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Resumen

El dispositivo intrauterino (DIU) T de cobre ha sido calificado como el método
mas satisfactorio en tecnologia contraceptiva en vista de su gran aceptacion por mujeres
fértiles, especialmente, en paises del tercer mundo, para espaciar la familia. El
mecanismo contraceptivo del DIU de cobre est& directamente relacionado con la cantidad
de cobre liberado desde el dispositivo hacia el medio uterino. Se sabe que muchos de
estos dispositivos se llegan a fracturar cuando estan en funcionamiento. Tales fracturas

pueden tener su origen en eventos de corrosion.

Al igual que el resto de los implantes médicos (catéteres, implantes dentales u
ortopédicos), el DIU es susceptible a la colonizacion bacteriana con la subsiguiente
generacion de biopeliculas sobre su superficie. La cavidad uterina, debido a sus
caracteristicas anatomicas, es muy susceptible de colonizarse y presentar infecciones. La
colonizacion en el DIU puede estar formada por la flora vaginal normal y/o por
contaminacion con microorganismos patdgenos. Los microorganismos alcanzan la
cavidad uterina por migracion a través de los hilos del dispositivo desde la vagina hasta el
Utero, se depositan sobre la superficie de cobre del DIU y forman comunidades
microbianas dentro de biopeliculas. Estas biopeliculas modifican drésticamente el
comportamiento de la superficie de cobre mediante el mecanismo de corrosion, el cual

asegura la accion contraceptiva del DIU.

El presente trabajo se enfocd al estudio de la corrosidn microbiol6gicamente
inducida (MIC, del inglés Microbially Induced Corrosion) por Enterobacter sp., bacteria
comunmente encontrada en cultivos vaginales, sobre superficies de cobre. Los materiales
de estudio para los ensayos fueron placas planas y espirales de cobre de los DIUs Nova T
y TCu380A, los cuales se utilizaron como electrodos de trabajo en el interior de una celda
electroquimica, que contenia un medio uterino sintético enriquecido con peptona como
medio de cultivo. Para simular las condiciones uterinas, la celda se mantuvo a 37°C

utilizando un bafio de temperatura controlada.



Los especimenes permanecieron en el interior de la celda por 7 dias. El
comportamiento de la corrosion se evalué aplicando las técnicas electroquimicas:
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, del inglés Electrochemical
Impedance Spectroscopy), polarizacion electroquimica y voltametria ciclica (VC) cada 24
horas. Concluida esta etapa, se retiraron los electrodos de trabajo y se procedié al analisis
de superficie, mediante microscopia de barrido electronico (SEM, del inglés Scanning
Electron Microscopy) con la finalidad de observar las caracteristicas de la superficie. La
composicién quimica de los productos de corrosion y de la biopelicula formada se
determind por andlisis de rayos-X de electrones dispersados (EDS, por sus siglas en
inglés). Finalmente, se realiz0 la caracterizacion de los componentes orgénicos de las
biopeliculas generadas por espectroscopia infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR,

por sus siglas en inglés).

Los resultados obtenidos muestran la generacion de una biopelicula de composicion
polisacaridica sobre el cobre, como resultado del crecimiento y desarrollo de la colonia
de Enterobacter sp. Las curvas de Nyquist obtenidas por EIS, indican que la formacién
de la biopelicula se inicia a partir de las 42 horas de inmersion en el medio uterino
sintético inoculado con la cepa bacteriana, y continla desarrollandose hasta el final del
experimento. Esto coincide con los resultados obtenidos mediante VC y polarizacién
electroquimica en tiempos similares, ya que los voltamogramas indican un proceso auto
catalitico a partir de las 48 horas. En cuanto a las curvas de polarizacion electroquimica,
éstas muestran que el electrodo adquiere un comportamiento pasivo debido a la
presencia de la biopelicula sobre la superficie del cobre, que actia como una barrera
fisica. Sin embargo, esto no impide que el proceso de corrosion se lleve a cabo. Hay que
notar también que, debido a que la disolucion de los iones cobre continda a través de los

poros de la biopelicula, el ataque no es uniforme.

Después de la remocion de la biopelicula, en las micrografias se observa el ataque
localizado inducido por la colonia de Enterobacter sp, con una alta densidad de

picaduras. El analisis cualitativo de la biopelicula sefiala la presencia de elementos



minerales (cloro, sodio, potasio y calcio), productos de corrosion (6xidos e hidroxidos de
cobre), asi como un elevado porcentaje de carbono, debido a la presencia de materia
organica. La composicion quimica y estructural de los productos metabdlicos indica que
se trata de exopolisacaridos generados durante el metabolismo de la colonia de
Enterobacter sp., lo que se corrobor6 haciendo un barrido por FTIR. En este barrido se
encontraron las bandas caracteristicas de macromoléculas orgéanicas, particularmente
proteinas Amida | y Amida Il, el grupo funcional éster proveniente de &cidos grasos y
aminodacidos, los grupos fosfato de los nucle6tidos formadores de acidos nucleicos, y la

presencia de carbohidratos del tipo glicdgeno.



Objetivo principal:

Caracterizar el desarrollo de biopeliculas y su efecto inductor en la corrosion del

cobre metalico presente en los DIUs TCu380A y Nova T expuestos a medios uterinos

sintéticos.

Objetivos particulares:

Los objetivos particulares de esta investigacion son:

Hipotesis:

Aislar y caracterizar cepas de microorganismos de medios naturales en
mujeres portadoras de dispositivos intrauterinos de cobre.

Llevar a cabo diferentes ensayos de corrosion utilizando los
microorganismos aislados, a fin de evaluar su efecto inductivo en la
corrosion microbioldgica sobre placas y espirales de cobre de los DIUs T
Cu380AyNovaT.

Caracterizar las biopeliculas generadas por la actividad metabdlica de los
microorganismos mediante el uso de analisis quimicos y técnicas de
analisis de superficie.

Caracterizar los procesos de corrosién inducida por microorganismos

utilizando técnicas electroquimicas.

Existen microorganismos capaces de resistir el efecto toxico de los productos de

corrosion del cobre metalico de dispositivos intrauterinos T Cu 380 A y Nova T en

medios uterinos.



1. Introduccién

Los dispositivos intrauterinos de cobre (DIUs) que se utilizan actualmente estan
constituidos por una estructura de polietileno (generalmente en forma de T), envuelta con
espirales y/o placas de cobre. La longitud de la espiral y las dimensiones de las placas se
disefian en funcion del area superficial que se desee alcanzar, por ejemplo, 200 y 380
mm? para los DIUs NovaT y TCu380A, respectivamente. El area superficial del cobre
generalmente es proporcional al tiempo de vida del DIU en cuestion, ya que su efecto
contraceptivo se debe a la disolucion continua del cobre metélico (corrosién) en la

cavidad uterina.

Debido a la naturaleza y agresividad del medio uterino, la corrosién del cobre no
siempre se presenta de manera uniforme, sino que se intensifica en areas especificas
ocasionando un deterioro muy localizado del tipo picaduras. Estas picaduras se pueden
intensificar hasta provocar la ruptura del espiral, ocasionando dafios severos a las
usuarias. Asimismo, se han reportado dos casos extremos' en donde el DIU permanecié
en el Utero por mas de 10 afios y al ser removido se encontro la estructura de polietileno

totalmente desnuda, debido a la disolucién total del cobre.

Los iones de cobre liberados son Cu'* y Cu?*, siendo el ion cuproso la especie
predominante, que ocasiona cambios celulares y bioquimicos en el endometrio y los
liquidos uterinos. Entre estos cambios estan el incremento en la produccién de los
mecanismos de defensa; la produccion de especies reactivas de oxigeno y la accion
directa sobre los espermatozoides que disminuye su motilidad, viabilidad y capacidad de
fertilizacion”®. La toxicidad del cobre se basa en la generacion de radicales libres de
oxigeno, que catalizan la peroxidacion de lipidos asi como el dafio a &cidos nucleicos y

proteinas”.

El proceso de corrosion ocurre, de manera espontanea, cuando el cobre entra en
contacto con los fluidos uterinos, o incluso antes de su insercion. En un estudio previo,

realizado a temperatura ambiente sobre DIUs nuevos en su empaque original, se detecto



la presencia de productos de corrosién generados durante su almacenamiento/vida de
anaquel®; el analisis por espectroscopia foto-electrénica de rayos X (XPS, por sus siglas
en inglés), revela que los compuestos encontrados fueron cuprita (Cu,O) y tenorita
(CuO). Se han realizado otra serie de experimentos in vitro, utilizando un medio uterino
sintético’ preparado artificialmente a partir de sustancias orgénicas e inorganicas,

simulando el ambiente uterino al que se expone el DIU en condiciones reales.

Sin embargo, el fluido uterino es una mezcla mucho mas compleja, que contiene
ademas componentes bioquimicos organicos como aminoacidos, proteinas, péptidos,
restos celulares y residuos de sangre provenientes de los ciclos menstruales. Ademas, se
ha reportado que después de la insercion del DIU, el fluido uterino presenta algunos
cambios bioquimicos®, que en algunas ocasiones inducen la generacién de dafios
histopatoldgicos®. ~ Considerando estos factores, se han realizado estudios
complementarios que utilizan la composicion del medio uterino simulado y exponen los
DIUs a la presencia de las proteinas albimina sérica, y-globulina y hemoglobina®, al

11-12

agente anti-inflamatorio indometacina', a la sangre total y al plasma sanguineo'"*, a fin

de caracterizar la corrosion electroquimica del cobre.

Algunos estudios recientes han demostrado que el 75% de los DIUs retirados de
pacientes con infecciones genito-urinarias se encontraban cubiertos por un consorcio de
microorganismos™ 4. Esto era de esperarse ya que el DIU, al igual que otros implantes
médicos, es susceptible a la colonizacion bacteriana y al desarrollo de biopeliculas. El
cobre proporciona una superficie apropiada para la adsorcion y crecimiento de
microorganismos. La biopelicula formada sobre la superficie de cobre de los DIUs esta
constituida por una masa gelatinosa y esponjosa de materia organica e inorganica,
material polimérico extracelular o exopolisacaridos (EPS), principalmente polisacaridos
acidos, proteinas, agentes anti-inflamatorios, sangre, restos celulares, productos de
corrosion, sales de cobre y cerca de 95% de agua.

