizacién con proteinas parcialmente
desnaturalizadas en un medio de relevancia fisioldgica. Para ello, se utilizé6 PBS
con 10% de SFB como medio de la suspension bacteriana. Esta eleccion se basa
en que el suplemento con SFB (en dicha proporciéon) es ampliamente utilizado
en el cultivo de células eucariotas en investigacion y en ensayos clinicos
debido a que promueve el crecimiento celular mediante la provision de
nutrientes y factores de crecimiento [18-23].

La Figura 511 muestra imagenes de S agureus adherida sobre
superficies sin biofuncionalizacién, en PBS y en PBS con 10% de SFB obtenidas
por Microscopia Confocal de Fluorescencia. A modo de comparacién, primero
se incluye la adhesion en PBS representada en los paneles A y B, donde se
observan gran cantidad de bacterias vivas adheridas y algunas microcolonias.
En cambio, en los paneles C y D, que corresponden a la adhesion en PBS con
10% de SFB, se ve potenciada la formacién de microcolonias como etapa previa
al establecimiento de un biofilm maduro. Es decir, la presencia de suero en el
medio favorece la formacién del biofilm.

Se evalud la capacidad de inhibir la formacion del biofilm de S. aureus
en PBS con 10% de SFB por superficies biofuncionalizadas con ALB
parcialmente desnaturalizada. Teniendo en cuenta los resultados previos
(Figura 5.8), que indicaron que el tipo de estructura secundaria inducida por la
diferente duracién del tratamiento térmico (1 o 18 h) de la solucién de ALB no

tiene efecto en la inhibicién de la adhesién bacteriana, fue elegido el
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Figura 5.11 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia de S. qureus
sobre superficies sin biofuncionalizacién en condiciones capaces de formar
biofilm: (A-B) en PBS (C-D) y en PBS con 10% SFB.

tratamiento térmico de menor duracién (1 h). Por otra parte, ya que la G, si es
determinante en dicha inhibicién, se utiliz6 la mayor (, (0,1000 mg/ml). Asi,
soluciones de 0,000 mg/ml de ALB fueron sometidas a tratamiento térmico a
65 °C durante 1 h. La Figura 5.12 muestra imagenes de S qureus adherida sobre
superficies biofuncionalizadas con ALB en PBS (A y B) y en PBS con 10% de SFB
(C y D). Se observa inhibicion de la formacién del biofilm para la
biofuncionalizacién con ALB en ambos medios, solo hay algunas bacterias
adheridas. La perturbacion de la estructura secundaria de ALB respecto a la

proteina nativa es capaz de inhibir la formacién del biofilm de S. aureus,
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incluso en un medio que favorece el crecimiento celular y que es mas cercano
al entorno fisiol6gico en el cual se utilizan los biomateriales.

De manera similar, se evalu6 la capacidad de inhibir la formacién del
biofilm de S aureus en PBS con 10% de SFB por superficies biofuncionalizadas
con FBG parcialmente desnaturalizado. Para ello, las soluciones de FBG fueron
sometidas a tratamiento térmico a 60 °C durante 1 h. La Figura 5.13 muestra
imagenes de S. aureus adherida sobre superficies biofuncionalizadas con FBG

en PBS (A y B) y en PBS con 10% de SFB (B y C). Sobre superficies

Figura 5.12 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia de S. gqureus
sobre superficies biofuncionalizadas con ALB en condiciones capaces de
formar biofilm: (A-B) en PBS y (C-D) en PBS con 10% SFB. Las condiciones de
biofuncionalizaciéon incluyen inmersién por 1 h en: ALB 0,1000 mg/ml
tratada térmicamente a 65 °C por 1 h.
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biofuncionalizadas en presencia de PBS, se observan sélo algunas bacterias
adheridas. Sin embargo, en presencia de PBS con 10% de SFB, se observan
microcolonias y crecimiento en forma de césped caracteristico del biofilm. Es
decir, la capacidad de inhibicién en la formacién del biofilm por la
biofuncionalizacién con FBG en PBS, no se mantiene cuando este medio es
suplementado con suero. Del andlisis de la bibliografia se puede inferir que el
FBG utilizado en la biofuncionalizacién podria ser sustrato de factores y

proteinas asociados a la cascada de la coagulacién, que estan presentes en

Figura 5.13 Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia de S. qureus
sobre superficies biofuncionalizadas con FBG en condiciones capaces de
formar biofilm: (A-B) en PBS y (C-D) en PBS con 10% SFB. Las condiciones de
biofuncionalizacién incluyen inmersién por 1 h en: FBG 0,1000 mg/ml
tratado térmicamente a 60 °C por 1 h.
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el SFB empleado en particular en este trabajo de Tesis Doctoral [7,9,24]. Es decir,
este proceso podria alterar la biofuncionalizacién con FBG vy, por lo tanto, el

comportamiento de la adhesion bacteriana en presencia de SFB.

5.3 Conclusiones

El tratamiento térmico de las soluciones de ALB y de FBG provoca un
cambio notorio en la estructura secundaria de ambas proteinas. La
biofuncionalizacion con ALB y FBG parcialmente desnaturalizadas por
tratamiento térmico, provoca una inhibicién en la adhesion de S. qureus en su
etapa inicial, que es mantenida en el tiempo de forma tal que inhibe la
formacion del biofilm. La inhibicién en superficies biofuncionalizadas con ALB
depende de la concentracion de ALB, pero es independiente del tipo de
estructura secundaria inducida con el tratamiento térmico. Las interacciones
FBG parcialmente desnaturalizado-S. qureus son inespecificas, al encontrarse
alterado el sitio de unién a la bacteria. Comparando la biofuncionalizacién
con ALB y FBG parcialmente desnaturalizado, la biofuncionalizacién con ALB
resulta mas eficaz, ya que es capaz de inhibir la formacién del biofilm incluso

en un medio similar al entorno fisiolégico real de un biomaterial.
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Parte 3: Biofuncionalizacion con proteinas y activacion de
macrofagos

Introduccion

Como resultado de la segunda parte de este trabajo de Tesis Doctoral
surgieron las condiciones 6ptimas de biofuncionalizacién con ALB y FBG, tal
que minimizan la adhesion bacteriana. En particular, los resultados de la
Parte 2 indican que se puede inhibir la adhesién de S aureus mediante el
cambio en la estructura secundaria de las moléculas adsorbidas de ALB o FBG.
Un problema de esta estrategia sencilla podria estar asociado a una respuesta
inumune desfavorable. Existe evidencia de que los cambios en la estructura de
las proteinas pueden activar la respuesta inmune, debido a la funcién que
ejercen las células inmunitarias para mantener la homeostasis [1-4]. Por lo
tanto, se planted la necesidad de evaluar la posible activacion de macrofagos
frente a las superficies biofuncionalizadas en la tercera parte de este trabajo
de Tesis Doctoral.

La mayoria de los biomateriales de interés clinico suelen provocar la
reaccién por cuerpo extrafio (FBR), una forma especial de inflamacién no
especifica [5]. Las células mas prominentes en la FBR son los macréfagos, que
intentan fagocitar el material [5. Los macré6fagos, son la primera linea de
defensa contra los patégenos, de tal forma que del proceso de interaccién con
un biomaterial pueden activarse para cumplir con sus funciones [5-7]. Los
macroéfagos activados pueden clasificarse a lo largo de un espectro fenotipico
como macrofagos activados clasicamente (M1), que asisten a la actividad
microbicida y son proinflamatorios, o como macr6fagos activados
alternativamente (M2), que no son competentes para eliminar patégenos, sino
que intervienen en procesos de regulacion/homeostasis [5-7]. Como resultado

de la activacion clasica de los macréfagos, se pueden nombrar tres tipos de

203



mecanismos efectores: expresiéon de marcadores en su superficie celular,
secrecion de o6xido nitrico (NO) y produccién de citocinas. Dentro de las
funciones de los marcadores de activacién, se puede nombrar su participacion
en la interaccién con los linfocitos T, de tal manera que éstos desarrollen
acciones en contra de los antigenos [8-11]. Por otra parte, el 6xido nitrico
interviene en los procesos inflamatorios mediante la vasodilatacién y
destruccién de microorganismos ejerciendo su acciéon mediante la formacion
de especies reactivas del oxigeno [12-14]. Por dultimo, las citocinas
proinflamatorias cumplen funciones muy diversas, amplificando la respuesta
inflamatoria por medio de la secrecién de diversos mediadores o de la
expresion de receptores celulares [8,15-17]. En base a estas premisas, en este
trabajo de Tesis Doctoral, se propuso evaluar la activacion clasica de los
macrofagos frente a la biofuncionalizacién planteada, mediante técnicas
complementarias capaces de abordar los distintos mecanismos de activacion.
Se analiz6 la expresion de marcadores celulares mediante Citometria de Flujo,
la produccién de NO mediante la reaccion de Griess y la producciéon de una
citocina proinflamatoria mediante la técnica de enzimoinmunoensayo (ELISA)
sandwich. En particular, se estudi6 la expresion de los marcadores de
activacién: complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHC-II), CD80 y
CD86, la produccién de NO mediante la cuantificacién de iones nitrito y la
produccién de la citocina: factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Para
evaluar la respuesta de macréofagos en el mismo medio utilizado que en la
adhesién bacteriana frente a la biofuncionalizacién superficial, se utilizd
medio de cultivo suplementado con 10% de SFB. Por otra parte, teniendo en
cuenta que los componentes del SFB podrian enmascarar la
biofuncionalizacién frente a los macréfagos, también se realizd el estudio en

medio de cultivo sin suplementar.
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En resumen, la tercera parte de este trabajo de Tesis Doctoral incluye el
Capitulo 6 y 7. En el primero, se describe la parte experimental, y a
continuacion se discuten los resultados relacionados con la evaluacion de la

activacion de macroéfagos frente a la biofuncionalizacién con ALB o FBG.
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Capitulo 6

