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PREVENCION DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS
BACTERIANAS SOBRE LENTES DE CONTACTO HIDROGEL

RESUM

En aquest treball s’han realitzat recobriments estables amb propietats antibacterianes
en lents de contacte hidrogel silicona mitjancant ultrasons i utilitzant nanoparticules
d'oxid de zinc (ZnO), quitosan (CS) i acid gal-lic (GA), sense comprometre les
propietats optiques.

Per a poder-ho dur a terme, es van fer unes mesures previes al tractament per saber
si els ultrasons modificaven les propietats optiques i per triar els millors parametres
alhora de realitzar el recobriment. Una vegada vist que les propietats optiques no
s’alteraven, es van escollir els parametres pels ultrasons i es va procedir a realitzar el
recobriment sobre dos materials d’hidrogel de silicona comercials.

Les lents de contacte resultants van tenir un aspecte similar al de la lent control pero
les proves de caracteritzacio del tractament van demostrar que hi havia canvis en la
superficie. A excepcidé de canvis en I'angle de contacte, les altres propietats optiques,
contingut en aigua i potencia dioptrica, no van sofrir cap canvi respecte a la lent
control.

Els recobriments de ZnO, CS+ZnO i CS+GA+ZnO son els que presenten millor
activitat antimicrobiana i els de CS+GA+ZnO millor biocompatibilitat sobre els dos
tipus de materials de lents de contacte. Es necessaria la presencia de GA perqué els

recobriments mostrin activitat antioxidant.
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PREVENCION DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS
BACTERIANAS SOBRE LENTES DE CONTACTO HIDROGEL

RESUMEN

En este trabajo se han realizado recubrimientos estables con propiedades
antibacterianas en lentes de contacto hidrogel de silicona mediante ultrasonidos y
utilizando nanoparticulas de zinc (ZnO), quitosano (CS) y acido gélico (GA), sin
comprometer las propiedades épticas.

Para poderlo llevar a cabo, se realizaron unes medidas previas al tratamiento para
saber si los ultrasonidos modificaban las propiedades Opticas y para escoger los
mejores parametros a la hora de realizar el recubrimiento. Una vez visto que las
propiedades O6pticas no se alteraban, se escogieron los parametros para el
ultrasonidos y se procedi6 a realizar el recubrimiento sobre dos materiales de hidrogel
de silicona comerciales.

Las lentes de contacto resultantes tenian un aspecto similar al de la lente control pero
las pruebas de caracterizacion del tratamiento demostraron que se habian producido
cambios en la superficie. A excepcion del &ngulo de contacto, las otras propiedades
de las lentes de contacto como el contenido en agua y la potencia didptrica, no
sufrieron ninglin cambio respecto la lente control.

Los recubrimientos de ZnO, CS+ZnO i CS+GA+ZnO fueron los que presentaron
mayor actividad antimicrobiana y los de CS+GA+ZnO mayor biocompatibilidad sobre
los dos tipos de materiales de lentes de contacto. La presencia de GA fue necesaria

para mostrar actividad antioxidante en los recubrimientos.
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SUMMARY

In this work antibacterial stable coatings are made in silicone hydrogel contact lenses
using sonochemistry and nanoparticles of zinc oxide (ZnO), chitosan (CS) and gallic
acid (GA), without compromising the optical properties.

To do it possible, previous measurements were carried out to check if sonochemistry
could modify optical properties and to choose the best parameters to perform the the
coatings. Once seen that the optical properties were not altered, the parameters for
the ultrasound were chose and it proceeded with the coatings on two commercial
silicone hydrogel materials.

The resulting contact lenses had a similar appearance but the characterization of the
contact lenses showed that treatment had changes in the surface. Except for the
contact angle, the other properties of the contact lenses as the water content and the
dioptric power, suffered no change from the control lens.

The coatings of ZnO, ZnO + CS, CS + GA + ZnO had higher antimicrobial activity and
CS + GA + ZnO increased biocompatibility in the two types of contact lens materials.

The presence of GA was necessary to show antioxidant activity in the coatings.
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1. INTRODUCCION

El material de las lentes de contacto y consecuentemente sus propiedades fisicas,
han sido modificadas a lo largo de décadas para proporcionar una vision nitida y
confortable con un uso seguro y responsable de las lentes de contacto (Dutta D. et al.
2012).

De hecho, actualmente existen diversas lineas de estudio dirigidas a mejorar la
biocompatibilidad entre las lentes de contacto y el ojo. Un ejemplo para las lentes de
hidrogel convencial (CH) es la de recubrir la superficie de la lente de contacto con
grupos funcionales extremadamente hidrofilicos como son el acido hialurénico (HA) o
la fosforilcolina (PC) para disminuir la adsorcion de proteinas y mantener una capa de
agua adsorbida en la superficie. Diversos estudios demuestran que la presencia de
HA disminuye el angulo de contacto del material y la adsorcion de proteinas.

Las lineas de investigacion respecto el material hidrogel silicona (HS) para mejorar la
biocompatibilidad van
encaminadas a fabricar
compuestos con  una
matriz de HS y una

superficie de CH. (Alcon a

‘-“-L_.-—' -

. R << UL TRASOFT
Novartis company. EE ey SURFACE GEL

Estructura de Dailies
Totall®. Catdlogo de

Lentes de Contacto,

Productos de
mantenimiento y salud Figura 1. Nucleo de SH (33% H,0) y superficie de CH (>80% H,0). Pelicula de

H,O0 en superficie.
Ocular 2014)

Sin embargo, a pesar de las mejoras en la biocompatibilidad del material, la adhesion
y colonizacién de microorganismos, particularmente bacterias, en la superficie de las
lentes de contacto sigue siendo un hecho relevante. Destacan patologias como la
gueratitis microbiana (MK) (Willcox M.D. et al. 2001), el ojo rojo agudo relacionado

con lentes de contacto (CLARE) (Szczcotka-Flynn L.B. et al. 2010), la Ulcera periférica
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por lentes de contacto (CLPU) (Wu P. et al. 2003) y la queratits infiltrativa (IK)
(Szczcotka-Flynn L.B. et al. 2010).

Dependiendo del disefio del estudio y su localizacion, los usuarios de lentes de
contacto afectados por MK es aproximadamente un 12.4% del 66% de todas las MK
(Bourcier T. et al. 2003)(Fong C.F. et al. 2004)(Keay L. et al. 2006) (Wong T. et al.
2003).

Microbial Keratitis (MK)

Figura 2. CIBA VISION. CCLRU. LVPEI GUIDE

La variedad de microorganismos implicados en estas patologias, especialmente en la
MK son: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Acanthamoeba castellanii, Fusarium solani y Candida albicans (Green M. et al. 2008)
(Tu. E.Y et al. 2010) (Haas W. et al. 2011).

Asi pues, dichas patologias causadas por el uso de lentes de contacto pueden derivar
en estados graves produciendo dolor, lagrimeo, enrojecimiento del ojo y evolucionar
hasta pérdidas de visidn o cicatrices corneales (CIBA Vision, CCLRU ‘Differential
diagnosis”). Por este motivo, hoy en dia existe la necesidad de desarrollar también
técnicas y aplicarlas en lentes de contacto para minimizar el riesgo de adhesion de las

bacterias u otros microorganismos responsables de tales patologias.

En la literatura existen distintos métodos que se han utilizado para mejorar la actividad

antimicrobiana de materiales médicos o de las propias lentes de contacto.
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Los fimbrolidos, también conocidos como furanonas, son un ejemplo. Se extrae de la
alga marina Delissia pulchra y en diversos estudios se ha demostrado que presenta
un amplio espectro antimicrobiano. El estudio de Hentzer M. et al. 2003 confirmé la
reduccion de adhesion de P. aeruginosa y el de Hume E.B et al. 2004 de
Staphylococcus epidermidis. El estudio de Zhu H. et al. 2008 demostroé la eficacia de
los fimbrélidos sobre las lentes de contacto realizando un recubrimiento de estas para
evitar la adhesion bacteriana. Se utilizaron bacterias como Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Serratia marcescens. En el estudio se demostré una
reduccion de la adhesion de dichas bacterias, la prueba de citotoxicidad demostro que
los fimbrélidos no presentaban toxicidad para el ojo y la potencia de las lentes de
contacto no sufri6 modificaciones. El articulo también comenta que se deberian
realizar ensayos clinicos prospectivos con las lentes de contacto recubiertas con
fimbrélidos y analizar la frecuencia de respuestas de CLARE y CLPU. Ambas
patologias afectan alrededor de un 5% 6 20% de usuarios de lentes de contacto por
afo. El estudio de la MK deberia realizarse en estudios posteriores a la

comercializaciéon ya que su afectaciéon es mucho menor, 1/500 personas al afo.