Previamente a la colonizacion por microorganismos del DIU, se adsorbe una

“pelicula acondicionadora” formada por residuos orgénicos, que modifica la



permeabilidad y distribucion de cargas eléctricas en la superficie de cobre®. Esta capa
organica facilitara la adsorcién posterior de un mayor nimero de células microbianas. La
presencia de bacterias y de los productos generados de su actividad metabolica modifica
las condiciones y los procesos electroquimicos en la interfase metal/disolucion
(cobre/medio uterino). Las células adsorbidas crecen y se reproducen en forma de
colonias, creando zonas heterogéneas que favorecen la formacion de éanodos o céatodos

sobre la superficie del cobre.

La biopelicula depositada sobre el DIU modifica la interfase cobre/fluido uterino,
formando una barrera entre el metal y el medio circundante. La interaccion entre la
superficie de cobre del DIU y los componentes de la biopelicula afectan al proceso de
corrosion conocido como corrosion microbiolégicamente inducida (MIC, por sus siglas

en inglés), que es una corrosion influenciada por la presencia y actividades de

microorganismos y/o sus metabolitos.

El presente trabajo de investigacion tiene el propdsito de complementar los
estudios realizados sobre la corrosion del DIU. El objetivo principal es caracterizar el
proceso de corrosion microbiolégicamente inducida sobre el cobre, a fin de garantizar
que la produccidén de iones de cobre por corrosion y la efectividad anticonceptiva de los
DIUs, no se ve afectada por la formacion de una biopelicula bacteriana sobre éstos. El
procedimiento consiste en aislar y cultivar bacterias (Enterobacter sp), comunmente
encontradas en cultivos vaginales, a partir de DIUs retirados para, posteriormente,
ponerlas en contacto con nuevos DIUs en condiciones uterinas simuladas. Bajo estas
condiciones, las bacterias crecen y desarrollan una biopelicula, la cual es generada
metabdlicamente por la colonia sobre la superficie de cobre. Se realizan mediciones
electroquimicas cada 24 horas para monitorear el desarrollo de la biopelicula y el
comportamiento de corrosion. Posteriormente se analiza la superficie para determinar las
caracteristicas de la biopelicula, la morfologia de la colonia y el tipo de ataque sobre el

substrato.



Capitulo 2

Fundemeitas




2.1. CORROSION ELECTROQUIMICA

2.1.1 Definicién y técnicas de andlisis

La corrosion se define como la interaccion fisicoquimica entre un metal y el ambiente
que lo rodea'®, como resultado de la cual ocurren cambios en las propiedades del metal
(que pueden conllevar a su destruccion funcional), y en las caracteristicas del ambiente.
Cuando la corrosion del metal ocurre en la presencia de una capa himeda formada sobre
la superficie metalica, ésta se denomina como corrosion electroquimica. El proceso de
corrosion es espontaneo, de destruccion irreversible del metal, y se debe a su interaccion

fisicoquimica con un ambiente corrosivo, que contiene uno 0 mas agentes corrosivos.

Dependiendo del tipo de agente corrosivo, existe una clasificacion aceptada, segun
la cual se reconocen diferentes ambientes, como por ejemplo, marino, marino-costero,
industrial, rural, rural-urbano, urbano, subterraneo, agua del mar, aguas dulces, aguas
subterraneas, concreto, soluciones acidas, etc. Su nivel de corrosividad (agresividad
corrosiva) se determina por el nivel (concentracion) de los agentes corrosivos que

forman parte de ellos.

El ambiente es el conjunto de condiciones (fisicas, quimicas, mecanicas,
ambientales, etc.) a las que un material se encuentra expuesto. Los factores primarios
que caracterizan un ambiente son los siguientes:

e Estado fisico: gas, liquido o so6lido;
e Composicion quimica: constituyentes y concentraciones;

e Temperatura y humedad relativa.

La corrosion de los metales en medio acuoso es de naturaleza electroquimica e
involucra dos tipos de reacciones en la superficie del metal (electrodo): catodica y anddica,
las cuales se desarrollan en diferentes areas de la superficie del metal, denominadas como

catodos y anodos, respectivamente.
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Como resultado, el metal se disuelve (oxida) en forma de iones en los areas de
anodos (Me — Me ™ + ze) liberando electrones, convirtiéndose en productos de corrosion,
especies quimicas disueltas o productos insolubles (6xidos, oxihidroxidos, etc.), adheridos
en el metal, hasta la completa transformacion de metal debido al proceso de corrosion. De
esta manera, a través de la corrosion, el metal libera el exceso de energia libre de Gibbs que
contiene, hasta su valor minimo posible, entrando en un nuevo estado termodindmico
estable formando los productos de corrosion. En las areas del catodo, un agente oxidante
(Ox) recibe los electrones liberados en la reaccion anddica (Ox + ¢ — Red). En medios
neutros o alcalinos el oxidante comun es el oxigeno del aire (O;) y en medios acidos — el

ion de hidrégeno (H").

Ademas de anodos y catodos en contacto eléctrico, como parte del metal, la
corrosion electroquimica requiere de un conductor ionico, en donde se liberan los iones del
metal y se encuentra disuelto el agente oxidante. Un conductor tal es una capa acuosa
himeda formada sobre el metal, llamada electrolito. El proceso electroquimico implica un
flujo de electrones entre las areas anddicas y catodicas, cuya velocidad determina las
velocidades de las reacciones de oxidacion y reduccidon que ocurren en la superficie o en

total el proceso de corrosion.

Cuando un metal se encuentra completa o parcialmente en contacto con un medio
. . s 16
corrosivo, puede estar en uno de los tres diferentes estados termodindmicos ® que se

presentan en la Figura 1:

Inmune Activo Pasivo

Figura 1. Estados termodindmicos de un metal sumergido en un medio corrosivo
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1. Estado inmune. En este estado se encuentran los metales nobles, por ejemplo,
oro, plata y platino. No se desarrolla la reaccion anddica de oxidacion del metal
y el proceso de corrosion no ocurre. Para los metales activos (hierro, cobre,
aluminio y otros) se puede llegar a este estado convirtiendo el metal en catodo,

polarizandolo con una fuente externa de corriente directa.

2. Estado activo. El metal se corroe (oxida) en el electrolito, disolviéndose y

formando productos de corrosion solubles, no protectores. La corrosion activa

se caracteriza por una pérdida de masa del metal.

3. Comportamiento pasivo. Sobre la superficie del metal se forma una pelicula
insoluble y protectora de productos de corrosion (habitualmente de o6xido),
conocida como capa pasiva, que disminuye significativamente la velocidad de
corrosion del metal. La resistencia a la corrosion depende de la integridad de la
pelicula protectora y si la pelicula se destruye o se disuelve, entonces el metal

presenta nuevamente un comportamiento activo.

Normalmente la corrosion se presenta a una velocidad determinada por el equilibrio
entre las reacciones electroquimicas opuestas de oxidacion y reduccion. Cuando ambas
reacciones estan en equilibrio, el flujo de electrones estd balanceado y no existe flujo neto

de electrones (corriente eléctrica).

2.1.2 Tipos de corrosion

En dependencia del desarrollo del ataque corrosivo y su aparicion, la corrosion puede
ser uniforme (general) o no uniforme (localizada). En el primer caso, la superficie del metal
se corroe a una misma velocidad, lo que es tipico para el acero a bajo carbono y el metal
cobre, por ejemplo. Cuando la corrosion no es uniforme, solamente son afectadas areas
pequenas en la superficie y el desarrollo del proceso corrosivo puede seguir en la
profundidad del metal. La corrosion localizada se puede clasificar en varios tipos de

corrosion no uniforme:
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0 Corrosion por picaduras

0 Corrosiéon por hendiduras, incluyendo la corrosion bajo depositos o

tubérculos, corrosion filiforme.
0 Corrosién galvanica
0 Corrosion-erosion, incluyendo cavitacion erosion y corrosion por desgaste.
0 Corrosion intergranular, incluyendo sensibilizacion y exfoliacion.
0 Dealeacion, incluyendo dezincificacién y corrosion grafitica.
0 Corrosién bajo tension y corrosion por fatiga

0 Corrosion fragilizacion por hidrogeno.

A
Vas Menos
Noble Noble

Corrosién general o uniforme Corrosién por picaduras Corrosion por hendiduras Corrosién galvanica

Carga ¢

Movimiento

Capa Tapon

Flujo

|
\:‘(*{-’

L e
B

” L. s .2 L Corrosién selectiva (Dealeacion
Corrosion por erosion Cavitacion Corrosion por friccion ( )

Corrosion por Fatiga

Corrosion Exfoliacion Corrosion intergranular Corrosion bajo esfuerzo

Figura 2. Representacion esquematica de las ocho formas de corrosion
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2.1.3 Técnicas de analisis

Las técnicas electroquimicas son ideales para estudiar el proceso de corrosion. Estas
técnicas utilizan una muestra del metal de interés (electrodo de trabajo) con un area
superficial de unos cuantos centimetros cuadrados (o menor). La muestra se sumerge en
una solucion del medio corrosivo, y se introducen electrodos adicionales que fungiran
como electrodo de referencia al potencial y otro como auxiliar (contra-electrodo) en la
medicion de corriente en la solucion. Los electrodos de referencia mas comunes en el
laboratorio son el electrodo de calomel saturado (ECS) y el electrodo de plata/cloruro de
plata (Ag/AgCl). El electrodo auxiliar es un conductor que completa el circuito de la celda

y generalmente es inerte, como platino o grafito.

Todos los electrodos se conectan a un potenciostato, un equipo electronico que controla
la diferencia de voltaje entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia, ambos
electrodos contenidos en una celda electroquimica. El potenciostato permite cambiar el
potencial del metal de prueba en una manera controlada y mide la corriente que fluye como
una funcién del potencial aplicado. Los tres tipos de electrodos estan inmersos en una

celda electroquimica que contiene el electrolito (el medio corrosivo).