Capitulo 6: Parte experimental
6.1 Introduccion

En este capitulo, se presenta la parte experimental utilizada para
desarrollar las tematicas relativas a la Parte 3 de este trabajo de Tesis Doctoral.
En particular, corresponden a los materiales y métodos utilizados en el estudio
de la respuesta inmune mediante la activacién de macréfagos frente a la

biofuncionalizacién superficial con ALB y FBG.

6.2 Materiales

6.2.1 Reactivos

Las proteinas que fueron empleadas son las mismas que las utilizadas
en la Parte 1y 2 de este trabajo de Tesis Doctoral (ver apartado 1.2.1, Capitulo 1),
e incluyen los productos comerciales: ALB de suero bovino y FBG de plasma
humano de Sigma-Aldrich.

Los reactivos NaCl, NaH,PO.H,0, H;PO,, H,SO4 Na,CO; y etanol fueron
obtenidos de J.T. Baker. Por otra parte, fueron adquiridos de Thermofisher los
reactivos: medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
glutamina, anticuerpos para Citometria: anti-MHC-II conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC), kit para ELISA: factor de necrosis tumoral
o (TNF-a) de raton. Los anticuerpos para Citometria: anti-CD80 conjugado con
ficoeritrina (PE), anti-CD86 conjugado con ficoeritrina-cianina 7 (PE-Cy7) y la
tincién de viabilidad celular (FVS780) fueron provistos por Becton Dickinson
(BD). Ademas, NaNO, fue obtenido de Riedel de Haén, azul de tripan, azul de
Coomassie G-250, y el reactivo de Griess fueron obtenidos de Sigma-Aldrich,

acido etilendiaminotetracético (EDTA) fue obtenido de Carlo Erba, polisorbato
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20 (Tween 20) de Biopack y SFB fue adquirido de Laboratorios Natocor. El
lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli fue provisto gentilmente por la Dra.
Claudia Sotomayor (CIBICI-Dpto. de Bioquimica Clinica, FCQ-UNC).

Todos los reactivos son de grado analitico y fueron utilizados sin
purificaciones previas. Las soluciones acuosas fueron preparadas en agua
deionizada de resistencia 18 MQ/cm (Sistema Milli Q, Millipore). A menos que
se aclare previamente, todos los experimentos fueron realizados a

temperatura ambiente (22 + 2 °C).

6.2.2 Superficies

Las superficies que fueron utilizadas consisten en sustratos sélidos de
silicio que fueron obtenidos en Silicon Valley Microelectronics, con una
pelicula de silica de aproximadamente 100 nm de espesor, que se generd por
oxidacién a 1000 °C durante 1 h, al igual que las utilizadas en la Parte 1 de la
presente Tesis Doctoral (ver apartado 1.2.2, Capitulo 1).

Dichas superficies fueron reutilizadas luego de cada experimento. Para
ello, se realizé un procedimiento de lavado con solucién pirafia (H,SO.H,0, 3:1)
a 100 °C durante 1 h y posteriormente fueron enjuagadas con abundante

cantidad de agua deionizada.

6.2.3 Lineas celulares y medios de cultivo

Se utiliz6 la linea celular Raw 264.7, 1a cual corresponde a macréfagos
murinos. Ademas, se emplearon macrofagos derivados del peritoneo de
ratones. Para ello, se sacrificaron ratones, y se extrajo el contenido celular del

peritoneo.
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”

El medio de cultivo utilizado fue “Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium
(DMEM) el cual consta de vitaminas, aminoacidos, sales inorganicas e hidratos
de carbono. Es un medio basal que no contiene proteinas o agentes que
promuevan el crecimiento celular [1,2]. Su composicion en mg/l se presenta en
la Tabla 6.1. A su vez, éste fue suplementado con 10% de SFB. El suero fetal
bovino se utiliza para propiciar el crecimiento de células en cultivo y sirve
como fuente de aminoacidos, proteinas, vitaminas, carbohidratos, lipidos,
hormonas, factores de crecimiento, minerales y oligoelementos [1,3-6].

Tanto los medios de cultivo como el material de laboratorio empleado
fueron esterilizados por calor himedo en autoclave a 121 °C durante 20 min a 1

atm de sobrepresion.

Tabla 6.1 Medio “Dulbecco's Modified Eagle's Medium” (DMEM)

Compuesto Concentracién
(mg/1)
Glicina 30,0
L-arginina 84,0
L-cistina 63,0
L-histidina 42,0
L-isoleucina 105,0
L-leucina 105,0
L-lisina 146,0
L-metionina 30,0
L-fenilalanina 66,0
L-serina 42,0
L-treonina 95,0
L-triptéfano 16,0
L-tirosina 104,0
L-valina 94,0
Colina 4,0
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Pantotenato de calcio 4,0
Acido félico 4,0
Niacinamida 4,0

Piridoxina 4,0
Riboflavina 0,4
Tiamina 4,0
I-inositol 7,2
CaCl, 200,0
Fe(NOs):.9H,0 0,1
MgSO0, 97,7
KCl 400,0
NaHCO; 3700,0
NaCl 6400,0
NaH,PO..H,O 125,0
D-glucosa 4500,0

6.3 Métodos

6.3.1 Preparacion de soluciones de proteinas

Se prepararon soluciones frescas, ya sea de ALB o de FBG en PBS a pH 7,3
previo a cada experimento, tal como fue detallado en el apartado 1.3.3 del
Capitulo 1, incluyendo la determinacién de la concentracion de FBG por
colorimetria mediante el método de Bradford [7]. Para ello, se analizé la
relacién entre la absorbancia a 595 nm (complejo colorante-proteina) y la
absorbancia a 465 nm (colorante libre), la cual es estrictamente lineal con la
concentracion de proteina [8]. La concentracion de ALB y de FBG de estructura

nativa y parcialmente desnaturalizada fue de 0,1000 mg/ml.
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6.3.2 Preparacion de la suspension celular

La etapa experimental correspondiente a la preparacion u obtencién de
la suspension celular fue realizada en el laboratorio de cultivo celular del
CIBICI-Dpto. de Bioquimica Clinica FCQ-UNC, en colaboracion con el Dr. Rubén
Motrich y su grupo de trabajo.

Las células pertenecientes a la linea celular Raw fueron cultivadas a 37
°C en una atmoésfera de 5% de CO, y humedad cercana a la saturacién en
medio DMEM suplementado con 10% SFB para favorecer su crecimiento, hasta
contar con la cantidad de células requerida para cada experimento.

Para la obtencion de macréfagos peritoneales de ratén, se utilizaron
ratones hembras de la cepa C57BL/6, de entre 6 y 8 semanas de edad,
pertenecientes al bioterio del CIBICI-Dpto. de Bioquimica Clinica, FCQ-UNC
(Numero de seguro: A5802-01). Los ratones utilizados para este trabajo fueron
mantenidos en condiciones de higiene y salubridad provistas por dicho
bioterio. La temperatura fue mantenida a 21 °C, con un fotoperiodo de 12 h
luz/12 h oscuridad. Los ratones fueron alimentados con alimento balanceado
LabDiet 5008 (Purina) ad /ibitum. El procedimiento experimental relacionado
al empleo de ratones lo realiz6 el Dr. Rubén Motrich, de acuerdo con las
recomendaciones del “Manual sobre el cuidado y uso de los animales de
experimentacion” publicado por el Consejo Canadiense de Proteccion de los
Animales (CCPA). Luego de ser sacrificados por dislocacién cervical, se realizé
un corte abdominal y se realizaron lavados peritoneales con solucion
fisioloégica para obtener la suspension celular (que naturalmente es rica en
una alta proporcion de macréfagos). Posteriormente, cuando se realizé el

cultivo con las superficies biofuncionalizadas, se utilizaron las células
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adherentes que se corresponden a poblaciones celulares macrofagicas,
descartando aquellas que permanecen en suspension en el sobrenadante.