Otra técnica o recubrimiento utilizado en la literatura es mediante melimina (péptido
sintético). Esta se consigue con la combinacién de protamina (esperma de salmon) y
melitina (veneno de abejas) (Rasul R. et al. 2010). Los recubrimientos con melimina
de lentes de contacto han demostrado reducir las infiltraciones corneales en modelos
animales (Cole N. et al. 2010). En el estudio llevado a cabo por Dutta D. et al. 2012 se
realiz6 un recubrimiento con melimina sobre lentes de contacto y se demostré su
actividad antimicrobiana utilizando Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus
aureus. El estudio demostré una reduccion significativa del nombre viable de bacterias
adheridas a la superficie y mediante la prueba de citotoxicidad se demostré que el
recubrimiento con melimina no era considerado toxico. La potencia, base de curvatura
y diametro de las lentes de contacto no sufrié alteraciones significativas y ademas el

angulo de contacto se redujo respecto las lentes de contacto control sin recubrimiento.

En la misma linea, otro estudio realizado por Willcox M.D et al. 2008, confirmo que el
péptido melimina es un excelente candidato para desarrollar recubrimientos

superficiales en lentes de contacto.
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La plata también es conocida por su actividad antimicrobiana. Actualmente, la
investigacion de este fendmeno ha ganado importancia debido al aumento de la
resistencia bacteriana a los antibiéticos por su uso excesivo (Kolar M. et al. 2001).
Contrariamente a los efectos bactericidas de la plata i6nica, la actividad
antimicrobiana de particulas de plata coloidales esta influenciada por las dimensiones
de las mismas particulas. Cuanto mas pequefia es, mayor es el efecto antimicrobiano
(Morones J.R et al. 2005). En el estudio de Panacek A. et al. 2006 se sintetizaron
nanoparticulas coloidales de plata (25nm — 450nm). Las propiedades bactericidas de
estas particulas con bacterias Gram negativo y Gram positivo quedaron demostradas
y ademas también se confirmé que la actividad antimicrobiana dependia del tamafio
de las particulas.

A partir de estas evidencias se llevo a cabo un estudio para evaluar in vitro el efecto
antimicrobiano de diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata en lentes de
contacto hidrogel (Fazly Bazzaz B.S. et al. 2013). Las lentes de contacto
impregnadas con nanoparticulas de plata mostraron propiedades antibacterianas ante
las bacterias Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus. A pesar de estos
buenos resultados, otros estudios deben llevarse a cabo con esta técnica para
determinar la concentracion ideal de nanoparticulas impregnadas para que exista un
buen equilibro entre rendimiento antimicrobiano y efectos oculares, ademas de otros
factores importantes como la flexibilidad, la transparencia o la biocompatibilidad con el

0jo y sus estructuras.

Por ultimo, las nanoparticulas de 6xido de metal también son agentes antibacterianos
eficaces para aplicaciones biomédicas (Stoimenov P. et al. 2002). Sin embargo, los
estudios para evaluar la toxicidad biolégica de nanometales todavia contindan,
buscando una optimizacion de concentraciones de metales a niveles no peligrosos
para disminuir la citotoxicidad. Este objetivo se puede lograr mediante la combinacion
de nanoparticulas de metal con polimeros antimicrobianos que mejoran su estabilidad
y eficacia. En particular, la combinacion de dichas particulas con quitosano (CS), un
biopolimero con propiedades antimicrobianas intrinsecas (Ding F. et al. 2013), mejord
el rendimiento antimicrobiano en superficies sélidas y también mejorod los perfiles de
citotoxicidad (Krishnaveni R. et al. 2013). En el estudio llevado a cabo por Petkova P.

et al. 2014 (GBMI, UPC) se realizaron recubrimientos antimicrobianos en tejidos de
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algodoén a través de la deposicion con ultrasonidos y utilizando nanoparticulas de
oxido de zinc (ZnO) en presencia de CS. Después de la optimizacion del proceso, la
sinergia entre ZnO y CS se tradujo en una mayor eficiencia antimicrobiana contra
S.aureus y E. Coli comparandolo con recubrimientos individuales de ZnO y CS.
Ademas, la presencia de CS mejoroé la biocompatibilidad de los recubrimientos.

Sin embargo, en la literatura aun no se ha aplicado este recubrimiento sobre lentes de

contacto y no se ha podido ver su efecto.

En este trabajo final de master se seguira el mismo procedimiento que en el caso
anterior (Petkova P. et al. 2014) para realizar un recubrimiento superficial con
nanoparticulas de ZnO y CS en lentes de contacto. También se usaran polifenoles
como el GA para afadir propiedades antiinflamatorias al recubrimiento. Se
caracterizara el tratamiento, se observara si hay una mejora de la actividad
antimicrobiana respecto el control, se comprobara la citotoxicidad y se mediran los
principales parametros de las lentes de contacto para comprobar si varian con el
tratamiento. De este modo se podra comprobar la eficacia de dicho tratamiento sobre

lentes de contacto.
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2. OBJETIVOS

Obijetivo principal:

- Realizar un recubrimiento estable con propiedades antibacterianas en lentes de
contacto hidrogel silicona mediante ultrasonidos y utilizando nanoparticulas de
oxido de zinc, quitosano y acido galico sin comprometer las propiedades

Opticas.
Otros objetivos:

- Determinar las mejores condiciones para la obtencion de estos recubrimientos.

- Caracterizar estos recubrimientos utilizando distintos métodos y determinar su
actividad antibacteriana, citotoxicidad y actividad antioxidante.

- Comparar las propiedades épticas y la capacidad de hidratacion de las lentes
de contacto hidrogel de silicona antes y después de los tratamientos.

- Comparar el comportamiento respecto a los recubrimientos de dos materiales
de hidrogel de silicona distintos que se utilizan comercialmente para las lentes
de contacto.

- Mejorar las competencias con respecto a los principios en que se fundamenta
la busqueda cientifica y las caracteristicas de la investigacion aplicada y de

laboratorio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LENTES DE CONTACTO UTILIZADAS

Dentro de las lentes de contacto blandas, la FDA (Food and Drugs Administration)
utiliza cuatro categorias para clasificarlas segun el material. Para hacerlo se basa
basicamente en dos parametros, en el contenido en agua y en la carga de la
superficie. Respecto el contenido en agua, si éste es inferior al 50% se clasificaran
como bajo contenido en agua y si es superior al 50% se clasificaran como alto
contenido en agua. Generalmente, cuanto mas bajo es, mas delgada es la lente de
contacto y por el contrario, cuanto mas contenido en agua presentan, estas suelen ser
mas gruesas. Respecto la carga de la superficie, la diferencia destaca en que
algunos materiales presentan una superficie cargada negativamente (lentes de
contacto iénicas), y por lo tanto pueden atraer elementos cargados positivamente asi
como proteinas, y otras no presentan carga en la superficie (lentes de contacto no

iGnicas) y son menos propensas a la adhesion de proteinas (Heiting G., 2015).

Asi pues, las 4 categorias resultantes para clasificar el material de las lentes de

contacto blandas se pueden observar en la siguiente tabla:

FDA classification of soft contact lens materials

FDA Lens Group United Dk* Water Chemical
States Content composition
Adopted
Name
1 palymacan 7.5 36% HEMA
nans-ionic, low water tetrafilcon 2.0 43.5% HEMA, MMA, NVP
content latrafilzon A 140 24% CMA, TRIS, siloxane
latrafilzon B 114 33% CMA, TRIS, siloxane
calyhilcon A B6C G 7% Unpublished
1T cmafilzon A 19.6 52% HEMA, FC
nan=ignic, high watar alphafilcnn & 22.9 GE% HEMA, NVF
cantant Filafilcon A 26,9 T0% HEMA, NVF
111 bufileon A 16.0 4595 HEMA, DA, MAA
Ieniz, ‘ow water balafilcon A a5 36% HVP, TPVC, NCVE, PBVC
content
v coufilcon © 19.7 55% HEMA, Mk
lomic, high water etafilcan A 17.0 58% HEMA, MAL
contant wifilcon A 16.0 55% HEMA, FYP, MAA
HEMA Z-Hydraxvatny | méthacrylats e Fewinyl pyrralideng
[nhF) Mbdimethylacrylamide EBVE polylaimathyl sl oyl ] di [silyluzanc] bis[vinyl
Da diagetone aceylamida carpamatg)
MMA methyl mathacrylate PC phospnaryichaline
AR mgthacry cld TRWC trig-(br methylsiloxysilyly propylvinygl carbamate
NIVE Mecarkaxyl vinyl aster TRIS trig (hedroxyimethyl) amnomethane

T Ay Qe permeability (X107
Figura 3. Clasificacion del material de lentes de contacto blandas por la FDA
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Siguiendo la clasificacion vista, para el experimento realizado en éste trabajo final de
master se escogieron tres tipos de materiales distintos. En la eleccion de dichos
materiales se decidié escoger un material idnico y otro no iénico, ambos compuestos
por hidrogel silicona. Por el gran namero de muestras necesarias para los
experimentos, se escogieron aquellos tipos de lente de que se disponian en mayor

cantidad de tal forma que los 3 materiales escogidos fueron:

- Balafilcon A: Hidrogel silicona. Material idnico y bajo contenido en agua

- Comfilcon A: Hidrogel silicona. Material no i6nico y bajo contenido en agua

- Galyfilcon A: Hidrogel silicona. Material no iénico y bajo contenido en agua

Destacar que para el material no i6nico se utilizaron dos materiales distintos porque
no se disponia de suficientes lentes de contacto de un solo tipo. No obstante, las

caracteristicas del material son las mismas (no idinco y bajo contenido en agua).