Una medida para la actividad del metal y su estado en un ambiente dado, relacionada
con el exceso de energia libre de Gibbs que éste contiene, es el valor de su potencial.
Cuando se alcanza el equilibrio cinético entre las reacciones anddicas y catddicas en la
superficie del metal (en ausencia de polarizacion externa), el potencial del metal se
reconoce como potencial de circuito abierto (E.p). En muchos de los experimentos
electroquimicos de corrosion, el primer paso es la medicion del E,, Cuando el potencial de
un metal en una solucion es forzado a alejarse de su Eop, por medio de una polarizacion
externa, se dice que la muestra esta polarizada. La corriente eléctrica en el metal se mide
conforme éste va siendo polarizado y se utiliza para desarrollar un modelo del
comportamiento de corrosion de la muestra, mediante una grafica de potencial-corriente

eléctrica.
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Existen diferentes métodos para evaluacion de la corrosion. Los métodos
electroquimicos de polarizacion potenciodinamica y voltametria ciclica se utilizan
cominmente para la evaluacion de corrosion en el laboratorio. En estas técnicas, el
potencial del electrodo se varia a una velocidad determinada, aplicando una corriente entre
los electrodos de trabajo y el auxiliar, a través del electrolito, proporcionando informacion
significativa respecto a los mecanismos de corrosion, velocidades de corrosion y
susceptibilidad a la corrosion de materiales especificos en determinados medios. Los
métodos de polarizaciéon incluyen cambios de potencial en el electrodo de trabajo y

monitorean la corriente producida como una funcion del tiempo o del potencial.

e Polarizacion anddica: el potencial se varia en direccion anddica (valores mas
positivos), originando que el electrodo de trabajo (el metal de estudio) se
convierta en anodo, liberando electrones (se oxida).

e Polarizacion catoddica: el potencial del electrodo de trabajo se desplaza hacia
valores mas negativos y los electrones se adicionan a su superficie provocando
una reaccion de reduccion.

e Polarizacion ciclica: Se realizan ambas polarizaciones, anddica y catddica, de
manera ciclica. Estas pruebas frecuentemente se utilizan, por ejemplo, para
evaluar la susceptibilidad a picaduras (corrosion localizada). El potencial se
modifica en un solo ciclo, y el tamafio de la histéresis se examina junto con las
diferencias entre los valores del potencial de circuito abierto inicial y el
potencial de pasivacion de retorno. La existencia de histéresis usualmente es
indicativo de picaduras, mientras que el tamafio de la curva esta relacionado con
la cantidad de picaduras presentes.

o Voltametria ciclica: La voltametria ciclica involucra un barrido del potencial
hacia una direccion positiva hasta alcanzar un valor predeterminado de corriente
o potencial. Inmediatamente después, el barrido se invierte hacia valores mas
negativos hasta alcanzar el valor original de potencial. En algunos casos, este
barrido se repite para determinar cambios en la curva corriente-potencial
producidos con el barrido. La figura 3 muestra el ejemplo de un voltamograma

obtenido.
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Corriente

E —F(-)

Figura 3. Voltamograma obtenido por voltametria ciclica para
estudiar el proceso de corrosion

Curvas de Tafel Es una curva de polarizaciéon catédica o anoddica, que
representa el logaritmo de la densidad de corriente contra el potencial. Cuando
en esta curva se observa una region lineal, esto significa que el proceso
electroquimico esta bajo el control de la transferencia de cargas (electrones y
iones), como la etapa mas lenta del proceso. El andlisis se realiza por
extrapolacion de las porciones lineales de las curvas hasta su interseccion. El
valor de la corriente en la interseccion corresponde a la corriente de corrosion

(Ieorr) y €l potencial de corrosion (Ecor). Ver Figura 4.

Paotencial de electroda (Valts)

AO00G0T 0 (OG04 o W 0 001 o0 0.1

Log Densidad de Corriente {mAfem?)

Figura 4. Diagrama hipotético de polarizacion anodica y catddica para estudiar el
proceso de corrosion con regiones de Tafel
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o FEspectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés):
Esta técnica se utiliza principalmente para deducir el mecanismo del proceso de
corrosion y para obtener informacion sobre la resistencia a la polarizacion por
parte del metal. Esta tltima es proporcional a la velocidad de corrosion en la
interfase metal/electrolito de interés. Los resultados de EIS se pueden interpretar
con la ayuda de un circuito equivalente de la interfase. La ventaja mas
importante de la EIS es que se aplica al metal (electrodo de trabajo) una sefial no
directa, sino sinusoidal, con muy altas y bajas frecuencias (de 0.001 Hz a
100,000 Hz., habitualmente), lo que no perturba el proceso electroquimico. Otra
ventaja importante de la EIS es la posibilidad de trabajar al potencial de circuito
abierto o utilizar amplitudes de polarizaciones muy pequeiias (10-30 mV), sin
modificar significativamente las propiedades de la interfase, que estan siendo

evaluadas.

Los espectros de la EIS (Fig.5) se pueden obtener en dos formas principales:
Diagramas de Nyquist y Diagrama de Bode, cuya descripcion se da en una forma
resumida a continuacioén, acompafiadas por el circuito equivalente que los representa. A
partir de la forma de los diagramas y sus parametros se puede deducir el estado

(comportamiento) del metal.
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Comportamiento

del metal Diagrama de Nyquist Circuito Equivalente Diagrama de Bode
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Figura5.

Tipos de Diagramas de la EIS y la informacidn proporcionada para estudiar el proceso de corrosion
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2.2 CORROSION MICROBIOLOGICAMENTE INDUCIDA

La corrosién microbiana o microbioldgicamente inducida (MIC, por sus siglas en
inglés) es corrosion asociada con la accidon de microorganismos presentes en el sistema
de corrosion. Por lo tanto, ésta incluye la destruccion (oxidacion) del metal en el cual los
microorganismos actian directamente o por medio de las sustancias provenientes de su
metabolismo, que aceleran la corrosion ya establecida o generan las condiciones

favorables para que se produzca dicho fenomeno.

Los factores que influyen en la MIC se pueden clasificar en tres tipos:

A. El estado en que se encuentra el material. La estructura, las alteraciones de la

superficie (por minimas que éstas sean) o el deterioro mecdnico que presenta el metal
son factores que permiten el inicio del proceso de corrosion. Una vez iniciado, se
observa la accion que posteriormente desempefian las bacterias.

B. La influencia del medio.

1. Composicion quimica del medio. La presencia de oxigeno en el medio corrosivo
favorece el desarrollo de los microorganismos aerobios, mientras que el gas
carbonico es utilizado como fuente de carbono por las bacterias autotrofas. La
presencia de los minerales nitrogeno, fosforo, azufre, hierro, manganeso, calcio,
etc., en forma de nitratos, fosfatos, sulfatos o sulfuros, proporciona los
oligoelementos necesarios para el crecimiento de las bacterias.

ii. Temperatura. Cada microorganismo tiene una temperatura optima en la cual su
desarrollo se acelera.

iii. El pH. La acidez o alcalinidad del medio tienen al principio una accién directa
sobre el metal y luego, favorecen o inhiben el desarrollo de las bacterias. Existen
microorganismos que producen acidos minerales, disminuyendo el pH del medio,
por lo que éste se vuelve mas corrosivo para el metal

iv. La luz. La luz condiciona el desarrollo de las bacterias fotolitotrofas 'y

fotoorganotrofas.
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C. La accion de los microorganismos. Los microorganismos participan en el proceso de
corrosion mediante uno o mas de los siguientes procesos:
i. Produciendo sustancias corrosivas durante su metabolismo, esto es,
transformando un medio originalmente inerte en agresivo.
ii. Generando celdas de aireacion diferencial, por un desigual consumo de oxigeno
en zonas localizadas;
iii. Destruyendo capas protectoras de 6xidos sobre el metal, que son metabolizadas
pOr microorganismos.
iv. Algunos microorganismos pueden consumir inhibidores de corrosion que han
sido introducidos en el ambiente, facilitando asi la accidén de iones corrosivos

para el metal.

Los microorganismos asociados a la corrosion son:

e Bacterias aerobias, anaerobias y/o facultativas, las cuales producen especies
altamente corrosivas como parte de su metabolismo.

e Hongos, causantes de dafios severos provocados por su actividad enzimatica, son
capaces de generar productos de corrosion durante su metabolismo, y secretan acidos
organicos hacia el medio. Ademas, generan subproductos metabolicos que son de
utilidad para algunas bacterias.

e Algas, proporcionan la materia organica necesaria para el crecimiento de otros
microorganismos. Al igual que los hongos, también secretan enzimas que atacan
numerosos substratos como madera, papel, etc., y pueden metabolizar sustancias
acidas corrosivas. Por otra parte, las algas conducen a la formacion de limo o
sedimentos que favorecen el desarrollo de las bacterias anaerobias.

e Formadores de lama. Se refiere a un variado grupo de bacterias aerobias. Son de
importancia en la corrosion, debido a que producen material polimérico extracelular,
comunmente llamado “lama”. Este polimero es una red que permite la adherencia de
las células a la superficie, controlando asi la permeabilidad a través de sus depdsitos.
Los formadores de lama evitan que el oxigeno alcance la superficie subyacente,

generando celdas de concentracion en la superficie del substrato.
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Clasificacion de los microorganismos

Existen diferentes criterios para clasificar a los microorganismos, entre los cuales se

puede mencionar:

A. Tolerancia al oxigeno: Algunos microorganismos s6lo pueden vivir en presencia de
oxigeno, otros por el contrario, no viven sino en ausencia de oxigeno y existen otros

que pueden adaptarse a la presencia o ausencia de oxigeno.

= Anaerobios estrictos (u obligados), los cuales no se desarrollaran en la presencia

de oxigeno.
= Aerobios, los cuales requieren oxigeno en su metabolismo.

* Anaerobios facultativos, quienes pueden desarrollarse en presencia o ausencia de

oxigeno.
= Micro aerofilicos, los cuales utilizan oxigeno pero prefieren bajos niveles.
B. De acuerdo a su metabolismo:

= Los compuestos o nutrientes a partir de los cuales obtienen fuentes de carbono

para su crecimiento y reproduccion
= La quimica a través de la cual obtienen energia o llevan a cabo su respiracion
= Los elementos que acumulan como resultado de estos procesos.

C. En base a su morfologia:

Vibrio para células con forma de coma

Bacilos para células en forma de bastoncillos

= (Cocos para células redondas

Micelio para hongos

2.2.1 Interaccion Microorganismo - Superficie Metélica
Cuando una superficie metalica estd expuesta en una solucidon acuosa, parte del

material orgdnico presente recubre el metal, enmascarando las propiedades
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fisicoquimicas originales de la superficie. Este recubrimiento orgédnico puede actuar
como fuente de nutrientes, estimulando la quimiotaxis en bacterias para colonizar dicha
superficie. El crecimiento microbiano sobre una superficie metalica facilita el
establecimiento de regiones anoddicas y catddicas mediante la generacion de gradientes de
concentracion. Esto ocurre debido a la generacion local de protones u otros productos
metabolicos y a la formacion de enlaces entre los iones metalicos con los
exopolisacaridos (EPS) generados por la colonia bacteriana. La colonizacion microbiana
de metales y aleaciones modifica drasticamente el comportamiento de dichos materiales

frente a la corrosion.