La cuantificacién de los dos tipos de células empleadas se realizé
mediante la determinacion del numero de células viables utilizando la
camara de Neubauer y la tincién azul de tripan. La camara de Neubauer o
hemocitémetro consiste en un portaobjetos que contiene un fondo marcado
con una cuadricula de dimensiones conocidas para facilitar el recuento. El
azul de tripan es un colorante supravital que se emplea para evaluar la
viabilidad celular por exclusion [9], ya que no puede penetrar y teflir a las
células viables con membranas integras. De esta forma, frente al microscopio
las células muertas se observan de color azul, mientras que las células viables
no presentan coloracion. En un primer paso, la suspension celular se sometio
a centrifugacién a 2000 rpm durante 10 min y se re-suspendié en PBS para
aumentar su concentracion. Se mezclaron 900 ul de suspension celular con 100
ul de solucién de azul de tripan al 0,4% e inmediatamente la mezcla fue
transferida a la cdmara de Neubauer y cubierta con un cubreobjetos. En un
microscopio se realiz6 el recuento de las células que no captaron el colorante y

segun el factor de dilucion se calcul6 la densidad de células viables.

6.3.3 Disefio experimental para la biofuncionalizacion
superficial y la activacion de macrofagos

Para estudiar el efecto de la biofuncionalizacién superficial sobre la
activacion de macroéfagos, se plante6 el disefio experimental esquematizado en
la Figura 6.1 en cada una de sus etapas. Cada condicién experimental fue
evaluada por triplicado. Cabe destacar que las soluciones y el material
empleado en todas las etapas fue esterilizado previo a su uso y que las

actividades correspondientes a cada etapa fueron realizadas en ambiente
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estéril. Las etapas 1 y 2 fueron desarrolladas en el Capitulo 4 (etapas 1y 2,
Figura 4.2) y en el capitulo actual se presentan con ligeras modificaciones. La
Etapa 3 fue realizada en el CIBICI-Dpto. de Bioquimica Clinica FCQ-UNC, en el
laboratorio de cultivo celular.

En este disefio experimental, primero se realizé el tratamiento térmico
de la solucién de ALB o de FBG (Figura 6.1, Etapa 1). Para ello, a la solucién de
proteina se la sometié a un tratamiento térmico por 1 h a una temperatura de
65 °C para ALB y de 60 °C para FBG. Posteriormente, se realizé un enfriamiento
controlado de las soluciones sumergiéndolas en un bafio de agua a 30 °C por
1 h. La etapa siguiente incluye la estrategia de biofuncionalizacién superficial,
que comprendi6 la inmersion de las superficies en la solucién de ALB o de FBG
con estructura parcialmente desnaturalizada durante 1 h a temperatura
ambiente (Etapa 2). A su vez, se incluy6 la inmersion de las superficies en
solucion de ALB o FBG de estructura nativa y en solucién de PBS como blanco

de la biofuncionalizacién. Luego de sucesivos lavados con PBS, las superficies se
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Figura 6.1 Disefio experimental para la biofuncionalizacién superficial y la

activacién de macroéfagos.
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transfirieron a dos placas de 26 pocillos con PBS. Una placa se utilizé6 para
estudiar la activaciéon de macréfagos en medio DMEM, y otra en medio DMEM
con 10% de SFB. En cada placa, cada condicion experimental se realiz6 por
triplicado: blanco, ALB nativa, ALB parcialmente desnaturalizada, FBG nativo y
FBG parcialmente desnaturalizado. La Etapa 3 incluye el cultivo de las células
con las superficies biofuncionalizadas. La suspension celular se centrifugé y re-
suspendi6 en DMEM suplementado con 10% de SFB (células cultivadas en
presencia de SFB) o en DMEM sin suplementar (células cultivadas en ausencia
de SFB). Se colocaron 500 ul por pocillo de la suspensién celular. La densidad
celular utilizada por pocillo fue: 75.000 células Raw y 1.000.000 macré6fagos
peritoneales. Luego, se incubaron ambas placas a 37 °C en una atmosfera de 5%
de CO, y humedad cercana a la saturacion, durante un tiempo de incubacion
de 48 h. Se incluy6é como control de activacion un estimulo de las células con
LPS de concentracion final 100 ng/ml durante 24 h (24 h después de iniciado el
tiempo de incubacién). Otro control consistié en células solas o cultivadas sin
superficie (basales). Para analizar la activacién de macréfagos se estudid, por
un lado, la expresion de marcadores celulares por Citometria de Flujo y por
otro, la produccién de 6xido nitrico por la reacciéon de Griess y la produccion
de citocinas por un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
sandwich. Por lo que, luego de la incubacién de las superficies, se congelaron a
-80 °C los sobrenadantes para determinar posteriormente NO y citocinas, y se
realiz6 la preparacion de las células cultivadas para ser analizadas por
citometria de inmediato. El procesamiento de las muestras para estas tres

técnicas se abordara a continuacion en los apartados correspondientes.
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6.3.4 Analisis de la expresion de marcadores celulares
mediante Citometria de Flujo

La Citometria de Flujo (CMF) constituye una técnica de avanzada,
automatizada y altamente sensible, muy util para el estudio fenotipico de
células, entendiéndose como fenotipo al conjunto de moléculas de superficie
que posee un determinado tipo celular y que lo diferencia de otros tipos
celulares [10,11]. Esta técnica permite realizar andlisis multiparamétricos del
componente celular en suspension de una manera individual, célula a célula,
a través de sus caracteristicas estructurales (morfologia y complejidad
citoplasmatica) e identificar la expresion de proteinas celulares [10]. Entre sus
funciones se encuentran: la determinacién de la estirpe tisular, la etapa
madurativa o el estado de activaciéon que presenta una célula, analizando la
expresion de diferentes moléculas, en su superficie o en el interior [12]. Para el
analisis fenotipico se utilizan anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromos, que reconocen de manera especifica las moléculas de la
superficie de las células de interés [11,13]. Los anticuerpos unidos a los
fluorocromos son detectados por fluorescencia y visualizados mediante un
sistema informatico apropiado y de forma rapida, el cual permite analizar un
elevado numero de particulas en suspensiéon en un corto periodo (5000
particulas/s). Este analisis permite maultiples aplicaciones: obtener
informaciéon simultdnea de varios parametros celulares, identificar
paralelamente antigenos de superficie y citoplasmaticos, cuantificar la
intensidad antigénica por medio de los canales medios de fluorescencia y
emplear multiples marcaciones para detectar la coexpresion de antigenos
sobre la misma célula [10]. Ademas del analisis fenotipico, la CMF tiene otras
aplicaciones, entre ellas: el estudio de marcadores intracitoplasmaticos, el

andlisis de determinados parametros funcionales (estudio de fagocitosis por
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granulocitos y monocitos), el estudio del ciclo celular y el andlisis de la
viabilidad celular, entre otras [11].

Un citometro de flujo es un instrumento capaz de detectar la
fluorescencia procedente de las células a medida que pasan de una en una a
través de una corriente de un fluido y se intersectan con una fuente de luz
[11,12,14]. La luz dispersada caracteriza el tamafio celular y la complejidad o
granularidad citoplasmatica permitiendo distinguir poblaciones celulares [14].
Las suspensiones celulares se incuban con sondas que llevan marcadores
fluorescentes, para determinar asi el nimero de células que expresan la
molécula a la que se encuentra unida la sonda fluorescente [11,12]. Lo mas
habitual es que las sondas fluorescentes sean anticuerpos especificos frente a
una molécula de la superficie celular y estén conjugados con fluorocromos [12].
Ademas, las moléculas presentes en el citoplasma también pueden tefirse,
mediante una permeabilizacion transitoria de las células, lo que ofrece las
condiciones apropiadas para que los anticuerpos marcados atraviesen la
membrana plasmatica [12]. Asi, el citdmetro consta basicamente de un laser
que emite luz a una determinada longitud de onda y que posee tres tipos
distintos de detectores: un detector para el tamarfo de la célula (reflexién), un
detector para la morfologia (complejidad) de la célula (refraccién), y uno o mas
detectores de luz que recogen la luz emitida por los fluoréforos [11]. Las
proporciones relativas de una molécula concreta en las diversas poblaciones
celulares pueden compararse entre si mediante la tincién de cada una con la
misma sonda y la determinacién del grado de fluorescencia emitido [12].