Para analizar mejor las caracteristicas de los materiales seleccionados, a
continuacion se adjunta una tabla extraida de Contact Lens Spectrum
(www.clspectrum.com), realizada por el Dr. Brian Chou en un estudio sobre la

evolucién de las lentes de contacto hidrogel de silicona.

Current Disposable Silicone Hydrogel Spheres Available in the United States

LENS MANUFACTURER MATERIAL % WATER MODULUS DK WETTING STRATEGY
PureVision Bausch & Lomb Balafilcon A 36 1.1 MPa 99 Plasma oxidation
Night & Day CIBA Vision Lotrafilcon A 24 1.4 MPa 140  Plasma treatment
Acuvue Advance  Vistakon Galyfilcon A 47 0.4 MPa 60 Internal wetting agent
0 Optix CIBA Vision Lotrafilcon B 33 1.2 MPa 110  Plasma treatment
Acuvue Oasys Vistakon Senofilcon A 38 0.73 MPa 103 Internal wetting agent
Biofinity CooperVision Comfilcon A 48 0.75 MPa 128  Inherently wettable
Avaira CooperVision Enfilcon A 46 0.5 MPa 100  Inherently wettable

Figura 4. Parametros y caracteristicas de lentes hidrogel silicona. Actualmente disponibles en USA

En la Figura 4 que se muestra, aparecen subrayadas en rojo las tres lentes de

contacto que se utilizaran.

En primer lugar, la lente de contacto de material Balafilcon A pertenece al fabricante
Bausch & Lomb y su nombre comercial es PureVision. Tienen un contenido en agua
del 36% y pertenecen a la primera generacion de lentes de contacto hidrogel silicona,
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por este motivo el médulo de Young es de 1.1MPa. Destacar que estas lentes de
contacto son tratadas por oxidaciéon con plasma para crear puentes con el agua y

hacer asi una superficie mas hidrofilica.

Las lentes de contacto Galyfilcon A pertenecen al fabricante Vistakon y su nombre
comercial es Acuvue Advance. Tienen un contenido en agua del 47% y su médulo de
Young es mas bajo que las anteriores, 0.5MPa. Estas lentes de contacto pertenecen a
la segunda generacion de hidrogeles silicona y destacan por no recibir ningun
tratamiento superficial. Unicamente presentan largas cadenas con elevado peso
molecular de polivinilpirrolidona (PVP) que actian de agentes humectantes.

Por ultimo, las lentes de contacto Comfilcon A pertenecen al fabricante CooperVision
y el nombre comercial es Biofinity. Tienen un contenido en agua del 48%, muy
parecido a las anteriores, y el médulo de Young es de 0.75MPa. Estas lentes de
contacto pertenecen a la tercera generacion de hidrogeles silicona y presentan largas
cadenas del monémero siloxano que otorga propiedades como alta permeabilidad al
oxigeno, considerable bajo médulo de Young y que el material sea inherentemente
mojable, es decir, no presenta agentes internos humectantes ni necesita tratamiento
superficial (Chou B. 2008).

3.2 PARAMETROS LC

En el apartado anterior se han podido ver algunos parametros de las lentes de
contacto para su clasificacidon segun el material. Diversos autores han observado
mayores niveles de adhesion de diversas cepas P. aeruginosa en lentes de contacto
compuestas de polimeros no idnicos en comparaciéon con los iénicos (Miller M.J. et al.
1987). En otro estudio, la adhesién de S. aureus fue mayor para la composicion
hidrogel ibnica en comparacién con la no iénica (Arciola C.R. et al. 1995).

Mientras que los resultados de adhesién bacteriana en relacién al material i6Gnico o no
ionico pueden ser un poco dispares, los resultados de adhesion bacteriana en relacion
al contenido de agua en lentes de contacto hidrogel son consistentes y en diversos
estudios se ha comprobado que la adhesion bacteriana aumenta inversamente al
contenido en agua (Garcia-Saenz M.C et al. 2002) (Cook A.D et al. 1993). Las lentes
de contacto hidrogel silicona son todas de relativo bajo contenido en agua y por tanto
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el contenido en agua es un factor menor en la adhesion bacteriana para este tipo de
lentes. La composicién del polimero y la hidrofobicidad de la superficie pueden
enmascarar los efectos del contenido en agua, reduciendo la influencia de éste para
la adhesién bacteriana (Miller M.J. et al. 1987).

La hidrofobicidad si que es un una propiedad crucial de la superficie de las lentes de
contacto. En lentes de contacto como Lotrafilcon A o Balafilcon B (lente de contacto
utilizada en este trabajo) se ha observado un alto nivel de hidrofobicidad en
comparacién con otras lentes de contacto hidrogel silicona como Etafilcon A,
perteneciente a la tercera generacion como Comfilcon A (lente de contacto utilizada
en este trabajo). En P. aeruginosa, S. aureus o S. epidermidis se ha observado una
gran adherencia a lentes de contacto hidrogel silicona hidrofébicas en comparacion
con las més hidrofilicas (George M. et al. 2003) (Santos L. et al. 2008). Siguiendo la
misma linea de estudio, en las lentes Lotrafilcon A y Balafilcon A se ha reportado una
mayor adherencia de bacterias en comparacion con otras lentes hidrogel de silicona
(Henriques M. et al. 2005).

Otra informacion es la proporcionada por la microscopia atémica de fuerza sobre la
topografia y rugosidad de las lentes de contacto

(Giraldez MJ et al. 2010). En este estudio se ]

concluyé que materiales como Comfilcon A vy J;( :

Omafilcon A tienen una superficie relativamente 4

-
mas suave que otras superficies como Senofilcon /j - \, .
A o Nelfilcon A. En el mismo estudio también se | S —
comprobd que S. epidermidis presenta una mayor

adhesién a aquellos materiales con la superficie e ’/’

MAs rugosa.

Por ultimo, el efecto de los usuarios sobre las Figura 5. Ejemplo de desecador. BORO 3.3
lentes de contacto no es constante. Puede ser PIN12491(mercofrass.a)

individual segun el uso y las caracteristicas propias del usuario y segun el tipo de
proteinas que se depositan en la superficie de la lente segun la calidad y cantidad de

la lagrima, el producto de mantenimiento u otras caracteristicas (Dutta D. et al. 2012).
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Una vez vistos los distintos parametros, este trabajo se centrara en tres medidas:

En primer lugar, el contenido en agua. A pesar de que el contenido en agua en las
lentes hidrogel silicona puede tener una influencia menor en la adhesién de bacterias
que en las lentes hidrogel, sigue siendo un parametro propio e importante de las
lentes de contacto tanto para el confort del paciente como para, tal y como se vera a
continuacion, la potencia dioptrica de las mismas. La medida de este parametro se
realizara utilizando una técnica gravimétrica, a través del pesado de las lentes de
contacto, utilizando una balanza analitica de precisiéon +1x10™ g. Las lentes, que se
conservaran en agua destilada MilliQ (agua desionizada ultrapura) para evitar las
sales que pueden presentar las disoluciones de mantenimiento, se pesaran mojadas
en una bascula analitica. Después se pondran en el desecador que servird para
deshidratar la lente por medio del vacio. Pasadas 3 horas se volvera a pesar, y con el
peso inicial y el peso final se podra saber el contenido en agua de la lente de
contacto:

peso inicial—peso final

% H,0 = 100

peso inicial
Ecuacidon 1. Contenido en agua

Otro pardmetro que se medira de las lentes de contacto es la potencia dioptrica. A
pesar de que no tiene influencia en la adhesion de bacterias, es una caracteristica
propia ya que es el uso que se le da, la correccién de las ametropias de los usuarios.
Por este motivo es importante que el recubrimiento que se realice no afecte este
pardmetro. La potencia diéptrica depende del contenido en agua y el radio. Esto se

puede observar mediante el Lens-Maker’s Formula:

= (H'Fc‘nx - nﬂ) L — L
lens nﬂ RI Rz

Ecuacién 2. Lens Maker’s Formula
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Como se observa, en primer lugar la potencia depende del
indice de refraccion. El indice de refraccion, a la vez, varia
segun el contenido hidrico de la lente. No presentara la
misma potencia una lente hidratada que una seca. En
segundo lugar, la potencia también varia segun el radio. Por

lo tanto, si se producen variaciones en el diametro o hay
alteraciones o irregularidades en la superficie, la potencia Figura 6. Muestra de
deformaciones en la superficie

también variara. de las lentes de contacto

Para medir la potencia de las lentes de contacto se utilizar4 un autofrontofocémetro
(Auto Lensmeter TL-3000B Tomey Corporation). La medida de las lentes de contacto
en mojado es dificil puesto que una vez se sacan de su liquido de mantenimiento, se
deshidratan rapidamente y por tanto varia el indice de refraccion y la potencia fluctla.
Por este motivo, para saber si existe variacion, se medira la potencia en estado seco y
se tomara como referencia la potencia de la lente control seca. De esta manera se

podra relacionar un cambio de potencia de las |

lentes de contacto, en caso de que existiese,
con la lente control. Los resultados que se
esperan es que la potencia de las lentes de
contacto secas sea superior a la potencia que
aparece en el blister por el fabricante ya que el
indice de refraccion disminuye en una lente
deshidratada. Respecto el radio, es de esperar
gue pueda sufrir alguna modificaciébn puesto
que al deshidratarse el diametro también
disminuye, no obstante, el diametro es
constante en las lentes secas, es decir, todas

presentan el mismo didmetro, por lo tanto el

Figura 6. Lentes de contacto secas en

radio se verd afectado igual en todas las lentes. recipiente

Destacar que se deben evitar deformaciones en

la superficie a la hora de secar la lente y que no se quede pegada de la superficie
donde se esta secando ya que entonces si que la superficie estara alterada y la
potencia saldra modificada (ver figura 6). Asi pues, la potencia dioptrica se medira con

las lentes de contacto en estado seco y la variacion de su contenido en agua se
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medira con la técnica gravimétrica descrita en el parrafo anterior, la diferencia de

pesado.

Noétese que a pesar de que la medicidn no se realiza cuando la lente esta mojada, la
dificultad de esta medida sigue existiendo. Para este trabajo se utilizan lentes hidrogel
silicona toricas, es decir, con astigmatismo, y la medida de su potencia es dificil ya
que el espesor varia mucho por el prisma vertical que presentan y pueden existir
grandes diferencias si la medida no se toma en el lugar exacto. Ademas, como el
astigmatismo no es materia de interés en este trabajo, se despreciara el grado a que
se encuentra el astigmatismo y, a pesar de que se indicara su valor, el resultado en el
gue se centrara el trabajo es en la potencia esférica y no en el valor de astigmatismo.

A continuacidbn se muestra una imagen con el espesor de diferentes lentes de
contacto toricas (Mcllraith R. et al. 2010). Se puede observar que la potencia variaria
de gran manera si la medida de la potencia no se realizase en el lugar exacto y como

la presencia del prisma vertical es diferente segun el tipo de lente.

ACUVUE OASYS' PureVision® Biofinity' AIR OPTIX’
for ASTIGMATISM Toric Toric for ASTIGMATISM

Figure 2. Interferometry maps of toric lens designs. Images are computer-generated representations of these types
of contact lens designs, for demonstration purposes only. The images are not intended to indicate the actual design
thicknesses of any specific contact lens design. JJVC Data onfile.

Figura 7. Mapas de interferometria de disefios de lentes de contacto téricas

El tercer parametro que se medira es el angulo de contacto. La reduccion de la
hidrofobicidad da una mayor comodidad para el usuario y, ademas, previene la
formacion de depositos tales como lipidos y proteinas, asi como la colonizacion

microbiana (Santos L. et al. 2007).
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La humectabilidad de la superficie de las lentes se caracterizara a través de la medida
del &ngulo de contacto. El valor del angulo de contacto nos indicara si la superficie se
comporta como hifrofébica (elevados valores de angulo de contacto) o hidrofilica
(bajos valores de angulo de contacto). El angulo de contacto se determina mediante la
técnica de la gota sésil utilizando el instrumento de analisis de gotas KRUSS modelo
DSA 100 B. Estas medidas se realizan sobre lentes de contacto que han sido
previamente hidratadas en disolucién PBS (disolucién salina tamponada con fosfatos
a pH= 7.4) con la intencion de simular condiciones fisioldgicas, y para realizar las

gotas se utiliza agua desionizada MilliQ .

Figura 8. Instrumento de analisis de gotas KRUSS modelo DSA 100 B

Como no existen muchos estudios relacionados con la rugosidad de la superficie de
las lentes de contacto hidrogel silicona y su relacién con la adherencia de bacterias,

Nno es un parametro que se tendra en cuenta para este trabajo.
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33 OBTENCION DE LOS RECUBRIMIENTOS Y SU
CARACTERIZACION

Para realizar el recubrimiento de las lentes de contacto se utiliza una técnica
sonoquimica (con ultrasonidos) de un solo paso.

El proceso de recubrimiento sonoquimico se llevd a cabo usando un transductor
ultrasénico (Tihorn, 20 kHz, 750 W, Sonics y Materiales VC750, EE.UU.). La potencia
(21,5W) y laintensidad (0,43 W + cm-3) se determinaron calorimétricamente mediante
la medicion del aumento de la temperatura en funcion del tiempo en el recipiente de
ultrasonidos (Petkova P. et al. 2014). Para determinar el tiempo y amplitud, se
probaron los distintos parametros en lentes de contacto Biofinity para comprobar si se

producia alguna afectacién en el contenido en agua o en la potencia.

Los agentes utilizados para el recubrimiento fueron 3: nanoparticulas de éxido de zinc
(ZnO NP) de Sigma-Aldrich (Espafia), quitosano (CS) (15 kDa, 87% DDA)
administrado por Kitozyme (Bélgica) y acido galico (GA) de Sigma-Aldrich (Espafia).

Este Gltimo se esperd que mejorara las propiedades de los 2 anteriores.

Por altimo, destacar que después de la
ultrasonicacion se lavaron las muestras
con agua desionizada y agua
desionizada MilliQ para eliminar las
particulas libres o no fijas a la
superficie. Después se conservaron en
agua destilada MilliQ o se secaron

segun el uso que se les dio, es decir, al

experimento o} método de

Figura 9. Lentes de contacto en agua
desionitzada MilliQ

caracterizacion que fueron sometidas.

Las primeras pruebas que se realizaran a las lentes de contacto una vez tratadas con

el recubrimiento, seran para comprobar si este se ha realizado de manera correcta.

Una prueba que se realizara serd el contenido de fenoles totales (CFT). La

determinacion de fenoles se realizard por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
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2N de Sigma-Aldrich (Espafia)(Peyrat-Maillard W. et al. 2000). Se construira una
curva patrén usando como estandar acido galico y luego se diluirdn las soluciones con
las muestras para que la concentracion de fenoles se encuentre dentro del intervalo
de la curva patron. Tanto el acido galico como el quitosano presentan fenoles, por lo
tanto se espera que la concentracidbn sea superior respecto la lente control. Las
lecturas de absorcion se realizaran a 765nm mediante el lector Tecan infinite M200. Si
no se especifica, las pruebas de absorcion se realizaran siempre con este mismo

lector.

La espectroscopia de rayos infrarrojos de la transformada de Fourier (FTIR) es una
técnica utilizada para obtener el espectro infrarrojo de absorcion, emision o
fotoconductividad de un sélido, liquido o gas. En este trabajo el que se utiliza la
maquina Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer que es para solidos, para
las lentes de contacto. Con ello se podra ver si existen picos de absorcion en diversas
zonas del espectro, donde se espera que
haya absorcion de fenoles, amidas, grupos
carboxilos u otros grupos (Griffiths, P et
Hasseth J.A. 2007)

Por dultimo, con la exploracion de la
solucion  restante utilizada para el

recubrimiento, mediante la  maquia

Cordouan DL 135 Size Analyzer se podra

Figura 10. Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer

ver la absorcion en la zona del espectro

del ultravioleta (UV) que no se puede analizar con el FTIR. Esta prueba es importante
ya que en esta zona del espectro es donde se produce la absorcion del ZnO y por
tanto se podra valorar si este hecho se produce y por tanto si hay presencia de ZnO 'y

como varia segun el recubrimiento realizado.