El movimiento de los microorganismos dentro de un medio liquido puede ser activo
mediante cilios o flagelos, o pasivo por medio de corrientes o flujos. Cerca de la interfase
metal-electrolito intervienen varias fuerzas de corto alcance: hidrofobicas, coulombianas
o de Van der Waals, capaces de retener a los microorganismos sobre la superficie. No
obstante, la remocion de los microorganismos es facil en esta etapa, denominada de

adsorcion reversible.

2.2.2 Desarrollo de la biopelicula

Las superficies metalicas son susceptibles de ser colonizadas por microorganismos,
quienes son capaces de tomar del entorno los nutrientes necesarios para llevar a cabo su
actividad metabdlica, reproducirse y establecerse como colonias sobre diversas
superficies. Durante su desarrollo, los microorganismos secretan material polimérico
extracelular generando una red heterogénea, por cuyos canales existe un flujo continuo
de agua, oxigeno y nutrientes. La generacion y desarrollo de la biopelicula sobre una

superficie determinada se puede clasificar en diferentes etapas'®, entre las que destacan:
= Etapa 1. Acondicionamiento de la superficie

Casi inmediatamente después de que una superficie entra en contacto con una fase

acuosa que contiene microorganismos, se deposita una pelicula organica en la
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interfase metal/electrolito, conocida como ‘“capa acondicionadora”. Esta capa
acondicionadora neutraliza el exceso de cargas y enmascara las caracteristicas de la
superficie, permitiendo asi que las células bacterianas se aproximen lo suficiente para
iniciar su adsorcidon (fijacion). Las moléculas organicas adsorbidas sirven en
ocasiones como nutrientes para otras bacterias. La formacion de esta capa se muestra

en la Figura 6.
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Figura 6. Adsorcion de moléculas organicas sobre una superficie limpia,
formando una capa acondicionadora.

= Etapa 2. Adhesion de bacterias ‘precursoras’

Las bacterias planctonicas o flotantes se aproximan a la superficie metalica hasta
una zona donde la velocidad de flujo es cero. Algunas de estas células se adsorberan
al metal por un tiempo determinado, para después desprenderse, lo que se conoce
como adsorcion reversible. Esta adherencia inicial estd basada en atraccion
electrostdtica y en fuerzas fisicas, no en enlaces quimicos. Las células adsorbidas
reversiblemente se denominan precursoras y permiten la adsorcion permanente de
otras células sobre la superficie, como se aprecia en la Figura 7.

Transporte Adsorcion Adsorcion
advectivo reversible Desorcion irreversible

i)

Figura 7. Transporte de células bacterianas a la superficie
acondicionada, adsorcion, desorcion, y adsorcion irreversible
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= Etapa 3. Formacion de glucocéliz o “lama”

La colonia bacteriana excreta un material polimérico extracelular, que permite la
unién entre la biopelicula y la superficie metalica. La adherencia estd regulada por
estos polimeros extracelulares que se extienden hacia fuera de la pared celular
bacteriana, como una especie de telarafia (Figura 8). El glicocélix esta formado por
grupos polisacaridos cargados o neutros, los cuales no sélo facilitan la adherencia
sino que también actian como un sistema de intercambio id6nico para atrapar y
concentrar nutrientes del medio. El glicocdlix también actia como una capa
protectora, la cual minimiza los efectos de biocidas y otras sustancias toxicas para las

células adheridas.

Flagelo

Material
polimérico
extracelular

Membrana . .
celular Material

Pared .
intracelular
celular

Figura 8. Células con material polimérico extracelular el
cual permite la adherencia en las superficies.

Conforme los nutrientes se acumulan, las células precursoras empiezan a
reproducirse. Posteriormente las nuevas células producen su propio glucocaliz, lo que
incrementa el volumen de la superficie de intercambio i6nico, de modo que se
establece una biopelicula bacteriana (Fig.9). En una biopelicula madura, la mayor
parte del volumen es ocupado por la matriz de glicocalix (75-95%), mientras que las

células bacterianas ocupan 5-25%.

Figura 9. La biopelicula esta formada por microbios y una red de polimeros
extracelulares. 24



= Etapa 4. Colonizadores secundarios

Conforme los nutrientes son atrapados, la red de glicocélix enlaza también células
microbianas. Estos colonizadores secundarios metabolizan los residuos de los
colonizadores primarios, al mismo tiempo que generan sus propios residuos, los

cuales seran utilizados posteriormente por otras células.

= Etapa5. Biopelicula funcional. Un “consorcio” cooperativo de especies

La biopelicula en funcionamiento es como un tejido vivo sobre la superficie del
metal. Es una comunidad compleja, metabolicamente cooperativa, formada por
diferentes especies que viven en un nicho especializado. Las diferentes etapas del
desarrollo de una biopelicula se esquematizan en la Figura 10 en la cual se muestra el
acondicionamiento de la superficie, la formacion de la biopelicula y el fenémeno de
desorcion. Este tltimo fendémeno inicia la formacion de una nueva biopelicula cuando
los materiales se adsorben en otro lugar del sustrato. El seguimiento de cada una de

las etapas se hace con SEM y se muestran las micrografias en la misma figura.

Figura 10. Esquematizacion y caracterizacion por SEM de las diferentes etapas de
desarrollo de una biopelicula.
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2.2.3 Estructura de la biopelicula

En el pasado, los microbidlogos suponian que las biopeliculas estaban formadas
por diversos grupos de bacterias sin ningun patréon o estructura particular. Las nuevas
técnicas de microscopia permiten observar las biopeliculas sin destruir su estructura tipo
gel, permitiendo descubrir su estructura compleja. En la mayoria de los casos, la base de
la biopelicula es una capa densa y opaca de lama de 5-10 micrometros de espesor. Es una
mezcla viscosa de polisacaridos, substancias poliméricas generados por la bacteria y
agua. Se incrementa hasta 100-200 micrémetros y sobre ella se encuentran las colonias
bacterianas con forma de hongos o conos. Por debajo hay mas lama, de consistencia
variable, con canales a través de los cuales pasa agua, restos bacterianos, nutrientes,

enzimas, metabolitos y oxigeno' . Esta estructura se ilustra en la Figura 11.

e e e e ]

Figura 11. Modelo conceptual de la arquitectura de biopeliculas de una sola
especie, basado en observacion directa utilizando un microscopio confocal.

2.2.4 Mecanismos de corrosion microbioldégicamente inducida (MIC)
La induccién que ejercen los microorganismos en el proceso de corrosion puede

ser analizada desde el punto de vista electroquimico, con lo que se establecen los

siguientes mecanismos:
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e Mecanismos que involucran una modificacion de la reaccion anddica

A. Produccion de aniones agresivos

Produccion de sulfuros por parte de las bacterias sulfato reductoras (BSR). Estos
aniones son capaces de producir corrosion localizada del hierro y acero al
carbono, en un proceso que se presenta a potenciales mas negativos que los
observados en presencia de aniones cloruro. Durante este proceso, en los lugares
del ataque corrosivo, el metal pierde la pelicula protectora de 6xido por una capa
de FeS. Esta ultima puede retardar la velocidad de corrosién, pero la presencia de
elevadas concentraciones de aniones cloruro la desestabiliza, provocando una

intensa disolucion del metal.

B. Produccion de metabolitos que facilitan la accion de los iones agresivos
Este mecanismo permite explicar la corrosion microbioldgica de diversos metales.
En todos los casos, el anion agresivo que inicia el proceso de picado es el cloruro,
pero su accion se ve facilitada por la presencia los metabolitos microbianos:

sulfuros y acidos organicos e inorganicos.

»  Produccion de sulfuros bajo condiciones anaerobias.

Un ejemplo de este mecanismo es la corrosion localizada del acero inoxidable
en presencia de cloruros, debido a la actividad de las BSR. Los sulfuros
generados metabolicamente inestabilizan la pelicula de 6xido, facilitando el
ataque de los iones cloruro, lo cual ocurre a valores de potencial mas

negativos que los observados en ausencia de los microorganismos.

Utilizando la enzima hidrogenasa, las BSR remueven el hidrégeno atémico de

la superficie del metal (despolarizacion catodica), empleandolo posteriormente
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en la reduccion de sulfatos a sulfuros. La siguiente serie de ecuaciones explica

este mecanismo, que se ilustra en la Figura 12:

Fe’ — Fe’ +2¢ Reaccion anodica (1)
2H" +2¢ — H, Reaccion catodica 2)
4H, +S04 — S*+4H,0 Despolarizacion catodica 3)
Fe’" +S* — FeS Producto de corrosion (4)

Metal FMotal

Figura 12. Proceso de corrosion en presencia de bacterias sulfato reductoras (BSR)

»  Produccion de dcidos orgdnicos e inorgdnicos como _sub-productos

metabolicos

La corrosion del aluminio y sus aleaciones en sistemas de agua-combustible
por el hongo Cladosporium resinae se explica por este mecanismo. Este
hongo produce 4cidos orgdnicos que provienen de la oxidacion metabdlica de
los hidrocarburos del combustible, los cuales inestabilizan la pelicula de 6xido
de aluminio. Esto permite que los aniones cloruro inicien el ataque a
potenciales mas negativos que los registrados en ausencia de este
microorganismo. Los 4cidos orgéanicos también provocan la pérdida de la
pasividad del hierro y del acero al carbono, lo cual, en presencia de cloruros,

provoca una intensa disolucion asociada con picaduras.
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Las bacterias oxidantes del azufre pueden producir hasta 10% de H,SO4. Este
acido mineral, con su bajo pH, es altamente corrosivo para muchos metales,
ceramicas y concreto. Existen otras especies bacterianas que producen acidos

organicos similarmente corrosivos.

C. Consumo de inhibidores de corrosion

Las células vivas contienen cantidades importantes de nitrogeno (N) y fosforo (P),
mientras que poseen bajos niveles de cloruros (CI). La fuente de P mas comtn
para los microorganismos es el anion fosfato (PO,”), que es un inhibidor de
corrosion para aluminio y hierro. Por consiguiente, el consumo de fosfato por

parte de los microorganismos incrementa la agresividad corrosiva del medio.