En cuanto a la preparacion de la suspension de macréfagos para ser
analizada bajo esta técnica, se procedid como se describe a continuacion.
Luego de transcurrido el tiempo de incubacion apropiado, las células se

desprendieron mecanicamente de las superficies y/o del fondo del pocillo con
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la ayuda de un émbolo de jeringa estéril. Se realiz6 una centrifugacion por 5
min a 2000 rpm y se descarté el sobrenadante. A continuacion, para los
macréfagos peritoneales, se colocd la tincién de viabilidad celular. Este
colorante fluorescente se une covalentemente a grupos amino intercelulares.
Por lo cual, las células dafiadas con membrana permeable (por ejemplo células
necréticas), permiten la difusién intracelular del colorante dando como
resultado células vivas no tefiidas y células dafiadas fluorescentes [15,16]. Este
colorante fue titulado previamente para determinar la concentracién éptima
del mismo segun su aplicacion. Se incub6 por 20 min a temperatura ambiente
protegido de la luz. A continuacion, luego de otro paso de centrifugacion, se
realiz6 la inmunomarcacién de los marcadores de activaciéon de macré6fagos
con anticuerpos monoclonales: anti-MHC-II conjugado con FITC, anti-CD80
conjugado con PE, y anti-CD86 conjugado con PE-Cy7. Luego, se incubd por 30
min a temperatura ambiente. Se repiti6 un paso de centrifugado para
eliminar el medio con anticuerpos y se re-suspendié en una solucién de PBS
con 1% de SFB y 5mM de EDTA. Se procesé de inmediato por el citometro de
flujo, modelo FACS CANTO II (Becton Dickinson, BD) del CIBICI-Dpto. de
Bioquimica Clinica, FCQ-UNC. El procesamiento de los datos se realizd con el
software FlowJo. Para cada marcador celular se analiz6 el porcentaje de
eventos (células) positivos y la intensidad media de fluorescencia por célula.
Para cada una de estas variables se calculd la incerteza como el intervalo de
confianza del 95%. Se realiz6 un ANOVA de una via con un nivel de
significacién de 0,05 con el test a posteriori DGC para efectuar comparaciones
entre las diferentes condiciones de biofuncionalizacién evaluadas. Ambos test

estadisticos fueron realizados con el software “InfoStat” [17].
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6.3.5 Cuantificacion de iones nitrito en sobrenadantes de

cultivo mediante la reaccion de Griess

La activacién clasica de macréfagos puede ser provocada por: patrones
moleculares asociados a patégenos, interleucina (IL) 12, interferén y (INF-y) y
TNF-o [18,19]. Esta activa la funcién citotéxica y antimicrobiana de los
macréfagos, basada principalmente en su capacidad para secretar 6xido
nitrico [19]. Se determiné la concentraciéon de NO (como iones nitrito) en los
sobrenadantes del cultivo de los macr6fagos peritoneales de raton luego de 48
h de incubacién con las superficies biofuncionalizadas, utilizando un método
colorimétrico mediante el reactivo de Griess. El reactivo de Griess consta de:
sulfanilamida 1,5% en HCl 1M (reactivo A) y N-(1-naftil) etilendiamina 5,5 nM
(reactivo B). En condiciones acidas los nitritos reaccionan con el grupo amino
de la sulfanilamida para formar un catién diazonio, el cual se acopla a la
amina aromatica de N-(1-naftil)etilendiamina para formar un colorante de
color rojo-violeta (Ama= 540 nm) [20].

El primer paso para determinar iones nitrito por este método consiste
en la preparacion del reactivo de Griess al abrigo de la luz, mezclando
volumenes iguales del reactivo A y B [21,22]. Se prepardé una curva de
calibracién a partir de diluciones seriadas de soluciones de NaNO, Se
colocaron 100 ul de los sobrenadantes en una placa de 96 pocillos de fondo
plano [21]. Cada condicion experimental se midié por triplicado. Se agregaron
100 pl del reactivo de Griess a cada reservorio de la curva estandar y de las
muestras. Se incub6 por 15 min en oscuridad a temperatura ambiente y se
procedi6 a determinar las absorbancias a 540 nm en un espectrofotometro de
microplacas modelo 680 (Bio-Rad) del CIBICI-Dpto. de Bioquimica Clinica, FCQ-

UNC. Se calcul6 la media de la densidad optica de cada condicion
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experimental, y a partir de la curva de calibracién se procedié a cuantificar la
concentracién de iones nitrito con las incertezas calculadas como el intervalo
de confianza del 95%. Se realiz6 un ANOVA de una via con un nivel de
significacién de 0,05 con el test a posteriori DGC para efectuar comparaciones
entre las diferentes condiciones de biofuncionalizacién evaluadas con el

software “InfoStat” [17].

6.3.6 Determinacion de citocinas en sobrenadantes de
cultivo mediante ELISA sandwich

Dentro de los mediadores de la inflamacién que secretan los
macréfagos activados para cumplir funciones proinflamatorias se pueden
nombrar al NO y citocinas, tales como la IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, [L-23 y TNF-a
[18,19,23,24]. Los niveles de citocinas se miden en el sobrenadante de células de
cultivo mediante técnicas de enzimoinmunoensayos. En este trabajo de Tesis
Doctoral, se empleé el ensayo de ELISA sandwich para determinar la relacion
entre la secrecion de la citocina proinflamatoria TNF-a y las distintas
condiciones de biofuncionalizacién evaluadas frente a macréfagos peritoneales
de raton.

En el ensayo de ELISA sandwich el antigeno se encuentra entre dos
anticuerpos monoclonales que unen diferentes epitopos del mismo antigeno
[13]. En la Figura 6.2 se esquematizan las etapas experimentales en un ELISA
sandwich. Como primer paso, se realiza la unién de un anticuerpo (anticuerpo
de captura) a la superficie de los reservorios de una placa de 96 pocillos de
fondo plano [14]. Este anticuerpo es especifico para la citocina que se requiere
detectar. Luego, se realiza un bloqueo de los sitios libres de uniéon mediante la
adsorcién de proteinas al fondo del pocillo. A continuacién, se introduce la

muestra al reservorio, y asi se produce la uniéon del anticuerpo a la citocina de
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interés [14]. Se realizan lavados para que el inico compuesto remanente en el
pocillo sea la citocina de interés. Luego, se introduce un anticuerpo secundario
especifico, que suele estar biotinilado, que reconoce la citocina de interés
(anticuerpo de deteccién) [13,14]. Posteriormente, se agrega un complejo
avidina-enzima que se une al anticuerpo de deteccién biotinilado [13].
Finalmente, se agrega a los pocillos el reactivo sustrato de la enzima-
cromoégeno: H,O,/tetrametilbenzidina (TMB) [21]. La cuantificacién relativa
puede ser medida por simples cambios de color en los pocillos del ensayo:
cuanto mas intenso sea el cambio de color, mas alta es la concentracion del

antigeno en la muestra.

;{ /'<
lavado 7%y N A

bloqueo X1/ lavado §.r/ lavado Qx lavado

W~

—— — v — —_—

Y anticuerpo (Ac)

+ Ac de + Muestra Ac d?,
captura deteccién

e . .
(biotinilado) { } citoquina

+ avidina-enzima + sustrato

Figura 6.2 Esquema de las etapas experimentales de un ELISA sandwich.

A continuacién, se describe el disefio experimental para la
determinaciéon de TNF-o en los sobrenadantes de cultivo de macréfagos
peritoneales. Se agregaron 30 ul de solucién del anticuerpo de captura
(anticuerpo de ratén anti-TNF-a) en PBS a cada reservorio de una placa de
ELISA de 96 reservorios de medio volumen. La placa fue colocada en camara
himeda a 4 °C hasta el dia siguiente [21]. Se realizaron 3 lavados con una
solucién de PBS y 0,05% de Tween 20. Se realizd un bloqueo de los sitios de

unioén colocando 60 pl de PBS con 3% de ALB por pocillo y se incub6 a 37 °C
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durante 2 h. Luego, se realizaron 4 lavados con PBS-Tween 20 y se agregaron 30
ul por pocillo de los sobrenadantes de los macréfagos enfrentados a las
distintas condiciones de biofuncionalizacién. Cada condicién se realiz6 por
triplicado, y se incluy6 un blanco de la técnica que consiste en solucion de PBS
con 3% de ALB. La placa fue colocada en camara humeda a 4 °C hasta el dia
siguiente. Se realizaron 5 lavados con solucién de PBS-Tween 20. Se colocaron
30 ul por pocillo del anticuerpo de deteccién (anticuerpo de ratén anti-TNF-a
conjugado con biotina). Luego, se incubd a 37 °C durante 2 h. Cumplido ese
periodo, se realizaron 6 lavados con PBS-Tween 20. Posteriormente, se
adicionaron 30 ul por pocillo del complejo avidina-peroxidasa de rabano (HRP).
Se incubd a temperatura ambiente por 30 min al abrigo de la luz. Luego, se
realizaron 7 lavados con PBS-Tween 20 y se agregaron 30 ul por pocillo de la
solucion conteniendo el sustrato de la enzima/cromoégeno: H,O,/TMB. Tras
aguardar unos minutos a temperatura ambiente al abrigo de la luz, se observo
una coloracion azul y se detuvo la reaccion adicionando 15 pl por pocillo de
acido sulfirico 2 M. Se procedi6 a determinar la densidad 6ptica a 450 nm en
un espectrofotdémetro de microplacas modelo 680 (Bio-Rad) del CIBICI-Dpto. de
Bioquimica Clinica, FCQ-UNC. Se calcul6 la media de la densidad Optica de
cada condicion experimental con las incertezas calculadas como el intervalo
de confianza del 95%. Se realiz6 un ANOVA de una via con un nivel de
significacién de 0,05 con el test a posteriori DGC para efectuar comparaciones
entre las diferentes condiciones de biofuncionalizacién evaluadas con el

software “InfoStat” [17].
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Capitulo 7

Capitulo 7: Biofuncionalizacion con albimina o fibrindégeno y
activacion de macrofagos

7.1 Introduccion

En el presente Capitulo, se discutiran los resultados relacionados al
objetivo de evaluar el proceso de activaciéon de macrofagos sobre superficies
biofuncionalizadas con ALB o FBG que minimizan la adhesion de S. aureus. En
primer lugar, se presentaran los resultados concernientes a la expresion de
marcadores celulares de activacion mediante Citometria de Flujo. En segundo
lugar, se abordara el estudio de mediadores de la inflamacion liberados
durante la interaccion de los macrofagos con las superficies
biofuncionalizadas mediante técnicas complementarias: la reacciéon de Griess
para evaluar la capacidad de secretar Oxido nitrico, determinando la
concentracion de iones nitrito, y el ensayo de Elisa sandwich para evaluar la

producciéon TNF-a.