A continuacion se explican las pruebas relacionadas con la funcién del recubrimiento.
Estas pruebas son la actividad antimicrobiana, la citotoxicidad y la actividad

antioxidante.
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La actividad antimicrobiana de las
muestras recubiertas se evaluara
de acuerdo con el método de
agitacion estandar (ASTME2149-
01) recomendado para agentes
activos inmovilizados de forma
permanente en las lentes de
contacto. EI método proporciona

datos cuantitativos para la

medicion de la tasa de reduccion

Figura 11. Placas de agafar con colonias de S. aurues en
muestra 7 y muestra 0 en el tiempo 0’.

en un numero de colonias
formadas, unidades de colonias
formadas (CFU) por mililitro de solucién tampén en el matraz (CFU « ml-1). Para la
preparacion de las suspensiones de E. coli (E. coli, ATCC 25922) y S. aureus (S.
aureus, ATCC 25923) se utilizard una Unica colonia de los cultivos bacterianos
correspondientes. El cultivo se inoculara durante la noche en 5 ml de caldo nutriente
estéril (NB, Sharlab, Espafia) y se incubard a 37°C y 110 rpm. El cultivo bacteriano
inoculado se diluird con una solucion tampon estéril (0,3 mM KH,PO,4). Un cuarto de
cada lente de contacto se incubara en 2 ml de esta suspension bacteriana a 37°C y
230 rpm. Después se diluiran las suspensiones en serie y se pondran en placas con
agar (Plate Count agar, Vegitone de Fluka Analytical) para el recuento bacteriano,
antes pero se incubaran adicionalmente a 37 ° C durante 24 h para determinar el
namero de bacterias supervivientes.

La actividad antimicrobiana se expresa en términos de porcentaje de reduccion de
bacterias, calculado como la relacién entre el nimero de bacterias supervivientes
antes y después del contacto con las lentes de contacto recubiertas, utilizando la

siguiente formula:
Reduccion de bacterias (%) = ((A - B) / A) % 100 (Ecuacién 3)
donde A y B son el nimero promedio de bacterias antes y después del contacto con

las lentes de contacto recubiertas, respectivamente (Petkova P. et al. 2014).
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La durabilidad del efecto antibacteriano se evaluara después de dejar, una nueva
muestra tratada, 24h en un tampoén fosfato salino (pH de 7.4) y volver a realizar la
actividad antimicrobiana tanto en las lentes en buffer como en otras muestras solo con

el recubrimiento.

La citotoxicidad se evaluara por contacto indirecto. Un cuarto de las lentes de
contacto tratadas se esterilizaran por primera vez bajo luz UV durante 1h. Las
muestras se pondran en contacto con 3ml del medio de crecimiento (DMEM) y en una
incubadora de CO, a 37°C durante 1 dia. Las células sembradas previamente se
pondran en contacto con los medios de cultivo retirado y se incubaran a 37°C en una
atmosfera humidificada de 5% de CO, durante 24 h. Las células seran examinadas en
busca de signos de toxicidad utilizando un kit de ensayo Alamar azul (alamarBlue,
Invitrogen). La resazurina, el ingrediente activo azul del kit, es un compuesto
permeable celular no toxico que, una vez en una célula viable, se reduce a resorufina
de color rojo. Después de 4 h de incubacion a 37°C se medira la absorbancia a 570
nm. La cantidad de resorufina formada es directamente proporcional al nimero de

células viables (Petkova P. et al. 2014).

Por ultimo, se ha descubierto que poderosos antioxidantes aplicados de forma topica
como la vitamina E en animales, inhibe una serie de enfermedades relacionadas con
el polo anterior del ojo (Yilmaz T. et al. 2007). También ha habido un gran nimero de
estudios in vivo que sugieren beneficios potenciales para la vista, por este motivo ha
habido distintos intentos de desarrollar soluciones oftdlmicas que contengan vitamina
E (Braswell AG. et al 2001). Otros estudios como Gogia R. et al. 1998 mostraron la
presencia de muchos agentes antioxidantes en la lagrima del ojo y estudios mas
recientes (Venkata SJA et al. 2009) estudiaron los niveles de actividad antioxidante
entre usuarios de lentes de contacto y no usuarios. A pesar de que los resultados no
mostraron cambios significativos, este fue un estudio piloto y se siguen realizando
mas estudios al respecto.

Por estos motivos, se decidid6 medir la actividad antioxidante que presentaban las
muestras. Esta se determinara mediante la supervision del cambio en la absorbancia
de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil radical (DPPH) a 517nm. Diferentes diluciones de las

muestras (100pul) se incubaran con 2.5ml de la solucién DPPH (9.84mM) de Sigma-
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Aldrich (Espafia) en matanol y en la oscuridad durante 30min.

Se utilizara la siguiente formula:
Inhibicion de DPPH (%) = [1 - (A / A0)] x 100 (Ecuacién 4)

donde Ao es la absorbancia del control negativo (solucion de DPPH solo) y A es la

absorbancia en presencia de la solucién (Petkova P. et al. 2015).

Figura 12. Coloracion en la prueba de actividad antioxidante. El color amarillo revela actividad mientras que el lila no
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRUEBAS PREVIAS AL RECUBRIMIENTO

Antes de realizar el tratamiento se comprobd si la ultrasonicacion afectaba a
parametros Opticos para, de ser asi, escoger los parametros mas optimos.

En la siguiente tabla aparecen distintas muestras utilizadas para analizar la variacion
de contenido en agua y los diferentes parametros utilizados en el ultrasonidos.
También se expresa la potencia de las lentes de contacto que aparece en el blister:

B G I L
_ - - -0.50 -1.25x90°
_ 20% 15min. -0.50 -1.25x160°
_ 20% 30min. -2.75 -1.25x180°
_ 30% 15min. -2.50 -1.25x90°
_ 30% 30min. -0.50 -1.25x180°
_ 40% 15min. -0.50 -0.75x90°
_ 40% 30min. -1.25 -0.75x180°

Tabla 1. Se utilizaron 6 lentes de contacto (6 muestras) para realizarles ultrasonicacion a distintos grados de amplitud y
variando el tiempo de exposicion. Destacar que la muestra 0 es la control, recién sacada del blister.

A continuacién se muestra la variacion del contenido de agua de las muestras

anteriores:

0.5665g  0.6166g  0.0501g 0.5866g  0.0201g 59.8
0.6526g  0.0530g 0.6209g  0.0213g 59.8
0.6326g 0.6836g 0.0510g 0.6539g  0.0213g 58.2
0.6024g  0.6570g 0.0546g 0.6237g  0.0213g 60.9
0.5661g  0.6229g 0.0568g 0.5876g  0.0215g 62.1

=
a1
©
©
o)
Q
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0.6155g 0.6668g  0.0513g 0.6374g  0.0219g 57.3
0.6412g  0.6887g  0.0475g 0.6613g 0.0201g 57.6

Tabla 2. Primera comprobacidn del contenido en agua de las muestras

En la tabla 2 se observa similitud entre los valores de %H,0O, no obstante, en el
blister, el fabricante indica que el contenido en agua de estas lentes de contacto
Biofinity es de 48%. Por este motivo se vuelve a realizar la prueba de contenido en
agua pero esta vez, cuando se saca la lente de contacto del liquido en el que se
encuentra (agua desionizada MilliQ) se extrae el agua sobrante de la superficie con

un papel seco. El resultado obtenido es el siguiente:

0.5608g  0.5999g  0.0391g 0.5818g  0.0210g 46.2
0.5671g 0.6082g 0.0411g 0.5884g  0.0213g 48.1
0.6419g 0.6814g  0.0395g 0.6613g  0.0194g 50.8
0.6675g  0.7096g  0.0421g 0.6893g  0.0219g 48.2
0.6452g  0.6915g  0.0463g 0.6675g 0.0223g 51.8

Tabla 3. Segunda comprobacion del contenido en agua de las muestras

Los resultados de nuevo muestran que no hay variacién en el contenido en agua entre
las lentes de contacto ultrasonicadas y la control, y son mas parecidos al 48% original
qgue se indica. Las ligeras diferencias existentes por ejemplo en la muestra 6, son
resultado de no haber quitado toda el agua en exceso de la superficie de la lente
puesto que el peso de la lente seca es similar a las otras pero el peso total mojada es
superior. Esto es observable por ejemplo si comparamos los valores Peso LC mojada
y Peso LC seca de las tablas 2 y 3. Los valores para las lentes una vez secas son
similares en ambas tablas pero para las lentes mojadas es superior en la primera,
fruto del exceso de agua sobrante en la superficie.
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Para observar si existe alguna modificacion en la potencia de las lentes de contacto
por la exposicion a ultrasonidos, 6 nuevas muestras se expusieron a ultrasonicacion.
Las lentes de contacto escogidas para esta prueba tenian una potencia similar para

después valorar diferencias. A continuacion se muestra la tabla:

(At [mempar T [Retenem @Y T
- - -3.50 -0.75x90°

20% 15min. -3.50 -1.25x20°

20% 30min. -3.50 -0.75x20°

30% 15min. -3.50 -0.75x160°

30% 30min. -3.50 -0.75x180°

40% 15min. -3.75 -0.75x90°

40% 30min. -3.50 -1.25x180°

Tabla 4. Se utilizaron 6 lentes de contacto (6 muestras) para realizarles ultrasonicacion a distintos grados de amplitud y
variando el tiempo de exposicion. Destacar que la muestra 0 es la control, recién sacada del blister.