El anion nitrato (NO;) es un buen inhibidor de la corrosion del aluminio en
soluciones que contienen cloruros. Sin embargo, algunos microorganismos
(hongos filamentosos, Pseudomona aeruginosa, Candida sp., etc.) son capaces de
utilizar el NO5™ como fuente de N, reduciéndolo a NH,4", el cual se incorpora a las

proteinas celulares.

En ambos casos, el efecto del consumo de inhibidores de corrosion se manifiesta

en un desplazamiento del potencial de picado (Ep) hacia regiones més negativas.

= D. Produccion de aireacion diferencial o celdas de concentracion quimica

Las celdas de concentracién diferencial de oxigeno producen una forma de
corrosion electroquimica. La biopelicula formada sobre la superficie del metal o
aleacion no proporciona una cobertura uniforme, lo que le brinda la posibilidad de
formar celdas de concentracion. En ambientes aireados, las superficies desnudas
del metal en contacto con el electrolito oxigenado, seran catddicas en relacion con
las areas por debajo de la biopelicula. El metal que tiene contacto directo con el

medio acuoso, se convierte en catodo, donde el oxigeno se reduce.
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Por debajo del deposito, la concentracion de oxigeno disminuye conforme es
utilizado por los microorganismos durante su metabolismo, convirtiéndose en
anodo, donde el metal se disuelve e inicia la formacion de una picadura. Los
productos de corrosion expanden el tamano del deposito y posteriormente
dificultan la difusion de agua, de modo que la velocidad de corrosion se
intensifica en éstas zonas localizadas. La formacion de dicha celda se muestra en

la Figura 13.

—> Agua aireada —P
0;
0, 0, o
BIOPELICTLA

L

Figura 13. Formacion de celdas de concentracion de oxigeno

por debajo de la biopelicula.

Conforme crece la picadura, el metal (cobre) se disuelve conforme a las

reacciones anodicas:
41, -
Cu — Cu +e 5)

Cu' - Cu''+e (6)

La reaccion catodica es la reduccion del oxigeno disuelto en el exterior de la

picadura para formar OH™ de acuerdo a la reaccion:
%0+ HO+2e¢ — 20H (7)

Los productos de corrosion insolubles se forman por la reaccion:
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Cu*'+20OH — Cu(OH), (8)

Los productos de corrosion se combinan con la pelicula bacteriana formando un
tubérculo el cual puede ser tan grande como para generar, por si solo un problema

de obstruccion en tuberias.

Los cloruros provenientes del medio se combinan con los iones cupricos
producidos por corrosion en presencia de las bacterias, formando una solucion

muy corrosiva de cloruros cuproso y cuprico, en el interior del tubérculo.

Mecanismos que involucran una modificacion de la reaccion catodica

La produccion de sustancias capaces de actuar como reactivos catddicos se detecta en el
caso de las bacterias sulfato reductoras, en medio neutro generando mezclas de H,S/HS".

El H,S puede actuar como agente catddico:

2H,S+2¢ 2 HS + H, )

El FeS formado por estas bacterias durante la corrosion del hierro también acelera la

descarga del H' para dar Hy:

2H + 2¢ H, (10)

La produccion de acidos organicos por parte de los microorganismos aumenta la
., . + . .

concentracion de iones H' capaces de reducirse a H,, con lo cual se incrementa la

velocidad de la reaccion catddica.

En la practica, estos mecanismos se pueden presentar simultdneamente. La presencia de
varias especies quimicas en un sistema también conduce a distintos mecanismos de
corrosion simultaneos, que se intensifican en las zonas donde las colonias microbianas se

encuentran adheridas a la superficie del metal. En esas regiones las especies quimicas son
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mas agresivas, debido a que la concentracion de metabolitos y el consumo de inhibidores

es mayor.

2.3 DISPOSITIVO INTRAUTERINO (DIV) PARA
CONTRACEPCION

2.3.1 Antecedentes

El uso de los dispositivos intrauterinos (DIUs) tiene su origen en la antigiiedad. Es
probable que fueran los camelleros arabes los primeros en utilizar un mecanismo similar
al del DIU actual, para evitar que sus camellas quedaran embarazadas durante sus
travesias por el desierto. Ellos introducian, a través una caia hueca, unas piedritas en el
utero. Las mujeres egipcias utilizaban una bola hecha a base de excremento de cocodrilo
y miel. Posteriormente, en el siglo XIX se empleaban instrumentos contraceptivos de
plomo, zinc, estaio y de diamantes mezclados con platino. Sin embargo, estos sistemas

no eran estrictamente DIUs ya que se colocaban en la vagina, en lugar del utero.

El primer DIU propiamente dicho lo disefi6 el médico aleman R. Richter, en 1909,
y consistia en un anillo hecho de viscera animal enrollado con un hilo de seda natural. En
1928, el aleman Erns Grafenberg presenta un anillo de 1.5 centimetros de didmetro
constituido de un fino hilo de plata enrollado en espiral, que se introducia en la cavidad

uterina con el objetivo de evitar la implantacion del 6vulo fecundado.

El japonés Ternei Ota implement6 el uso de anillos intrauterinos de oro y de
aleacion oro-plata. Posteriormente, la utilizacion de los DIUs fue prohibida en muchos
paises debido a los riesgos de infeccion en aquella época, cuando el consumo de
antibidticos no era generalizado. Esta actitud se mantuvo hasta 1963, cuando en la
primera Conferencia Internacional sobre los DIUs, celebrada en El Cairo, se dieron a

conocer las experiencias favorables en el uso de estos dispositivos.
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Por otro lado, el desarrollo del polietileno, un plastico bioldgicamente inerte y con
memoria de forma, significo un paso importante para la aplicacion generalizada de los
DIUs. Los primeros fueron el espiral de Marguiles y el Lippes Loop. Mas tarde, se
perfecciono el dispositivo con un hilo de prolongacién transcervical que ayudaba a

detectar y a retirar el DIU.

Tras la Conferencia de El Cairo se empezo6 a extender la utilizacion de los DIUs
de segunda generacion, denominados también “medicados”. El primero de ellos fue
desarrollado por Zipper y Tatum. Este nuevo DIU consistia de una estructura de
polietileno en forma de “T” o de “7”, alrededor de la cual se coloca un alambre de cobre

enrollado a su alrededor formando una espiral.

Este ultimo disefio se sigue utilizando en la actualidad, y se han implementando
algunas modificaciones. En algunos modelos, ademas del espiral, se utilizan placas de
cobre sobre los brazos del polietileno, con la finalidad de incrementar el area superficial

de cobre expuesta a los fluidos uterinos.

Otra modificacion es utilizar una espiral de plata recubierta con cobre, a fin de
evitar las rupturas que pudieran generarse debido a la intensa corrosion localizada que se
genera; un ejemplo de este DIU es el NovaT. Se ha propuesto también el uso de oro y

platino en vez de plata, pero esto implica costos mas elevados.

El efecto contraceptivo de los DIUs se atribuye a la liberacion de iones de cobre,
como resultado de la oxidacidn (corrosion) del cobre metalico en el utero. Para entender
el comportamiento de los DIUs de cobre, se han realizado una serie de experimentos in
vitro.

En muchos de estos estudios se utiliza un medio uterino simulado, preparado
artificialmente a partir de sustancias orgénicas e inorganicas’. Sin embargo, se sabe que
el fluido uterino humano es una mezcla mucho mas compleja, que contiene ademas

varios componentes bioquimicos organicos como aminodcidos, proteinas y péptidos.
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Ademas, se ha reportado que el fluido uterino presenta algunos cambios bioquimicos

después de la insercion del DIU.

Los anélisis bioquimicos indican que la concentracién de proteinas en Utero varia

de 141.2 mg/dL a 530 mg/dL en ciclos menstruales regulares.

2.3.2 Estructura y componentes de los DIUs de cobre

Existen diferentes modelos de DIUs de cobre. Su diferencia radica, basicamente,
en la cantidad de cobre utilizada, que es proporcional a su tiempo de vida. Para
incrementar el area superficial del cobre en el interior de la cavidad uterina, se puede
incrementar la longitud del espiral o bien, colocar placas adicionales de cobre ya sea
longitudinal o transversalmente sobre la estructura de polietileno. La tabla 1 describe los

diferentes modelos de DIUs de cobre.

2.3.3 Mecanismo de accion

Con el transcurso de los afios se han formulado varias hipdtesis acerca del
mecanismo de accion de los DIUs. La teoria mas aceptada es la de que el DIU produce
una reaccion inflamatoria dentro del tero, como respuesta hacia un cuerpo extrafio. Esto
produce cambios celulares y bioquimicos en el endometrio y liquidos uterinos, dando
lugar a que las defensas del cuerpo generen un mayor nimero de leucocitos
polimorfonucleares y mononucleares; en el endometrio aparecen también células
plasmaticas y macrdéfagos, que consumen por fagocitosis a los espermatozoides o al
ovulo fecundado®. Los cambios ciclicos normales del endometrio pueden suftir retraso o
alterarse debido a la reaccion inflamatoria, de manera que la implantacién no se lleva a
cabo. Sin embargo, no se ha demostrado que el DIU de cobre provoque alguna

modificacion en la funcién hormonal.
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Tabla 1. Dispositivos Intrauterinos de cobre

Nombre / Caracteristicas
TCu-380A y TCu-380S

Contiene 314 mm? de cobre en el espiral y dos placas de 33 mm? en cada uno
de los brazos. En el TCu380S las placas de cobre estan colocadas al final de
los brazos.

TCu-200 B

. . 2 .. .
Contiene un espiral de cobre con 200 mm”, la base de polietileno tiene una
terminacion esférica.

Nova T y CuNovaT

El NovaT contiene un espiral con alma de plata (11-29 mg Ag) y 200 mm?” de
cobre. El CuNovaT tiene un espiral con 380 mm?. El alma de plata previene
la fragmentacion del alambre y prolonga la vida del dispositivo.

Multiload-250

Polietileno con dos brazos flexibles ramificados. El MLCu-250 tiene 250 X
mm? de cobre en el espiral y esta disponible en 2 tamafios: estandar y corto

TCu-220C

Descripcién: 220 mm? de cobre distribuidos en 7 placas: 2 en los brazos y 5
en el cuerpo.