7.2 Resultados y Discusion

7.2.2 Diseiio experimental para la biofuncionalizacion
superficial y la activacion de macrofagos

El disefio experimental para la evaluaciéon de la activaciéon de
macrofagos sobre superficies biofuncionalizadas con ALB o FBG fue abordado
en el capitulo anterior (ver Figura 6.1, Capitulo 6). En sintesis, en un primer
paso las soluciones de ALB o FBG fueron sometidas a un tratamiento térmico
para alterar su estructura. Posteriormente, se realiz6 la biofuncionalizacién
superficial mediante la inmersiéon de las superficies en estas soluciones

durante 1 h. También se incluyé la inmersion de las superficies en solucién de
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ALB o FBG de estructura nativa para comparar el efecto de la estructura de la
proteina. Se incluy6 como blanco de la biofuncionalizacién la inmersion de las
superficies en PBS. Se estudi6 la activacién en medio de cultivo DMEM, y en
DMEM suplementado con SFB al 10%. Por un lado, se pretende evaluar la
activacion de macréfagos en un medio suplementado con SFB porque, ademas
de propiciar el crecimiento de células en cultivo [1-5], constituye un medio de
relevancia fisiolégica, ya que es un medio similar al entorno biolégico real que
circunda a un biomaterial. De esta forma, se puede relacionar la respuesta de
S. aureus con la respuesta de los macréfagos en este medio ante la
biofuncionalizacién superficial planteada. Por otro lado, el SFB es una fuente
de proteinas, factores de crecimiento, hormonas, carbohidratos, lipidos, entre
otros [1,2]. Es decir, el SFB posee componentes que pueden actuar como
interferentes y enmascarar la biofuncionalizacién superficial ante los
macroéfagos. Por lo tanto, el propésito de emplear medio sin suplemento de
SFB es evaluar el efecto de la biofuncionalizacién superficial sobre la
activacion de macrofagos en un medio libre de interferentes. Se realizé el
cultivo de los macro6fagos (Raw y peritoneales de ratén) durante 48 h con las
diferentes condiciones de biofuncionalizacién, por un lado en DMEM
suplementado con 10% de SFB y, por otro, en DMEM sin suplementar. Se
incluyeron como controles las células cultivadas sin superficie (basales) y
células estimuladas con lipopolisacarido (LPS) de E. coli Cada condicion
experimental fue evaluada por triplicado. Luego de trascurrido el tiempo de
incubacion, las células fueron procesadas por Citometria de Flujo (ver apartado
6.3.4, Capitulo 6) y los sobrenadantes de cultivo se estudiaron mediante la
reaccién de Griess (ver apartado 6.3.5, Capitulo 6) y el ensayo de ELISA

sandwich (ver apartado 6.3.6, Capitulo 6). De esta forma, las condiciones
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experimentales se realizaron por triplicado y quedan conformadas de la
siguiente manera: células cultivadas sin superficies (basal), células sin
superficies estimuladas con LPS (LPS), células con superficies sin
biofuncionalizacién (blanco), células con superficies biofuncionalizadas con
solucion de: ALB (ALB nativa), ALB con tratamiento térmico (ALB
desnaturalizada), FBG (FBG nativo) y FBG con tratamiento térmico (FBG

desnaturalizado).

7.2.2 Analisis de la expresion de marcadores celulares
mediante Citometria de Flujo

La expresion de marcadores y las caracteristicas fenotipicas de los
macrofagos tisulares son muy heterogéneas y estdn determinados por
metabolitos del ambiente local y citocinas [6]. Cuando se produce la activacién
clasica de los macréfagos por patrones moleculares asociados a patogenos o
citocinas [7,8], se aumenta la expresion de marcadores en su superficie celular
como el del MHC-II [6,7,9,10], CD80 y CD86 [9-12].

La funcién del marcador MHC-II es la de unirse a proteinas de
antigenos extracelulares para ser reconocidos por linfocitos T y que éstos
produzcan mecanismos efectores, es decir sean capaces de ejecutar una
respuesta, en contra de los antigenos [9,13,14]. Los marcadores CD80 y CD86 son
moléculas co-estimuladoras que se unen a moléculas en la superficie de los
linfocitos T para también activar estos mecanismos en contra de los antigenos

[9,12-14].

233



Biofuncionalizacién con albimina y fibrinégeno y activacién de macréfagos
7.2.2.1 Macrofagos murinos Raw

Para evaluar la activacién de macrofagos murinos Raw, se estudié la
expresion de los marcadores celulares MHC-II y CD86. Para ello, las células se
caracterizaron con un panel de anticuerpos monoclonales que consistieron en:
anti-CD86 conjugado con PE-Cy7 y anti-MHC-II conjugado con FITC, y se
procesaron de inmediato por el citémetro de flujo. Para cada marcador celular
se analizaron si hay diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes condiciones de biofuncionalizacién en el porcentaje de eventos
(células) positivos. Es decir, en el porcentaje de células que expresan ese
marcador en particular. Por otra parte, se analiz6 si existen diferencias
estadisticamente significativas en la intensidad media de fluorescencia por
célula, que es proporcional al nimero de marcadores por célula. Ademas, se
incluyeron los histogramas para cada condicién evaluada, que constituyen los
graficos de distribuciéon de frecuencia que permiten calcular la intensidad
media de fluorescencia por célula. Los histogramas permiten visualizar el
numero de células en funcién de la intensidad de fluorescencia. Un
desplazamiento hacia la derecha de la distribucion en el eje de las abscisas
indica un aumento en el nimero de marcadores por célula para esa condicion
experimental en particular.

La Figura 7.1 muestra el porcentaje de células que expresan MHC-II en
las distintas condiciones experimentales evaluadas, en medio en ausencia de
SFB (A) y suplementado con SFB (B). En ambos medios evaluados, las distintas
condiciones de biofuncionalizacién presentan diferencias estadisticamente
significativas s6lo con la condicién experimental que corresponde a las células
estimuladas con LPS. Sin embargo, no presentan diferencias significativas con

el blanco de biofuncionalizacion ni con la condicién basal. La
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biofuncionalizacién con ALB o con FBG nativos o desnaturalizados no induce
un aumento en el porcentaje de células que expresan el marcador MHC-II,

como si lo produce la estimulacién con LPS.

5
| A
4 -
g 3
= *
< = *%
= 4
Lom L
0 ol e
50 =
40 -
S 304
= R *
O 204
E ]
ol | m
S ¢ ¥ G G
& ¥ ¢ e V& o T
® R & L
. A\

Figura 7.1 Porcentaje de células que expresan MHC-II en medio en ausencia de
SFB (A) y suplementado con SFB (B) en las condiciones experimentales: basal
(azul), LPS (rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada
(verde oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de
error representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas
con simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).

Por otra parte, la Figura 7.2 muestra la intensidad media de
fluorescencia para MHC-II por célula en medio en ausencia de SFB (A) y
suplementado con SFB (B), y los histogramas respectivos en medio en ausencia
de SFB (C) y suplementado con SFB (D). Las células estimuladas con LPS
muestran un mayor numero de MHC-II por célula que el resto de las

condiciones experimentales en el medio en ausencia de SFB. No se observaron
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Figura 7.2 Intensidad de fluorescencia media para MHC-II en medio en
ausencia de SFB (A) y suplementado con SFB (B), y distribucién de intensidad de
fluorescencia en funcién del nimero de células en medio en ausencia de SFB (C)
y suplementado con SFB (D) en las condiciones experimentales: basal (azul), LPS
(rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada (verde
oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de error
representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas con
simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).
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diferencias  estadisticamente  significativas entre las condiciones
experimentales en el medio suplementado con SFB. Las condiciones de
biofuncionalizacién no presentan diferencias con el blanco ni con la condicién
basal en ningin medio, indicando que no aumentan la expresion del nimero
de MHC-II por célula.