Una vez las muestras habian sido ultrasonicadas, se secaron y se midié la potencia
tal y como se ha comentado en el apartado ‘Parametros de las lentes de contacto’. La

tabla 5 con los resultados obtenidos se muestra a continuacion:

-4.50 -0.75x...
-4.75 -1.00x...
-4.75 -1.25X...
-4.75 -1.50x...
-4.50 -0.75x...
-4.75 -2.25X...
-5.00 -2.50x...

Tabla 5. Comprobacion de la potencia en las lentes secas una vez ultrasonicadas y la control

En la tabla anterior se puede observar como el aumento de potencia esférica sufrido
por la lente de contacto control también se produce en las otras lentes de un grado
igual o similar. En el caso de la muestra 6 el resultado es ligeramente superior pero

cabe recordar que la medicién de la potencia en lentes de contacto blandas y
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astigmaticas es dificil y pueden aparecer pequefios errores. Otras muestras como por
ejemplo la 4 o la 5 han tenido el mismo cambio que la muestra control, el aumento de
1D. Asi pues, se considera que no existe variacion de la potencia, a excepcion de la
6, puesto que la potencia de las muestras es igual a la control o con una diferencia de
0.25D que es debido a la dificultad de medicion y que por tanto se considera que no

es apreciable.

4.2 RECUBRIMIENTO SUPERFICIAL

Una vez visto que no existe variacion ni en el contenido en agua ni en la potencia, se
decide escoger como parametros para el tratamiento/recubrimiento una amplitud del
30% y un tiempo de exposicion de 30 minutos. Los motivos son que tanto en la
prueba de contenido en agua y en la de potencia, los valores son correctos y que
ademas es la combinacion de parametros mas parecida a la llevada a cabo por
Petkova P. et al. 2014, donde utilizaron una amplitud de 35% y 30 minutos de
exposicion. El vaso recipiente o el volumen de reaccion es también de 50ml como en
el trabajo nombrado y la temperatura a la que se realizaron los tratamientos fue a
25°C.

Los tratamientos llevados a cabo fueron 7 y en cada tratamiento se utilizaron 2 lentes
de contacto. Este experimento se realizé para las lentes idnicas y para las no i6nicas

y se repitié de nuevo para la obtencién de mas muestras.

Los 7 recubrimientos se realizan con un agente o con la combinacién entre ellos, de
tal forma que se realizan todas las combinaciones posibles. Destacar que en los 50ml
donde se introducen las disoluciones, en caso de ser necesario, la reaccion se
completa con agua desionizada MilliQ. En la siguiente tabla se muestran los 7

tratamientos realizados:
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1-11 2mM de ZnO NPs Zn0
2-12 0.3% de CS CS
3-13 0.3% de CS + 2mM of ZnO NPs CS +2Zn0
4-14 0.3% de GA GA
5-15 0.3%de GA + 2mM de ZnONpPs o+ 41O
616 0.3% de CS +0.3% de GA CS+GA

0.3% de CS + 0.3% de GA + 2mM CS+GA +
de ZnO NPs ZnO

Tabla 6. En esta tabla aparecen las distintas muestras y su tratamiento realizado. Las muestras de 1-7 pertenecen a las
lentes de contacto no idnicas y las 11-17 a las idnicas. Los 7 tratamientos siempre se realizaron con el mismo orden,
empezando por ZnO y terminando con CS + GA + ZnO.

La tabla 6 indica pues que, por ejemplo, las muestras 1 y 11 presentan el mismo
recubrimiento, con ZnO NPs, con la diferencia que la muestra 1 son dos lentes de
contacto no ionicas y la muestra 11 son dos lentes de contacto i6nicas. Aclarar que
para llevarlo a cabo se realizaron dos experimentos por separado, uno con las lentes
no iénicas y otro para las lentes idnicas (asi para cada tratamiento). Como el
experimento se repitié en cada recubrimiento, el resultado fue la obtencion de 4 lentes
de contacto no ionicas por cada recubrimiento y 4 lentes de contacto i6nicas por cada
recubrimiento. Ademas, también se utilizaron 4 lentes de contacto control tanto para
las lentes no i6nicas como para las iénicas. Asi pues, el nimero total de lentes de

contacto utilizadas fue de 64.

Después de haber realizado el tratamiento / recubrimiento en las lentes de contacto,
éste es el aspecto que presentaban 6 de ellas de Biofinity (Comfilcon A) y 6 de las

Purevision (Balafilcon A):
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Figura 13. Comfilcon A (non-ionic CL) Figura 14. Balafilcon A (ionic CL)
MO M1 M2 MO00 mM11 M12

M3 M4 M5 M13 M14 M15

M6 M7 M16 M17

Recordar que MO y MOO son las lentes control, M1 y M11 son las tratadas con ZnO
NPs, M2 y M12 las tratadas con CS, M3 y M13 con ZnO + CS, M4 y M14 con GA, M5
y M15 con GA + ZnO, M6 y M16 con GA + CS y finalmente M7 y M17 con GA + CS +
Zn0.

En la Figura 13 con las lentes no i6nicas Comfilcon A se puede ver como todas
presentan el mismo aspecto y no hay una coloracion de la superficie en las lentes
tratas. Por parte de las lentes idnicas Balafilcon A (figura 14) se aprecia una ligera
coloracion amarillo en algunas lentes de contacto, dificil de observar en la imagen.
Destacar la muestra M14 que presenta un tono mas oscuro debido a restos de titanio
gue dejo la maquina de ultrasonidos. A pesar de que después se pudo quitar este
tono oscuro, se volvid a repetir la muestra 14 para estar seguros de que todas las
lentes presentaban las mismas condiciones y aspecto y también porque el titanio
podria presentar actividad antimicrobiana y entonces falsear el resultado.
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4.3 CARACTERIZACION DEL RECUBRIMIENTO

Después de realizar el tratamiento, se comprobd el contenido en agua que
presentaban las lentes de contacto una vez tratadas. Los resultados se expresan en
las siguientes tablas:

Contenido en agua de las lentes tratadas BIOFINITY (48%)

0.6655g  0.7039g  0.0384g 0.6860g  0.0205g 46.6
0.58159  0.6205g  0.0390g 0.6020g  0.0205g 47.4
0.5911g  0.6307g  0.0396g 0.6118g  0.0207g 47.7
0.6236g  0.6639g  0.0403g 0.6449g  0.0213g 47.1
0.6079y 0.6428g 0.0349g 0.6262g  0.0183g 47.5
0.5982g  0.6363g 0.0381g 0.6181g  0.0199g 47.7
0.6005g 0.6411g  0.0406g 0.6215g  0.0210g 48.2

Contenido en agua de las lentes tratadas PUREVISION (36%)

0.5937g  0.6302g 0.0365g 0.6169g 0.0232g 36.4
0.6374g  0.6725g  0.0351g 0.6592g  0.0218g 37.8
0.6427g 0.6781g  0.0354g 0.6651g  0.0224g 36.7
0.6117g  0.6442g 0.0325g 0.6325g  0.0208g 36.0
0.6369g 0.6735g 0.0366g 0.6597g  0.0228g 37.7
0.6339g 0.6674g 0.0335g 0.6552g  0.0213g 36.4
0.5517g 05869y 0.0352g 0.5743g  0.0226g 35.8

Tabla 7. Contenido en agua de las lentes tratadas
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Tal y como se puede observar en la ultima columna ‘%H20’ de la tabla 7, los

resultados son muy parecidos al contenido en agua real que marcan los blisteres.

Puede existir una ligera variacion pero cabe recordar que a pesar de haber optimizado

el proceso, pesar las lentes de contacto en el mismo estado de mojadas es muy dificil

y pueden existir ligeras diferencias. No obstante, todos los resultados son parecidos

entre si y parecidos por tanto a la lente de contacto control.

Siguiendo con los parametros oOpticos, en el primer tratamiento de todas las lentes de

contacto, se utilizaron lentes de contacto de potencia parecida para después poder

determinar la potencia. A continuacion se muestran dos tablas con la variacion

diéptrica, antes del tratamiento (potencia que aparece en el blister) y después del

tratamiento (en seco):

-3.50 -0.75x90°

-4.25 -1.25x180°

-4.00 -0.75x90°
-1.25 -0.75x90°

-1.75 -1.25x90°
-6.00 -0.75x20°

-6.00 -0.75x90°
-1.75 -1.25x180°

-1.75 -1.25x60°
-5.00 -1.25x90°

-5.50 -1.25x20°
-2.50 -1.25x180°

-2.50 -0.75x20°
-3.00 -1.25x20°

-3.00 -0.75x20°
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-4.50 -0.75x...

-5.25 -1.50x...

-2.50 -1.75x...

-7.00 -1.50x...

-3.00 -1.50x...

-6.50 -1.75x...

-3.75 -1.25x....

-4.00 -1.00x...
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00 -4.00 -1.75x90° -5.25 -2.25x...

11 -2.00 -2.25x180° -3.25 -2.50x...

-2.00 -2.25x90°
12 -2.50 -1.25x180° -3.50 -1.75x...