La presencia de iones de cobre alteran la composicion bioquimica del moco
cervical, lo cual afecta la motilidad, alcance y supervivencia de los espermatozoides.
Existen estudios que demuestran que los DIUs de cobre previenen la fertilizacion
disminuyendo el numero y la viabilidad de espermas que alcanzan el 6vulo’. El cobre
ejerce su acciéon sobre las enzimas del tutero, el contenido de DNA de células
endometriales, el metabolismo del glucogeno y la captacion de estrogenos por la mucosa

uterina.

El DIU puede utilizarse también como un sistema administrador de fairmacos para

tratar ciertas enfermedades®. Puede utilizarse para introducir medicamentos
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esclerosantes intrauterinos, provocando la oclusion de los orificios tubarios. Puede
mejorar el potencial anticonceptivo de los farmacos inmunoldgicos contra los antigenos
espermaticos, los receptores de progesterona y de gonadotropina coridnica humana
(GCH). Asimismo, puede emplearse para administrar medicamentos contra las enzimas
espermaticas como acrosina y hialuronidasa. También es posible tratar la hemorragia
disfuncional, hiperplasia endometrial o endometriosis cronica afiadiendo esteroides o

antibioticos.

2.3.4 Prevalencia de uso

El DIU es el anticonceptivo mas utilizado a nivel mundial. Los DIUs varian de un pais a
otro, reflejando las diferencias en cultura, seleccion y disponibilidad de anticonceptivos,
asi como expectativas de la mujer portadora. El efecto contraceptivo del DIU de cobre es
revertido cuando se retira el dispositivo. Se realizé un estudio”' en la ciudad de Mexicali,
B.C., para determinar la prevalencia del uso del DIU en mujeres portadoras que
acudieron al servicio de Planificacion Familiar de la Clinica 28 del I.LM.S.S. La

informacion obtenida de las encuestas aplicadas se presenta en la Figura 13.

2.3.5 EFECTOS SECUNDARIOS Y COMPLICACIONES

El éxito de todo método de anticoncepcion se evaliia en base al indice de aceptacion y la
continuacion de su uso, lo que depende de la efectividad y efectos secundarios que
presente. La tasa de falla para el DIU es mayor durante el primer mes; su descontinuacioén
durante el primer afio es de 22.6 tanto por expulsion como por indicaciones médicas por
dolor y/o hemorragias severas. El indice de embarazo de 2.4 también es mayor dentro del
primer afio. Entre las complicaciones que se pueden presentar por el uso del DIU se
encuentran: sangrado y dolor, expulsion, perforacion uterina, embarazo, enfermedad
pélvica inflamatoria (EPI), entre otras. La Figura 14 muestra los principales efectos
secundarios que experimentaron las mujeres portadoras del DIU durante un estudio

realizado en el LM.S.S.%".
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Figura 13a. Prevalencia de uso del DIU en mujeres portadoras
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Figura 14. Efectos secundarios del DIU en mujeres portadoras
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2.4 EL UTERO

2.4.1 Interaccién DIU-Utero

Previamente a la insercion de un DIU, el médico debe realizar un examen pélvico
para determinar el tamafio, forma, profundidad y posicién del utero. E1 DIU debe
permanecer en su empaque estéril hasta el momento de la insercion. Los hilos
adjuntos al DIU deben extenderse en el interior de la vagina hacia la apertura cervical

para cortarse posteriormente.

Corte vertical del utero

Alambre
de cobre

Hilos del DIU

Figura 15. Posicion de un DIU en el interior de la cavidad uterina

La insercion de un DIU dentro de la cavidad uterina, representa la introduccion de
una toxina ambiental que debilita la respuesta inmunoldgica del huésped hacia otros
antigenos. La presencia de un DIU rompe el balance entre las bacterias y el
mecanismo de defensa, haciendo al individuo mas susceptible a la colonizacién
bacteriana'®. Estos cambios intrauterinos, provocados por los DIUs se presentan como
alteraciones fisicas y biologicas simultaneamente, entre los cuales se pueden

mencionar:

1. Depositos amorfos
2. Células inflamatorias

3. Acumulacién de bacterias
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4. Depositos cristalinos

5. Agrietamiento / Fracturas
6. Distorsion

7. Corrosion

La migracion de microorganismos (bacterias, levaduras u hongos) hacia la parte alta

del tracto urogenital femenino, frecuentemente genera infecciones. Investigaciones

previas revelan que el 75% de los DIUSs retirados de pacientes con infecciones genito-

urinarias, estaban recubiertos por un consorcio de microorganismos. Se considera que

los hilos que forman parte del cuerpo del DIU, posiblemente sean una de las rutas de

migracion microbiana desde la vagina hacia el utero'’. La Tabla 2 muestra la

identificacion y porcentaje de distribucion de los microorganismos encontrados en 86

muestras de DIUs removidos:

Tabla 2. Microorganismos aislados e identificados en DIUs infectados

Microorganismo

% de Incidencia

Staphylococcus aureus 16
Staphylococcus epidermidis 18
Pseudomona aeruginosa 5
Escherichia coli 27
Candida albicans 20
Neisseria gonorrhoeae 2
Candida dubliniesis 12

Pruthi et al., 2003

2.4.2 Colonizacion bacteriana del tracto urogenital

La orina normalmente es estéril, y debido a que el tracto urinario es lavado

periddicamente, los microorganismos tienen problemas para tener acceso y establecerse.

La flora de la uretra anterior, indicada principalmente por los cultivos urinarios, sugiere

que el area puede estar habitada por flora normal consistente principalmente de
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Staphylococcus  epidermidis, Enterococcus faecalis 'y algunos streptococcos o.-

hemoliticos. Ademas, algunas bacterias entéricas (E. coli, Proteus) y corynebacteria, los

cuales probablemente son contaminantes de la piel, vulva o recto, pueden encontrarse

. .1
ocasionalmente en la uretra anterior 5.

Los microorganismos que se encuentran formando parte de la flora vaginal se

pueden clasificar de la siguiente manera:

Etapa

Microorganismos presentes

Recién nacido

Estéril

Pre-pubertad
(pH Alcalino)

Staphylococcus epidermidis (++++)
Anaerobios (+++)

Corynebacteria (+)

Lactobacillus  (+)

Streptococcus (1)

Post-pubertad

Lactobacillus (++++)

(pH Acido) Staphylococcus epidermidis (+++)
Streptococcus (++)
Corynebacteria (+)
Anaerobios (+)
Gardnerella vaginalis (+)
Miembros Candida, Fungi, Micoplasma, Actinomyces y
ocasionales Enterobacteriaceae
Patogenos Tricomonas, Chlamydia, virus del papiloma humano (VPH),
Leptothrix, entre otros.
Embarazo Ligeras variaciones

Algunos de los factores que producen alteraciones de la flora vaginal son:

e Laactividad sexual (mas G. vaginalis, Micoplasma, ureaplasma, Lactobacillus)

e La presencia de algiin cuerpo extrafio como tampon, DIU, diafragma u otros

anticonceptivos de barrera. (mas Staphylococcus aureus, Enterobacteriaceae).

e El uso de antibidticos, favoreciendo el desarrollo de algunos hongos y levaduras.

e Larecurrencia de infecciones.
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Después del nacimiento, la vagina es colonizada por Corynebacteria,
Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli, y bacterias del acido lactico, conocido
como “bacilos de Ddoderlein” (Lactobacillus acidophilus). El glucdégeno presente en el
epitelio vaginal, el cual proviene de la actividad de los estrogenos circulantes, es utilizado
por los bacilos de Doderlein para la produccion de 4cido lactico. Este acido junto con
otros productos del metabolismo, inhibe la colonizacién de la mayoria de los bacilos,

excepto el de Doderlein y otras bacterias del acido lactico.

El bajo pH que se genera en el epitelio vaginal, previene su colonizacion por otras
bacterias y levaduras patdégenas como Candida albicans. Este es un ejemplo del efecto

protector que imparte de la flora bacteriana normal hacia el huésped humano.

Con frecuencia se presentan infecciones agudas del tracto urogenital por E. coli
¢sta entra por la vejiga, se adhiere a la mucosa y se multiplica. La detecciéon de una
infeccion en vejiga esta determinada por la presencia de un elevado nimero de bacterias
planctdnicas en orina, asi como la presencia de glébulos blancos y, en algunas ocasiones,

globulos rojos.

Cuando se trata de infecciones vaginales, los posibles agentes causales son
organismos especificos como Gardnerella, Chlamydia sp., virus y Candida sp. Sin
embargo, la presencia de microorganismos patdgenos en vagina no necesariamente
produce una infeccién. Entonces, ;cudl es la diferencia entre las células y el entorno de
la vagina comparado con la vejiga? En relacion con E. coli, en ambas células existen

sitios receptores, anticuerpos y disponibilidad de nutrientes.
La principal diferencia es que las células de la vagina estan cubiertas diversos
microorganismos; la flora vaginal normal y la respuesta inmunologica del huésped

determinara si E. coli sera patdgena o no para el organismo.

La presencia de Lactobacillus es importante en la prevencion de infecciones

vaginales. Algunas de las propiedades que le confieren tal proteccion son:
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1. Los microorganismos patdogenos que compiten, deben ser capaces de adsorberse
a las células uroepiteliales. El mecanismo de adherencia estd en funcion de los
acidos lipoteicoicos, polisacaridos, proteinas y tripsina, componentes presentes
en la pared celular y secretados hacia el medio.

ii. Los lactobacilos previenen o minimizan la adsorcion y colonizacion de
uropatdégenos, por tanto, la flora resultante sera menos susceptible a ser
dominada por patogenos infecciosos (exclusion competitiva).

iii. En presencia de microorganismos patogenos, los lactobacilos producen
substancias que inhiben el crecimiento y desarrollo de dichos organismos,
manteniendo asi una flora normal.

iv. Si existe una flora balanceada, los lactobacilos seran capaces de adaptarse a la
presencia de diferentes tipos de bacterias, estableciendo un balance microbiano
por cooperacion con dichos organismos.

v. Dado que el tracto urogenital se expone a agentes anti-microbianos y
espermicidas, los lactobacilos desarrollan colonias mas resistentes que soportan

la accidn de estos compuestos.