El porcentaje de células que expresan el marcador CD86 en las
distintas condiciones experimentales evaluadas se puede apreciar en la Figura
73, en medio en ausencia de SFB (A) y suplementado con SFB (B). No se

observan diferencias significativas para las distintas condiciones evaluadas en
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Figura 7.3 Porcentaje de células que expresan CD86 en medio en ausencia de
SFB (A) y suplementado con SFB (B) en las condiciones experimentales: basal
(azul), LPS (rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada
(verde oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de
error representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas
con simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).
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el medio en ausencia de SFB. La condicién experimental que corresponde a las
células estimuladas con LPS es la Gnica que ocasiona un mayor porcentaje de
células que expresan CD86 en el medio suplementado con SFB. Es decir, las
condiciones de biofuncionalizacién no producen aumento en el porcentaje de
células que expresan este marcador respecto al blanco o a la condicién basal.

La Figura 7.4 muestra la intensidad media de fluorescencia para CD86
por célula en medio en ausencia de SFB (A) y suplementado con SFB (B), y los
histogramas respectivos en medio en ausencia de SFB (C) y suplementado con
SFB (D). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en
ningan medio para ninguna condicién experimental. Esto indica que la
biofuncionalizacién con ALB o FBG nativo o desnaturalizado no produce
diferencia en el namero de marcadores CD86 por célula respecto del blanco o
de la condicién basal.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos para los macr6fagos
murinos Raw, se puede afirmar que la biofuncionalizacién superficial con ALB
o FBG desnaturalizados no produce activacion en esta linea celular en ninguno
de los medios explorados. De hecho, ambas condiciones de biofuncionalizacién
provocan no soélo igual respuesta celular que la biofuncionalizacién con ALB y
FBG nativos, sino que con el blanco de biofuncionalizacién y con las células sin
superficie. Ninguna condicién de biofuncionalizacién induce un aumento en
el porcentaje de células que expresan MHC-II o CD86, ni en el numero de
dichos marcadores por célula. De manera general, el estimulo con LPS provoca
una mayor activaciéon de estos macrofagos que el resto de las condiciones
experimentales. Esta mayor activacion quedo evidenciada mediante un
aumento en el porcentaje de células que expresan MHC-II, en el nimero de

MHC-II por célula (en medio en ausencia de SFB) y en el porcentaje de CD86
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Figura 7.4 Intensidad de fluorescencia media para CD86 en medio en ausencia
de SFB (A) y suplementado con SFB (B), y distribucién de intensidad de
fluorescencia en funcién del nimero de células en medio en ausencia de SFB (C)
y suplementado con SFB (D) en las condiciones experimentales: basal (azul), LPS
(rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada (verde
oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de error
representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas con
simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).
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por célula (en medio suplementado con SFB).

7.2.2.2 Macrofagos peritoneales de raton

Para evaluar la activacién de macrofagos peritoneales de ratén se
estudio la expresion de los marcadores celulares MHC-II y CD80. Para ello, los
macréfagos se caracterizaron con un panel de anticuerpos monoclonales que
consisten en: anti-MHC-II conjugado con FITC y anti-CD80 conjugado con
ficoeritrina (PE), y se procesaron de inmediato por el citometro de flujo. De la
misma manera que para los macréfagos Raw, para cada marcador celular se
analiz6 si existen diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
de células que expresan ese marcador en particular, y en la intensidad media
de fluorescencia por célula. También se incluyeron los histogramas obtenidos
para cada condicién experimental.

El porcentaje de células que expresan el marcador MHC-II en medio
en ausencia de SFB (A) y suplementado con SFB (B) se muestran en la Figura
7.5. En ambos medios, el LPS arroja un mayor porcentaje de células que
expresan MHC-II. Ademas, las distintas condiciones de biofuncionalizacién no
presentan diferencias para la expresion de este marcador respecto del blanco,
ni de la condicién basal en ambos medios evaluados.

La Figura 7.6 muestra la intensidad media de fluorescencia para MHC-
Il por célula en medio en ausencia de SFB (A) y suplementado con SFB (B), y los
histogramas respectivos en medio en ausencia de SFB (C) y suplementado con
SFB (D). En el medio en ausencia de SFB, no se observaron diferencias
significativas entre las condiciones experimentales. En el medio suplementado
con SFB, las condiciones de biofuncionalizacién provocaron el menor numero

de MHC-II por célula, junto con el blanco de biofuncionalizacién. La condicién
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basal y el LPS presentaron diferencias significativas con las condiciones de

biofuncionalizacién, evidenciando un aumento en el nimero de MHC-II por

célula.
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Figura 7.5 Porcentaje de células que expresan MHC-II en medio en ausencia de
SFB (A) y suplementado con SFB (B) en las condiciones experimentales: basal
(azul), LPS (rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada
(verde oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de
error representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas
con simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).
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Figura 7.6 Intensidad de fluorescencia media para MHC-II en medio en
ausencia de SFB (A) y suplementado con SFB (B), y distribucién de intensidad de
fluorescencia en funcién del numero de células en medio en ausencia de SFB (C)
y suplementado con SFB (D) en las condiciones experimentales: basal (azul), LPS
(rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada (verde
oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de error
representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas con
simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).
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La Figura 7.7 muestra el porcentaje de células que expresan CD80 en
las distintas condiciones experimentales evaluadas, en medio en ausencia de
SFB (A) y suplementado con SFB (B). La condicién experimental que
corresponde a las células estimuladas con LPS es la Unica que ocasiona un
mayor porcentaje de células que expresan CD80 en el medio en ausencia de
SFB. No se observaron diferencias significativas para las distintas condiciones
evaluadas en el medio suplementado con SFB. Es decir, las condiciones de
biofuncionalizacién no provocaron un aumento en el porcentaje de células

que expresan CD80, respecto del blanco, ni de la condicién basal en ambos
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Figura 7.7 Porcentaje de células que expresan CD80 en medio en ausencia de
SFB (A) y suplementado con SFB (B) en las condiciones experimentales: basal
(azul), LPS (rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada
(verde oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de
error representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas
con simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).
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medios evaluados.

La Figura 7.8 muestra la intensidad media de fluorescencia para CD80
por célula en medio en ausencia de SFB (A) y suplementado con SFB (B), y los
histogramas respectivos en medio en ausencia de SFB (C) y suplementado con
SFB (D). En el medio en ausencia de SFB, las condiciones de
biofuncionalizacién resultaron estadisticamente diferentes a la condicién
basal, la cual produjo un menor nimero de CD80 por célula. Por otra parte, en
el medio suplementado con SFB las células estimuladas con LPS son las que
presentaron mayor nimero de CD80 por célula. En este medio, las condiciones
de biofuncionalizacién no presentaron diferencias para la expresiéon de este
marcador por célula respecto al blanco o a la condicién basal.

De acuerdo con los resultados exhibidos para la expresion de los
diferentes marcadores celulares en macréfagos peritoneales de ratén, se puede
afirmar que la biofuncionalizacién superficial con ALB o FBG desnaturalizados
0 nativos no produce aumento del porcentaje de células que expresan MHC-II
o CD80, ni del numero de dichos marcadores por célula en comparacion al
blanco de biofuncionalizacién en ninguno de los medios explorados. De hecho,
en general, las condiciones de biofuncionalizacién tampoco provocaron
diferencias en la expresion de los marcadores respecto a la condicién basal.
Ademas, dado que el estimulo con LPS se utiliza como control positivo, induce
una mayor activaciéon de estos macrofagos que el resto de las condiciones
experimentales, mediante un aumento en el porcentaje de células que
expresan MHC-II y en el numero de MHC-II por célula (en medio
suplementado con SFB), en el porcentaje de células que expresan CD80 (en
medio en ausencia de SFB) y en el nimero de CD80 por célula (en medio

suplementado con SFB).

244



Capitulo 7

1000

800

*
600—- **
4004
200-
) ]

1000

Intensidad media de
fluorescencia CD80

800

*
*

600 -

- I I I
>

Intensidad media de
fluorescencia CD80

N

o

o
1

o

LA L | ¥ T T LALLL §
0 103 104 105 0 103 104 105

CD80 CD80
Figura 7.8 Intensidad de fluorescencia media para CD80 en medio en ausencia
de SFB (A) y suplementado con SFB (B), y distribucién de intensidad de
fluorescencia en funcién del nimero de células en medio en ausencia de SFB (C)
y suplementado con SFB (D) en las condiciones experimentales: basal (azul), LPS
(rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada (verde
oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de error
representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas con
simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).
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7.2.3 Cuantificacion de iones nitrito en sobrenadantes de

cultivo mediante la reaccion de Griess

La activacion clasica de macréfagos activa la funcién citotéxica y
antimicrobiana de los macré6fagos, basada principalmente en su capacidad
para secretar oxido nitrico [8,1516]. La funcién del NO en los procesos
inflamatorios comprende la vasodilatacion y destruccién de microorganismos
ejerciendo su acciéon mediante la formacién de especies reactivas del oxigeno
[11,17-19].