-2.50 -1.25x90°
13 -2.00 -2.25x90° -2.75 -1.50x...

-2.00 -1.75x180°
14 -2.50 -2.25x90° -3.50 -2.75x...

-2.50 -2.25x90°
15 -3.00 -2.25x90° -3.75 -2.50x...

-3.50 -2.25x90°
16 -4.00 -2.25x90° -5.00 -1.75x...

-4.00 -2.25x90°
17 -3.50 -2.25x90° -4.50 -2.50x...

-3.50 -2.25x90°

Tabla 8. Variacidn de la potencia didptrica después del tratamiento (en seco) en comparacién con la que aparece
en el blister en las lentes Biofinity (M0-M7) y las lentes Purevision (M00-M17)

La variacion diéptrica que se considera normal entre una lente mojada y una seca, por
lo comentado en materiales y métodos, es entre 1D y 1.5D de mas. Asi pues, todas
las lentes tratadas cumplen este requisito y han sufrido una variacién diéptrica igual o

similar a la de la lente control.

Por ultimo, respecto los parametros de las lentes de contacto, se midio el angulo de
contacto de algunas lentes de contacto. Por la disponibilidad del aparato para medir,
no se pudo medir en todas las lentes de contacto, asi que se seleccioné aquellas que
presentaban una mayor actividad antimicrobiana. A pesar de que aun no se ha visto
en el trabajo, esta prueba fue pues la lltima en realizarse y ya se sabian los

resultados. A continuacién se exponen los angulos de contacto de las lentes
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seleccionadas y mas adelante se podran observar los resultados de la actividad

antimicrobiana.

ANGULO DE CONTACTO

Muestras Biofinity © Muestras Purevision ©
MO (control) 38.4 MOO (control) 50.7
M1 (ZnO) 43 M11 (ZnO) 45.8
M3 (CS + ZnO) 52 M13 (CS + ZnO) 86.5
M7 (CS + GA + ZnO) 50 M17 (CS + GA + ZnO) 54.1

Tabla 9. Angulo de contacto de distintas muestras

En las muestras Biofinity, las lentes tratadas presentan un angulo de contacto mayor a
la lente control. En el caso de la lente tratada con ZnO el cambio es menor, de 5°
mientras que en la M7 aumenta hasta 12°. Con respecto a las lentes i6nicas
Purevision, el &ngulo de contacto de la control es superior a las Biofinity e igual a la
M7. La muestra M11 disminuye el angulo de contacto y la M17 es ligeramente
superior, en 4°, Destacar que la M13 presenta una superficie muy hidrofébica que

podria ser debido a la formacion de una capa impermeable por parte del CS + ZnO.

I |

Figura 15. Angulo de contacto en MO Figura 16. Angulo de contacto en M00

l l

Figura 17. Angulo de contacto en M1 Figura 18. Angulo de contacto en M11

A -

Figura 19. Angulo de contacto en M7 Figura 20. Angulo de contacto en M17
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Una vez vistos los distintos parametros opticos y fisico-quimicos, es hora de
caracterizar el tratamiento. La primera prueba que se realiz6 fue el contenido de
fenoles. Para realizar esta prueba, se cortd6 una lente de contacto en 8 partes
aproximadamente y se utilizé un trozo (1/8) para comprobar el contenido de fenoles.

El peso de las muestras que se utilizaron se representa en la siguiente tabla:

PESO DE LAS MUESTRAS DE LENTES DE CONTACTO

BIOFINITY PESO (gramos) PUREVISION PESO (gramos)
CONTROL 0.0024g CONTROL 0.0021g
GA 0.0025¢g GA 0.0037¢g
GA -2Zn0O 0.0018g GA -ZnO 0.0040g
CS-GA 0.0028g CS-GA 0.0034g
CS-GA-7Zn0O 0.0028g CS-GA-7ZnO 0.0020g

Tabla 10. Peso del trozo las muestras de las lentes de contacto utilizadas para el contenido de fenoles

Tal y como se observa, no aparecen muestras de las lentes de contacto tratadas
Unicamente con CS, ZnO o ambos a la vez. La razdn es que en pruebas anteriores a
la definitiva ya se comprobd que en estos tratamientos no habia fenoles presentes y
por tanto no se les realizé la prueba. Los graficos con el contenido de fenoles

respecto la recta estandar hecha con acido galico son los siguientes:

Contenido de fenoles: Lentes de contacto
Biofinity (no ionicas)
0,09
E 0,08
; 0,07
£ 0,06
TE' 0,05
Jg 0,04
9 0,03
E 0,02
£ 0,01
(=%
0
CONTROL GA-7Zn0O CS-GA CS-GA- ZnO

Figura 21. Contenido de fenoles en equivalenda de acido galico (GAE): Lentes de contacto Biofinity (no idnicas)
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Contenido de fenoles: Lentes de
contacto Purevision (ionicas)

0,12

o
=

0,08

0,06

0,04

0,02

Phenol content { mM GAE)

0 == T T T T 1
CONTROL GA GA-Zn0O CS-GA CS-GA-Zn0O

Figura 22. Contenido de fenoles en equivalenda de acido galico (GAE): Lentes de contacto Purevision (idnicas)

En las lentes de contacto Biofinity, GA + ZnO y GA + CS son las que mas contenido
de fenoles presentan. En las lentes de contacto Purevision son las tratadas con GA y
las tratadas con GA + CS las que més contenido de fenoles presentan. En el caso de
la muestra con CS + GA + ZnO, el contenido es bajo pero comparandolo con el peso
de las muestras utilizadas, se observa que es menor y que mientras que en las otras
lentes de contacto, para obtener el contenido de fenoles totales en una lente de
contacto se deberia multiplicar el valor por 8 u 7 aproximadamente, en este caso, para
esta lente Purevision o para la GA-ZnO de Biofinity, por ejemplo, se deberia hacer por
9 u 10 ya que el trozo era mas pequefio.

Recordar que estos valores de contenido de fenoles, igual que los que se expondran
a continuacion, son unicamente para comparar con la lente control y observar que
algo ha cambiado en su estructura, es decir, que se le ha aplicado un tratamiento con

distintos agentes y estos estan presentes en la superficie.

Como con el contenido de fenoles no se pueden comparar las lentes tratadas con
ZnO o CS con la lente control, se debe utilizar otra técnica y observar si han sufrido

algun cambio. Para eso se realiz6 el FTIR.

A continuacion se pueden observar graficos de absorbancia que se han podido

observar en estas lentes de contacto mediante el FTIR.
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400
cm-

Nombre Descripcion
> Control Biofinity US Muestra 001 Por Administrator Fec|
»——Muestral3-3-15 Muestra 002 Por Administrator Fec| nes,...
> Muestra 23-3-15 Muestra 003 Por Administrator Fecha lunes,...

Figura 23. Espectrometria con FTIR de la lente control, muestra 1 y muestra 2

En el gréfico anterior se compara la lente control de Biofinity con la muestra 1 (ZnO) y
la muestra 2 (CS). Se pueden observar ligeras diferencias en el perfil que quizas son
dificiles de observar en la imagen. La muestra 2 presenta dos picos con mayor
absorcion que las otras dos lentes de contacto en 1011nm y 793nm. También
destacar el pico que presenta la misma muestra en 1661nm. Los primeros pertenecen
a grupos de sacéaridos mientras que los presentes entre 1315nm y 1633 pertenecen a
las amidas (Ren J. et al. 2013) (Liu J. et al. 2013).

4000 3500 3000 2500 2000 1600 1000 500 400
cm-

Nombre
»— Control ionica 24-3-15 (..
P ——Muestra 12 4-3-15
»——Muestra13 4-3-15

Figura 24. Espectrometria con FTIR de la lente control, muestra 12 y muestra 13

En el grafico anterior, esta vez de las lentes i0nicas Purevision, se compara la lente
control con la muestra 12 (CS) y muestra 13 (CS + ZnO). Destacar los picos de nuevo
en la zona de 1661nm, en 1042nm y en la zona inferior a 1000nm. Como en el caso
anterior, estas picos son tipicos del quitosano (Ren J. et al. 2013) (Liu J. et al. 2013).
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Asi pues, con el FTIR se han podido ver puntos de absorcidn superiores o distintos a
la lente control, fruto de las moléculas del quitosano (amidas y otros sacaridos). No
obstante, no se ha podido identificar ZnO NPs. La razén es que las nanoparticulas de
oxido de zinc absorben entre 500nm y 300nm (Khan ZR. et al. 2011)(Janaki AC. et al.
2015) y el FTIR no es muy preciso a esta longitud de onda ya que marca picos muy

juntos.