2.5 COBRE

2.5.1 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

El cobre pertenece al grupo IB de la tabla periddica. Es un metal de color pardo
rojizo, ductil y maleable. Suele encontrarse en el ambiente formando compuestos con
valencia +2, pero pueden existir estados metéalicos de valencia +1 y +3. En la
naturaleza se encuentra en una gran variedad de sales minerales, compuestos
organicos y en forma metélica. El metal es muy poco soluble en soluciones acuosas,
salinas o ligeramente 4cidas, pero se puede disolver en los acidos nitrico y sulfurico,
asi como en soluciones basicas de hidroxido o carbonato de amonio. Posee una

elevada conductividad eléctrica y térmica y es resistente a la corrosion.
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Quimica del cobre

El cobre es el elemento 29 de la tabla periddica, su configuracion electronica es
15725%2p°35%3p"3d"%4s". Partiendo de su configuracion podria predecirse que la
quimica del cobre seria similar a la de otros metales alcalinos. Sin embargo no es
adecuado hacer una comparacion de este tipo, ya que no se tomaria en consideracion
el hecho de que la capa llena 3d es mucho menos efectiva que una capa p para la
proteccion de un electron externo s frente a las fuerzas atractivas de un nucleo

cargado positivamente.

Normalmente se encuentra que el estado cuproso se vuelve mas estable
conforme incrementa el caracter covalente de enlaces Cu-X, lo cual ocurre con
ligandos polarizables o ligandos capaces de aceptar electrones provenientes de los
orbitales d del cobre; un ejemplo de ello es el incremento en la estabilidad del estado
cuproso en soluciones acuosas de halogenuros, conforme el halégeno se cambia de

fluoruro a ioduro.

En sistemas bioldgicos, son las proteinas las que proporcionan el efecto de
estabilizacion del estado cobre(I), enlazando el metal a los sitios activos de los

ligandos en el interior de la molécula.

e Compuestos de Cobre (1)

En este estado de oxidacion el cobre tiene su capa 3d llena y los compuestos
cuprosos generalmente son blancos y diamagnéticos. El nimero de coordinacién mas
comunmente adoptado por Cu(l) es cuatro: el 4atomo metdlico rodeado
tetrahédricamente por los cuatro ligandos; se conocen también nuUmeros de

coordinacion de dos (lineal) y tres (trigonal plano), pero son menos comunes.

1. Halogenuros cuprosos: La reduccion de cloruro o bromuro cuprico con

diferentes agentes reductores, da como resultado la formacion de un
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precipitado blanco de cloruro o bromuro cuproso. La adiciéon de iones
halégeno incrementa la solubilidad de las sales cuprosas debido a la
formacion de aniones halocuprato(I) del tipo CuX, y CuXs”. La
solubilidad de halogenuros cuprosos en solventes organicos como aminas
y cianuros, se debe en parte, a la formacion de complejos entre el solvente
y los atomos de cobre.

2. Oxido cuproso, Cu,0: El 6xido de cobre se encuentra nativo como cuprita
roja; es un compuesto covalente, diamagnético, que funde a 1230 °C. El
amonio acuoso disuelve el 6xido cuproso para dar una solucién incolora,

debido posiblemente a la formacion de un cation solvatado cobre-amino.

e Compuestos de Cobre (1)

En este estado de oxidacion el cobre tiene la configuraciéon electronica
2 27,62 22,.6 , ., ,
15*25*2p°3573p3d’. Los numeros de coordinacion cominmente adoptados por cobre

(IT) son cuatro, cinco y, con mayor frecuencia, seis.

Oxido e hidréxido ciprico. El Cu(OH), puede prepararse adicionando al sulfato
cuprico la cantidad suficiente de amonio acuoso para mantener al cobre en solucion.
Posteriormente se precipita el hidroxido ya sea por adicion de una cantidad
equivalente de alcali o removiendo el amonio de la solucién utilizando un desecador

que contenga acido sulfurico.

El hidroxido cuprico obtenido de esta forma es cristalino pero inerte. En presencia de
un exceso de iones hidroxilo, el gel Cu(OH), se ennegrece por deshidratacion
espontanea a 6xido; la estabilizacion de este gel por sulfatos de metales pesados no es
propiamente un fenémeno de estabilizacion, pero consiste en la formaciéon de un
sulfato azul basico. Las principales especies formadas durante la hidrolisis del ion

o . . ++ +
cuprico son los iones polinucleares Cu,(OH);,.> ', no CuOH".
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La estructura del hidroxido cuprico contiene cadenas de atomos de cobre unidos por
grupos hidroxilo. Las cadenas estan empacadas de modo tal que dos atomos de
hidrogeno de diferentes cadenas se encuentran por arriba y debajo de cada atomo de
cobre, el cual después toma la configuracion octaédrica (cuatro oxigenos a 1.93 A;

otros dos a 2.63 A; distancia cobre-cobre, 2.95 A)

En presencia de iones citrato el perdxido no se precipita, permanece en solucion la
cual se torna color café intenso; la solucion lentamente desprende oxigeno y regresa a
su color azul original. El producto de una fuerte oxidacién de hidréxido cuprico

puede ser un compuesto de cobre (III), posiblemente CuO.OH™.

2.5.2 Corrosion del cobre

El cobre y sus aleaciones son muy particulares entre las aleaciones resistentes a
la corrosion, debido a que no forman una verdadera capa pasiva de productos de
corrosion. En medio acuoso a temperatura ambiente, el producto de corrosion
responsable predominantemente de la proteccion es oxido cuproso (Cu,O). Esta
pelicula de Cu,O es adherente y sigue una cinética de crecimiento parabdlica. El

oxido cuproso se forma a partir de las semi-reacciones electroquimicas:

' Cu''+ e reacciones anodicas (11)
Cu' - Cu?+ ¢

0,+2H,0O+4¢ — 4(OH) reaccion catddica (12)
4Cu+0;—2Cu0O producto de corrosion (13)

Para que la reaccion de corrosion proceda, los iones cobre y los electrones
deben migrar hacia la pelicula de Cu,0O y reducir consecuentemente la conductividad
i6nica o electronica de la pelicula por dopado con cationes divalentes o trivalentes, lo

que debe mejorar la resistencia a la corrosion.
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En la practica, se utilizan aleaciones con adiciones de aluminio, zinc, estafio,
hierro y niquel para dopar la capa de productos de corrosion, y ésto generalmente

disminuye las velocidades de corrosion significativamente.

Los DIUs de cobre experimentan el proceso de corrosion, de manera espontanea,
una vez que ¢éstos entran en contacto con los fluidos uterinos. Debido a la naturaleza y
agresividad del medio uterino, la corrosion del cobre no siempre se presenta de
manera uniforme, sino que se intensifica en areas especificas ocasionando un
deterioro muy localizado del tipo picaduras, las cuales se pueden intensificar hasta
provocar la ruptura del espiral, ocasionando dafios severos a las usuarias. La
caracterizacion electroquimica del proceso de corrosion del cobre de los DIUs se ha

12
, encontrando que los

realizado bajo diferentes condiciones por diversos autores™
principales productos de corrosion encontrados fueron cuprita (Cu,O) y tenorita

(CuO).

2.5.3 Corrosion microbiologica en cobre

Existen reportes que manifiestan la liberacion de sub-productos de cobre en el
interior de las paredes de los tubos utilizados para el suministro de agua potable,
provocando que el agua tenga una apariencia de color azul-verdosa™. Las causas por
las que se presenta este fenomeno se relacionan con un mecanismo de corrosion
microbiologicamente inducida (MIC). Investigaciones en MIC muestran que ciertas
especies bacterianas pueden adherirse y desarrollarse, en el interior de una
biopelicula, sobre superficies de cobre, disipando la creencia de que los iones cobre

son toxicos para todas las bacterias.

Se han propuesto dos modelos que describen la MIC en cobre®. Un modelo
sugiere que los exopolisacaridos (EPS) generados por la bacteria durante su actividad
metabolica, producen zonas catddicas debido a la naturaleza idnica de los EPS. El

segundo modelo propone que durante la MIC se desarrollan celdas de concentracion

46



de cobre, debido a la formacion de enlaces de los iones cobre con los EPS producidos
microbiolégicamente, asi como la generacién de un ambiente ligeramente acido. La
capa de 6xido se ve afectada por la biopelicula generada, ya que ésta le imparte una
porosidad adicional mediante la incorporacion de los microorganismos y sus EPS, tal

como se esquematiza en la Figura 16.

Figura 16. Diagrama esquematico que muestra la naturaleza de la
pelicula de 6xido de cobre en presencia de MIC.

2.5.3 Cobre en sistemas bioldgicos

El cobre es uno de los elementos traza esenciales para el funcionamiento
adecuado de plantas y animales, ya que forma parte del grupo prostético de enzimas
oxidantes (por ejemplo acido ascorbico oxidasa, tirosinasa, laccasa, monoamino
oxidasa, citocromo oxidasa y galactosa oxidasa). Estas oxidasas son proteinas de
elevado peso molecular que contienen 0.05-0.35% de cobre, que participan en los
procesos vitales de oxidacién y reduccion, intercambiando ciclicamente entre los
estados Cu(I) y Cu(Il). El metal se encuentra fuertemente unido a los sitios ligandos

en las proteinas (atomos de O, S o N).
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. Cobre en tejidos, sangre y otros fluidos

El cobre se encuentra en todos los organos y tejidos del cuerpo humano,
normalmente unido a proteinas o compuestos organicos y no como iones libres. Las
proteinas se coordinan con el cobre a través de los grupos donadores presentes en los
restos de aminodcido, que constituyen la cadena polipeptidica. Los ligandos mads
comunes son los grupos imidazol, tiolato, carboxilato, fenolato y tioéter. Estos
grupos y el aminoacido correspondiente se presentan en la Tabla 3. También las bases
nucleicas tienen una gran capacidad de coordinacion. Asimismo, los grupos fosfato y
las pentosas de los nucledtidos también son ligandos apropiados para muchos centros

metalicos.

Aparte de estos tipos de ligandos, los sistemas bioldgicos han generado otra
serie de ligandos muy particulares, y capaces de impartir a los centros metélicos a los
que complejan, propiedades sumamente interesantes e importantes. Estos ligandos
son, principalmente, macrociclos tetrapirrolicos, que actian como quelantes
tetradentados. Los mdas importantes y difundidos en la naturaleza son las porfirinas.
Las porfirinas constituyen un grupo muy amplio e importante de complejos metalicos
que se presentan comunmente en sistemas biologicos. Estos complejos tienen como
ligante basico al macrociclo llamado porfina. Los derivados de la porfina, por
sustitucion en las posiciones de 1 a 8 reciben genéricamente el nombre de porfirinas,
y cuando ambos hidrogenos de los grupos NH son desplazados, por incorporacion de
un ion metalico, se les llama metaloporfirinas. La Figura 17 muestra la formacion de

una metaloporfirina.