Con el objeto de evaluar la activaciéon de macréfagos en cuanto a su
capacidad de producir NO como iones nitrito, los sobrenadantes
correspondientes al cultivo de macréfagos peritoneales de ratén enfrentados a
las condiciones de biofuncionalizacién detalladas previamente, se procesaron
con la reaccion colorimétrica de Griess. A partir de una curva de calibracion
con NaNO, se determiné la concentracion de iones nitrito para cada
condicién experimental, que fue evaluada por triplicado.

La Figura 7.9 muestra la concentracion de iones nitrito para las
distintas condiciones experimentales en medio en ausencia de SFB (A) y
suplementado con SFB (B). En ambos medios, las condiciones de
biofuncionalizacién no presentaron diferencias significativas respecto al
blanco de biofuncionalizacion, ni a la condicién basal. Es decir, no indujeron
un aumento en la secrecién de NO. Sin embargo, se evidenciaron diferencias
respecto al estimulo con LPS en ambos medios. Este produjo activacion de los

macroéfagos, por medio de un aumento significativo en la secrecion de NO.
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Figura 7.9 Concentracién de iones nitrito en medio en ausencia de SFB (A) y
suplementado con SFB (B) en las condiciones experimentales: basal (azul), LPS
(rojo), blanco (naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada (verde
oscuro), FBG nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de error
representan el intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas con
simbolo comun no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).

7.2.4 Determinacion de citocinas en sobrenadantes de
cultivo mediante Elisa sandwich

Las citocinas proinflamatorias constituyen otros mediadores de la
inflamacién que secretan los macréfagos activados, ademas del NO [8,9,20].
Entre ellas, se puede nombrar a interleucinas como la IL-1f, IL-6, IL-12, IL-18,
IL-23 y al TNF-a [7,8,11,20]. Estas citocinas cumplen funciones muy diversas,
tendientes a amplificar la respuesta inflamatoria por medio de la secrecién de

otros mediadores de la inflamacién o la expresion de receptores celulares [7,13].
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El TNF-a desempefia un papel clave en el proceso inflamatorio, ejerciendo una
accion tanto por si mismo, como a través de la regulaciéon de otros mediadores
[21,22]. De hecho, de acuerdo a la bibliografia, esta involucrado en la respuesta
inflamatoria que se genera frente a biomateriales implantados [23,24]. Es por
esto que solo se midi6é la secrecion de esta citocina como indicador de la
activaciéon de macrofagos.

Los sobrenadantes correspondientes al cultivo de macr6fagos
peritoneales de ratén enfrentados a las condiciones de biofuncionalizacién
detalladas previamente, se procesaron paralelamente con esta técnica de
enzimoinmunoensayo para determinar el nivel de TNF-o, mediante
anticuerpos especificos para esta citocina. Estos anticuerpos estan ligado a una
enzima que posee un sustrato colorimétrico [25,26]. Por lo cual, se utilizé el
ensayo de ELISA sandwich con fines cualitativos, donde la densidad Optica es
proporcional al nivel de la citocina evaluada [25,26].

La Figura 7.10 muestra los niveles de TNF-a en medio en ausencia de
SFB (A) y suplementado con SFB (B). En medio sin suplemento de SFB, la
condicion experimental que corresponde al estimulo con LPS es la Gnica que
se diferencia del resto de las condiciones ensayadas, provocando un mayor
nivel de TNF-o. Las condiciones de biofuncionalizacibn no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con el blanco, ni con la condicién
basal para la secrecién de esta citocina. En medio suplementado con SFB,
también el estimulo con LPS ocasiona la produccion de TNF-o en mayor
medida. Por otra parte, las condiciones de biofuncionalizacién presentaron
diferencias significativas con la condicion basal, la cual produjo menor nivel
de TNF-o, pero no presentaron diferencias con el blanco de

biofuncionalizacién.
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Figura 7.10 Nivel de TNF-a en medio en ausencia de SFB (A) y suplementado
con SFB (B) en las condiciones experimentales: basal (azul), LPS (rojo), blanco
(naranja), ALB nativa (verde claro), ALB desnaturalizada (verde oscuro), FBG
nativo (rosa), FBG desnaturalizado (violeta). Las barras de error representan el
intervalo de confianza del 95% y las condiciones indicadas con simbolo comun
no son significativamente diferentes (valores p > 0,05).

En resumen, el estimulo de los macréfagos con LPS potencié la
secrecion de TNF-a al medio. En ambos medios, no se observaron diferencias
para la produccién de TNF-a entre la biofuncionalizacién con ALB y FBG de
estructura desnaturalizada respecto de la biofuncionalizacién con ALB y FBG
de estructura nativa, ni de la condicibn que representa al blanco de

biofuncionalizacién.
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7.3 Conclusiones

Se emplearon distintas técnicas con el fin de evaluar de forma integral la
activaciéon de macréfagos mediante el estudio de la expresién de marcadores
celulares, producciéon de especies reactivas del oxigeno (NO) y citocinas
proinflamatorias. El abordaje de las mismas permitié arribar a las mismas
conclusiones. En primer lugar, cabe destacar que no se observa efecto del
suplemento de SFB en el medio, por lo que se puede afirmar que los
componentes del SFB no enmascaran la biofuncionalizacion ante la
interacciébn con macréfagos. La biofuncionalizaciéon con ALB o con FBG
parcialmente desnaturalizados ocasionan la misma respuesta en los
macrofagos. Esta, de hecho, también coincide con la inducida por la
biofuncionalizacion con ALB y FBG nativos, por el blanco de
biofuncionalizacién, y en general por las células cultivadas sin superficie. A su
vez, esta respuesta celular fue menor al estimulo con LPS, la cual fue capaz de
inducir la activacion de los macroéfagos. Es decir, los cambios estructurales que
experimentan las moléculas de ALB y de FBG durante el tratamiento térmico
previo a la biofuncionalizacién superficial, no inducen la activacién de
macroéfagos en un medio de relevancia fisiolégica. Esto permite inferir que la
biofuncionalizacibn con proteinas parcialmente desnaturalizadas podria
emplearse para inhibir la adhesion de S aureus en contacto con fluidos

bioldgicos, ya que no activa la respuesta inmune innata.
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Conclusiones generales y Proyecciones







Conclusiones generales

En este trabajo de Tesis Doctoral, se propone una estrategia de
biofuncionalizacién superficial con proteinas plasmaticas (albimina vy
fibrin6geno) que inhibe la adhesi6n bacteriana y no activa la respuesta
inmune innata. En pocas palabras, esta estrategia se basa en utilizar albimina
o fibrin6geno parcialmente desnaturalizado para inhibir la adhesién de S.
aureus desde su estadio inicial, eliminando la posibilidad de formar biofilm. Se
trata de una estrategia novedosa, simple y asequible, que, ademas, puede
implementarse sobre la superficie de distintos biomateriales utilizados en
dispositivos médicos. En consecuencia, representa una primera aproximacion
hacia la optimizacién de las propiedades superficiales de materiales utilizados
con fines terapéuticos con capacidad de inhibir los estadios iniciales de la
adhesion bacteria y, en consecuencia, el desarrollo de infecciones.

Atendiendo a la diversidad de aspectos abordados en esta Tesis
Doctoral, el trabajo se organizé en tres partes consecutivas con el objeto de
incluir desde los aspectos fundamentales sobre los cuales se sientan las bases
de la estrategia de biofuncionalizacion superficial, hasta la respuesta inmune
innata. En la Parte 1, se estudio el proceso de adsorcién-desorcion de albumina
(ALB) y fibrinégeno (FBG) en condiciones cinéticas controladas, para optimizar
las condiciones de biofuncionalizacién que permiten minimizar la adhesion
de S aureus. En particular, en el Capitulo 2 se abordo el estudio del proceso de
adsorcién-desorcién de ALB mediante un disefio factorial de experimentos y
en el Capitulo 3, se presenté el estudio del proceso de adsorciéon-desorcion de
FBG mediante un modelo del proceso de adsorcién-desorcion. En ambos casos,

se relaciond el proceso de adsorcion con la adhesion bacteriana. El disefio
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factorial de experimentos permitié conocer el efecto simultaneo que poseen
varios factores en la optimizacién del proceso de adsorciéon de ALB con un
numero limitado de experimentos. De hecho, a partir de la optimizacién del
proceso de adsorcion relativo a la adhesion bacteriana, surgié la importancia
de la relajacién superficial sobre la estructura de las moléculas de proteina
adsorbidas. Concretamente, se observdo que la relajacion de las proteinas
adsorbidas inhibe la adhesién de bacterias vivas. En general, para que las
proteinas alcancen una estructura relajada se requiere de espacio disponible
sobre la superficie, y de un proceso competitivo entre el llenado superficial y la
etapa de relajacion. En el caso de ALB, esta condicion se alcanza cuando la
cantidad adsorbida remanente luego de la desorcién es baja. Por otro lado, el
proceso de adsorcion de FBG es mas rapido que el de ALB, y el estado relajado
s6lo se alcanza a bajas concentraciones iniciales de la proteina y se requiere
un tiempo de residencia adicional sobre la superficie. La adhesion bacteriana
se dividié para su estudio segin el tiempo de incubacién, con el objeto de
evaluar la adhesion de S agureus en su etapa inicial y en la formacién del
biofilm. El estado relajado de las moléculas adsorbidas de ALB o de FBG es
capaz de inhibir ambos estadios. Por otra parte, se pudo concluir que las
interacciones entre S aureusy la ALB son de tipo inespecificas, mientras que
entre dicha bacteria y el FBG son especificas. Este resultado no es
sorprendente ya que el FBG posee sitios de unién especifica para proteinas
ancladas en la pared celular de S. qureus.