Con la exploracion de las disoluciones utilizadas para los tratamientos, se midio la

absorcién entre 320nm y 440nm. El gréfico resultante fue el siguiente:

=——7Zn0no US
——7n0
cs
CS+Zn0O

Absorption scan

CS+GA+Zn0O
—li—GA+ZnO
GA

320 340 360 380 400 420 440
Wavelength (nm)

Figura 25. Absorcion en funcion de la longitud de onda de las disoluciones utilizadas para el tratamiento

En este grafico se puede observar que el ZnO utilizado en el tratamiento (ZnO)
presenta el mismo pico de absorcién que el ZnO sin ultrasonicar (ZnO no US). Este
pico, que es la absorcion de nanoparticulas de 6xido de zinc, disminuye en la mezcla
CS + ZnO, seguramente debido a las capas de CS que se forman. No obstante,
notese la diferencia entre el CS + ZnO y el CS, que no presenta ningun pico. Lo
mismo ocurre cuando se mezclan los tres pero con un pico aun menor ya que la
sinergia entre CS y GA puede formar capas por encima de las nanoparticulas. Cabe
destacar que las disoluciones estas nanoparticulas no presentan absorcidén en la zona

del visible.

Una vez visto los distintos componentes que presentan las lentes de contacto tratadas

con comparacion a la lente control, se realiz6 la actividad antimicrobiana. Los
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resultados expresados como el % de reduccion de bacteria se muestran a

continuacion:

Staphylococcus aureus Escherichia Coli
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Figura 26. Actividad antimicrobiana de las distintas muestras tratadas en funcion del tipo de material y utilizando S. aureus

y E. coli como bacterias

Si se observan los resultados de la actividad antimicrobiana para S. aureus, se ve
claramente como las muestras tratadas con ZnO, CS + ZnO y CS + GA + ZnO son las
tres que mas efectividad tienen ya que son las que mas reducen la viabilidad de la
bacteria, independientemente de si el material es Comfilcon A o Balafilcon A. Lo
mismo ocurre con E. Coli. No obstante, también se observa que la muestra 2 (CS)
también ha dado buenos resultados. En la estabilidad se comprobara si estos

resultados siguen iguales o si hay alguna variacion.

Como se comentd en materiales y métodos, se guardaron unas lentes de contacto en
24h en la solucion PBS y se comprobd de nuevo la actividad antimicrobiana para
saber la estabilidad del tratamiento. También se realiz6 de nuevo en lentes de
contacto sin estar en la solucion. Los resultados serviran para compararse entre si y

también con la actividad antimicrobiana mostrada en el grafico anterior.

Los nuevos resultados de estabilidad y actividad antimicrobiana fueron los siguientes:
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Figura 27. Estabilidad de la actividad antimicrobiana. Se comprobé la reduccion de bacteria como en el caso anterior
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(Figura 26) pero esta vez con incubacion en PBS 24h y sin incubacion
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En los resultados de la muestra de estabilidad se observa que no hay diferencias
entre las muestras sin incubacion y las muestras con incubacion. Asi pues, hay
durabilidad del efecto pese a estar en la solucion PBS durante 24h. Nuevamente, los
tratamientos que se muestran mas eficaces son los que se han realizado con ZnO
(M1y M11), CS + ZnO (M3 y M13) y CS + GA + ZnO (M7 y M17).

Después de realizar las distintas pruebas para la actividad antimicrobiana, se
comprobd la biocompatibilidad de las lentes tratadas con la lente control durante un

dia. Los resultados de citotoxicidad mostraron lo siguiente:

Citotoxicidad durante 1 dia
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Figura 28. Citotoxicidad de las muestras tratadas durante un dia.

Antes de analizar los resultados destacar que en el grafico aparecen dos lineas rojas,
una en 80% porque a partir de este valor se considera una biocompatibilidad
aceptable y otra en 100% que es un cuando se consideraria una viabilidad celular
optima. No obstante, si se analizan los resultados se observa que la lente control no
ibnica no llega al 100%, no obstante se encuentra en el rango y por tanto,
obviamente, su biocompatibilidad es bueno. Las muestras tratadas que han dado
buenos valores de citotoxicidad son las tratadas con ZnO (idnica y no ionica), las
tratadas con CS (i6nica y no ionica), la tratada con CS + ZnO (i6nica y no ionica), la

tratada con CS + GA (no ionica) y por ultimo las tratadas con CS + GA + ZnO (iénico y
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no ionica). Destacar de estas Ultimas que han dado valores de biocompatibilidad

superiores a las lentes control de las lentes no i6nicas.

Por udltimo, a continuacibn se muestran los resultados encontrados en la actividad

antioxidante:

100
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Figura 29: Actividad antioxidante en las lentes de contacto Biofinity tratadas
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Figura 30: Actividad antioxidante en las lentes de contacto Purevision tratadas
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Tal y como se puede observar, es el GA el que otorga actividad antioxidante a las
muestras. La muestra con la presencia de CS + GA + ZnO es la que menor actividad
antioxidante presenta aunque las cuatro muestras con GA presentan valores
superiores al 80%. Destacar que tampoco existen practicamente diferencias entre las

lentes Biofinity y las Purevision.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha realizado un recubrimiento superficial en lentes de contacto
Biofinity y Purevision con distintos agentes que en la literatura habian mostrado, con
otros materiales, actividad antibacteriana. Respecto los parametros épticos, no se ha
observado ninguna variacion en la potencia ni en el contenido en agua tanto antes del
tratamiento como después. Este es un importante hecho ya que permitird seguir
realizando estudios con dichos agentes y siguiendo la misma metodologia, sabiendo
gue no se van a producir cambios en la potencia 0 en su contenido en agua.

En la comparacion de angulos de contacto de las lentes control con algunas muestras
tratadas, se ha podido observar que la lente control Purevision presenté un angulo de
contacto superior a la Biofinity. Los tratamientos con ZnO no modificaron en gran
medida el angulo de contacto, incluso disminuyé en la Purevision. La presencia de CS
hace aumentar el angulo de contacto tal y como se observé en las muestras 3y 13, y
la mezcla de los tres agentes (CS + GA + ZnO) en las muestras 7 y 17 también
aumento el angulo de contacto pero en menor medida. Destacar que el angulo de
contacto obtenido en la muestra 7 es igual al de la control de la lente Purevision. Este
es un parametro que se debera estudiar en profundidad e intentar mejorar en futuros
estudios ya que tiene un papel importante en la adhesion de microorganismos y en la
confortabilidad.

Destacar también que a pesar de que después del tratamiento el aspecto de las
lentes de contacto era similar o igual al de la lente control, en futuros estudios también
se deberian realizar medidas de transmisividad para confirmar si el paso de luz queda

afectado o no tras el recubrimiento.

Las técnicas de contenido de fenoles, FT-IR y la exploracion de las disoluciones
utilizadas para el tratamiento, han revelado un cambio en la superficie de las lentes de
contacto con respecto la lente control. Estas técnicas se utilizaron para saber si
realmente habia un recubrimiento sobre la superficie de las lentes de contacto y asi

se demostro.

Las lentes de contacto tratadas con ZnO, CS + ZnO y GA + CS + ZnO fueron las que

mejor actividad antimicrobiana presentaron, tanto para S. aureus como para E. coli e
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independientemente del material utilizado.
La estabilidad también mostro la durabilidad del efecto después de estar 24h en una

solucion de PBS, la actividad antimicrobiana fue la misma con y sin la incubacion.

Respecto la prueba para saber la biocompatibilidad entre las lentes de contacto
tratadas en células humanas, las resultados también fueron positivos. Los
tratamientos con ZnO, CS + ZnO y CS + GA dieron valores de citotoxicidad muy
parecidos a los de la lente control (dentro del rango de 80% y 100%). El tratamiento
con mejor biocompatibilidad que dio valores de citotoxicidad superiores incluso a los
de las lentes control fue el realizado con GA + CS + ZnO, tanto en las lentes Biofinity

como en las Purevision.

Por dltimo, las lentes tratadas que presentaron actividad antioxidante fueron aquellas
que presentaban el agente GA. Mientras que la lente control y las otras lentes
tratadas presentaron una actividad antioxidante del 0%, las lentes que contenian GA

llegaron a tener una actividad antioxidante superior al 80%.

Asi pues, como conclusion, las lentes que fueron recubiertas con GA + CS + ZnO
fueron las que presentaron una gran actividad antimicrobiana y antioxidante pero por
el contrario un angulo de contacto superior a la control. Por lo contrario, las lentes
recubiertas con ZnO presentaron un angulo de contacto muy similar o inferior a la
lente control y también una gran actividad antimicrobiana, pero sin actividad
antioxidante. En ningun caso se modificaron otros parametros 6pticos como el

contenido en agua y la potencia.

Con este estudio quedan sentadas las bases sobre la metodologia seguida para el
recubrimiento superficial de lentes de contacto mediante los tres agentes (CS, GA y
Zn0) y queda demostrado que su uso es eficaz, sin modificar parametros épticos. Asi
pues, en futuros estudios se podra optimizar el proceso y mejorar parametros como el
angulo de contacto o medir otras caracteristicas importantes de las lentes de contacto

como la transmisividad al oxigeno.
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