Los resultados de la Parte 1 de este trabajo permitieron iniciar el
desarrollo de la estrategia de biofuncionalizacién superficial en la Parte 2, en
la cual la estructura de las proteinas juega un rol fundamental. En esencia, el
desafio de esta parte fue encontrar el modo de mimetizar la relajacion

superficial observada en condiciones cinéticas controladas de adsorcién. En
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este sentido, se mimetizé el cambio conformacional inducido por la superficie
en condiciones cinéticas controladas, mediante un tratamiento térmico de las
soluciones de proteina previo a la biofuncionalizaciéon superficial. El
tratamiento térmico provocdé una desnaturalizacion parcial de las proteinas
nativas, observado mediante cambios en la estructura secundaria de las
moléculas de ALB y de FBG. Luego, se plante6 una estrategia de
biofuncionalizacién sencilla, que consistié en la inmersién de las superficies
en las soluciones de proteina de estructura parcialmente desnaturalizada. Al
evaluar la respuesta bacteriana frente a la biofuncionalizacién superficial con
ALB o con FBG se obtuvo una inhibicién en la adhesion inicial y en la
formacion del biofilm de S aureus. Tanto con ALB como con FBG las
interacciones proteina-bacteria son inespecificas ya que se seleccionaron
condiciones de tratamiento térmico para alterar el sitio de unién especifica de
FBG a S aureus. Ademds, la biofuncionalizacién con ALB mantiene su
capacidad para la inhibicién de la formacion del biofilm incluso en medios de
interés fisiolégico. En consecuencia, la biofuncionalizacién con ALB es mas
robusta y promisoria que la desarrollada con FBG.

A partir de la necesidad de utilizar proteinas parcialmente
desnaturalizadas para la biofuncionalizacién que pueden activar al sistema
inmune hacia los biomateriales, surgié el interrogante respecto al
comportamiento de la respuesta inmune innata. En particular, en la Parte 3 se
estudi6 la respuesta de macréfagos frente a las superficies biofuncionalizadas
con ALB y FBG de estructura nativa y parcialmente desnaturalizada. Los
resultados mostraron que en ninguno de los casos se indujo activacion de
macroéofagos, aun en un medio suplementado con suero, por lo que podria
emplearse la biofuncionalizacién con ALB y FBG de estructura parcialmente

desnaturalizada en contacto con fluidos bioldgicos.
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Proyecciones

Si bien este trabajo de Tesis Doctoral es de investigacién fundamental®,
se contempla en toda su extension las condiciones fisioldgicas que enfrentan
los biomateriales, para aproximarse asi a un uso potencial en la practica
sanitaria. Las superficies de silica empleadas en este trabajo son sistemas
modelo que permiten modificar de manera sencilla y reproducible en la escala
de laboratorio las propiedades superficiales. De esta manera, es posible realizar
una correlacion racional entre las propiedades superficiales con la adsorcién
de proteinas y con la adhesién bacteriana. Esta superficie modelo ha sido
ampliamente estudiada y su comportamiento puede ser extendido facilmente
hacia otros biomateriales, como el 6xido de titanio, el 6xido de zinc, la
hidroxiapatita o los hidroxidos dobles de magnesio y aluminio. Por otra parte,
en los ultimos afios estd surgiendo como objeto de estudio la silica para ser
empleada en biomateriales y en la industria alimenticia [1-8]. De manera que
este material considerado modelo para una diversidad de estudios, podria
dejar el terreno de la investigacion fundamental para ser utilizado en
desarrollos industriales.

La estrategia de biofuncionalizacién planteada permite sentar las bases
para el disefio y desarrollo de biomateriales que se encuentren en contacto
con fluidos biolégicos y requieran prevenir el desarrollo de infecciones. En este

sentido, se podria extender el estudio de la biofuncionalizacién sobre

* Se utiliza el término investigacion ‘fundamental” en el mismo sentido que lo hace el

documento ‘Lineamientos para una politica en investigacion fundamental” (Argentina
Innovadora 2020), ya que se refiere a ‘lo que sirve de fundamento o es lo principal en
algo’(Diccionario de la Real Academia Espafiola), y define con precision la ubicacion y los alcances
de esta actividad,
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biomateriales para construir una gran diversidad de dispositivos meédicos.
Podria emplearse per se como método de prevenciéon de infecciones
bacterianas, o utilizarse conjuntamente con otros recubrimientos que posean
un fin terapéutico en estas patologias. Asi, se ayudaria a disminuir la

morbilidad asociada a infecciones bacterianas en las intervenciones sanitarias.
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LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

=

ka1
kaz
ka1
ka2
kr

Kker

Parametro de intensidad de flujo para la celda de punto
estancado

Factor de retardo

ka Cp (kr)1

Grado de cubrimiento superficial (Capitulo 1)-Elipticidad
(Capitulo 4y 5)

Grado de cubrimiento superficial de las proteinas en el estado
nativo

Grado de cubrimiento superficial de las proteinas en el estado
relajado

Grado de cubrimiento superficial total

Sr/SN

Cantidad adsorbida

Cantidad adsorbida de proteinas nativas

Cantidad adsorbida de proteinas relajadas

Cantidad adsorbida remanente luego de la desorcion por dilucién
Cantidad adsorbida de saturaciéon

Tiempo caracteristico de cubrimiento superficial requerido para
alcanzar el 75% de la cantidad adsorbida de saturacién

Tiempo caracteristico de cubrimiento superficial

Tiempo caracteristico de relajacion

Control negativo

Concentracion de proteina

Espesor

Espesor de la pelicula adsorbida

Coeficiente de difusién de las moléculas

Constante del reflectémetro

Intensidad de la componente paralela de la luz reflejada
Intensidad de la componente perpendicular de la luz reflejada
Coeficiente de extincién

Constante de adsorcion en el estado nativo

Constante de adsorcién en el estado relajado

Constante de desorcion en el estado nativo

Constante de desorcion en el estado relajado

Constante de relajacion

Constante de transporte
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=

Rs

SN
So
SR
St

Ve

Vf
Vr

Vtr

ALB
ANOVA
ATCC
CD
CMF
DMEM
DSC
ELISA
FBG
FBR
FITC
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Peso molecular de la proteina

Masa total adsorbida

Indice de refraccién

Indice de refraccién de la pelicula adsorbida

Numero de moléculas de proteina adsorbidas en el estado
nativo

Numero de moléculas de proteina adsorbidas en el estado
relajado

Indice de refraccién de la solucién

Factor de sensibilidad

Radio del tubo por el cual la solucién entra a la celda

Rp /Rs
Reflectancia tedrica de la superficie para la componente

paralela

Reflectancia tedrica de la superficie para la componente
perpendicular

Sefial del reflectémetro

Superficie ocupada por la proteina en el estado nativo
Sefial del reflectémetro constante con el tiempo
Superficie ocupada por la proteina en el estado relajado
Superficie ocupada total

Velocidad de cubrimiento superficial

Velocidad inicial de adsorcion

Velocidad de flujo

Velocidad de relajacion

Velocidad de transporte de las moléculas de adsorbato a la
superficie

Albuimina

Analisis de la Varianza

American Type Culture Collection
Dicroismo Circular

Citometria de Flujo

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Calorimetria Diferencial de Barrido
Enzimoinmunoensayo
Fibrinégeno

Reaccién por cuerpo extrafnio
[sotiocianato de fluoresceina



HRP

IL
MHC-II
NRMSD
PBS

PE
PE-Cy7
plE
pPZC

S. aureus
SAMs
SFB
TMB
TNF-a
TSA
TSB
UFC

Complejo avidina-peroxidasa de rabano
Interleucina

Complejo mayor de histocompatibilidad clase 1I
Raiz de la desviacién cuadratica media normalizada
Solucién reguladora de pH de concentraciéon 5 mM NaH,P0.,y 150
mM Nac(l

Ficoeritrina

Ficoeritrina-cianina 7

Punto isoeléctrico

Punto de carga cero

Staphylococcus aureus

Monocapas autoensambladas

Suero fetal bovino

Tetrametilbenzidina

Factor de necrosis tumoral alfa

Agar triptona soja

Caldo triptona soja

Unidades Formadoras de Colonias
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