(1D
Figura 17. Estructura de la porfina (1) y de una melatoporfirina (11).
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Tabla 3. Restos de aminoacidos mas importantes como ligandos en una
metaloproteina.

I
C CH NH Resto de aminoacido
| (unidad constituyente de
R la cadena polipeptidica)
Aminoacido Cadena R Grupo coordinante

Histidina (His) H

—CH, {W Imidazol

N
Cisteina (Cis) —CH— & Tiolato
Glutamato (Glu) €]
e Carboxil
— —C arboxilato
2 \ o
Aspartato (Asp) ]
CH ~° Carboxil
—CH, —CH, —C arboxilato
2 \ o
Tirosina (Tyr)
—CH o
: Fenolato

Metionina (Met) —CH, —CH, —S —CH; Tioéter

El nivel total de cobre en sangre varia de 1.1 — 1.5 pg/ml, aunque estos valores
pueden fluctuar con la edad, ejercicio y condiciones de salud. Alrededor de 90-95% del
cobre plasmatico se une a la ceruloplasmina, una proteina plasmatica. Existe una fraccion
menor de cobre ligado a albimina plasmatica y aminodcidos. El cobre en eritrocitos se
encuentra asociado con la superoxido dismutasa o con una mezcla compleja de
aminoacidos. Los valores promedio de los principales 6rganos de almacenamiento se

muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Valores promedio de cobre en los principales organos de
almacenamiento

Valores tipicos de cobre
] (ng/g peso hiumedo)
Organo Adulto Infantes
Higado 5.1 19.0
Corazon 3.0 2.6
Rifion 2.0 3.1
Cerebro 6.3 3.7

e Cinética y metabolismo del cobre

El cobre participa en una gran variedad de procesos metabolicos. Sin embargo,
al igual que otros elementos traza como hierro y zinc, su exposicion excesiva
puede ser toxica. Los mecanismos de absorcion y almacenamiento de cobre
incluyen quelantes bioldgicos, receptores especificos, proteinas y péptidos

secuestrantes.

El cobre se absorbe principalmente en el medio 4cido del estdémago y parte
superior del intestino, formando complejos con aminoacidos como histidina y
otros péptidos (Tabla 3); el cobre también se puede absorber en la parte baja del
intestino. Cuando el cobre llega a la sangre proveniente del intestino, se enlaza
fuertemente a la albimina sérica, y solamente hasta llegar al higado se incorpora a

la ceruloplasmina.

e Funciones bioldgicas del cobre

Cerca del 25% de las enzimas contienen iones metalicos. Las enzimas

activadas por metales (metaloenzimas) se unen con éstos para ser activadas. Los
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mecanismos en donde participan los iones metalicos para incrementar la velocidad

. , . 2
de las reacciones quimicas son 71

1. Catélisis general &cido-base. Los iones metalicos pueden aceptar
electrones a través de los enlaces ¢ o 7 para activar electrofilos o

neutréfilos

2. Catalisis covalente. Por donacion de electrones, los metales pueden activar

a los neutrofilos o actuar como nucleofilos ellos mismos.

3. Aproximacion de los reactantes. La esfera de coordinacion de un metal

puede atraer a la enzima y al substrato.

4. Induccion de rigidez o tension en la enzima o el substrato. La esfera de
coordinacion de un metal puede crear una distorsion que produce quelatos

en los mismos.

Los iones metélicos, al igual que los protones, son acidos de Lewis
(electrofilos) y pueden compartir un par de electrones para formar un enlace
sigma (o). También (a diferencia de los protones), los metales pueden servir como
moldes tridimensionales para la orientacion de los grupos bésicos en la enzima o
el substrato. Ademas, un ion metalico puede “enmascarar” a un nucledfilo y asi
prevenir una probable reaccion secundaria. Finalmente, el control estereoquimico
del curso de una reaccion catalizada por enzimas, puede lograrse por la propiedad
de la esfera de coordinacion del metal de actuar como un molde tridimensional

para mantener los grupos reactivos en una orientacion espacial especifica.

El papel del cobre en actividades enzimaticas de oxidacion-reduccion es una
consecuencia de su habilidad para funcionar como intermediario en la
transferencia de electrones. Asi, el cobre esta presente en enzimas de los procesos
de respiracion celular, proteccion contra radicales libres, funcion

neurotransmisora, biosintesis de tejido conectivo y metabolismo del hierro celular.
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En algunas de ellas, el cobre se requiere como cofactor, por ejemplo superoxidasa
dismutasa 1 (SODI), citocromo oxidasa y ceruloplasmina. En otros casos, el
cobre esta involucrado como un componente enzimatico, lo que le confiere una

estructura especifica para su actividad catalitica. Ninglin otro elemento puede ser

sustituido por estas proteinas para proporcionar las propiedades redox que el

cobre provee.

Las proteinas de cobre estdin ampliamente distribuidas en el organismo; éstas

realizan diversas funciones incluyendo el transporte de oxigeno y electrones,

catalisis en reacciones de oxidacion-reduccion y la proteccion de la célula contra

los dafiinos radicales de oxigeno. Algunas de estas proteinas asi como su funcioén

bioldgica, se presentan en la Tabla 5:

Tabla 5. Funciones biolégicas de las proteinas de cobre

Funcién Proteina de cobre Masa molecular (kDa)

Transporte de O, Hemocianina 500 —9,000

Transferencia electronica Proteinas azules de cobre 10-20
(plastocianina, azulina, etc)

Oxigenasas Dopamina B-monooxigenasa | 290
Tirosinasa 42
Quercetinasa 110

Oxidasas azules (O, — H,0,) Lacasa 60 - 140
Ascorbato oxidasa 145
Ceruloplasmina 130

Oxidasas no azules (O, — H,0,) Galacto oxidasa 68
Amino oxidasa 160 - 200

Oxidasa terminal (O, — 2H,0) Citocromo c oxidasa 170

Dismutacion de Oy Cu, Zn-superoxido dismutasa | 32

(20, — 0, + Hy0,)

Reduccion de nitrito Nitrito reductasa de cobre 75-120
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e Bases bioquimicas de la toxicidad del cobre

Contrario a su funcidon como elemento traza esencial, el cobre puede ser toxico
en cantidades elevadas, especialmente para organismos pequefios como bacilos,
hongos y algas, aunque algunos hongos pueden crecer en soluciones concentradas
de sulfato de cobre. La toxicidad se presenta cuando el control homeostatico se

rompe y/o los mecanismos de defensa y reparacion celular estan desequilibrados.

La toxicidad de cobre en sistemas bioldgicos se debe a su configuracion
electrénica, principalmente por los electrones de valencia mas externos. El ion
cuproso (Cu') es altamente polarizable y se une principalmente a ligandos que
contienen nitrogeno y azufre, compartiendo sus orbitales electronicos. Por otro
lado, el ion cuprico (Cu®") forma complejos de coordinacién con ligandos que
contienen oxigeno y enlaces covalentes parciales con nitrogeno y azufre como
atomos centrales. Por lo tanto, el cobre debe considerarse bastante reactivo y
capaz de enlazarse fuertemente a diferentes tipos de estructuras ricas en
electrones. La afinidad de los iones de cobre hacia un ligando especifico, también

estd influenciada por la polarizabilidad del ligando.

La toxicidad del cobre se puede considerar cuando el exceso de éste provoca las

siguientes reacciones adversas:

» Problemas estructurales de los sitios activos por desplazamiento de metales,
lo que da como resultado cambios en la membrana tales como
depolarizacion y desequilibrio de receptores o transportadores de moléculas.

* Problemas funcionales de enlace de cobre en sitios especificos de
macromoléculas como DNA o enzimas que contienen sulthidrilos,
carboxilatos o imidazoles. Esto generard un dafio directo a las proteinas o
cambios oxidativos en el DNA, lo que provoca cambios funcionales debido
al gran numero de enzimas dependientes de cobre y a la posible mala

interpretacion de codigos genéticos.
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* Daiio celular debido a la produccion de oxiradicales via reaccion de Fenton:

Cu" + H,0, —» Cu’" + OH + OH (14)

La produccion excesiva de dichos radicales iniciard una cascada de reacciones
de oxidacion-reduccion (estrés oxidativo), provocando finalmente la pérdida de
la integridad celular. Las causas de dafio consideradas incluyen el incremento
de niveles de calcio citosolico, agotamiento de ATP, oxidacion de tioles,
peroxidacion de lipidos, dafio al DNA y dafio critico a organelos como

mitocondrias y lisosomas.

El cobre tiene un uso limitado en medicina humana y veterinaria. Sin embargo,
sigue siendo uno de los principales constituyentes de muchas amalgamas
metalicas utilizadas en odontologia y contintia utilizdndose en la elaboracién de

dispositivos intrauterinos anticonceptivos.
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Capitulo 3

lletadalagis.
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3.1 OBTENCION DE Enterobacter sp.

Para la obtencidn de las cepas, se realizo el aislamiento a partir de un DIU T Cu 380A

removido de una paciente de 34 afos, gestas: 1, para: 1, con infecciones recurrentes y

uso del DIU por 5 afios. En el DIU se encontrd la presencia de diferentes colonias,

aungue la especie mas resistente que continué desarrollandose fue Enterobacter sp.

Se selecciond esta colonia para la realizacion de los ensayos por ser la mas resistente

en la serie de cultivos realizados y porque es una de las bacterias mas comdnmente

encontrada en la region cérvico-uterina como parte de la flora vaginal oportunista.

3.1.1 Aislamiento de microorganismo

Para obtener un determinado microorganismo a partir de una muestra clinica, es

necesario utilizar agares de aislamiento primario, cuya composicion general

consta de lo siguiente:

hidrolizados de proteinas, para suministrar fuentes de carbono y nitrégeno;
hidratos de carbono, para la produccidon de energia;

soluciones amortiguadoras de pH, para estabilizar el pH de desarrollo de la
bacteria y de los productos metabdlicos generados;

indicadores de pH, para observar los cambios producidos en los medios por la
accion de las bacterias;

inhibidores, para limitar (en casos especificos) el crecimiento de especies no

deseadas.

Debido a las caracteristicas anatomicas y fisiologicas de la region cérvico-uterina,

la probabilidad de encontrar enterobacterias en esta region es muy alta, por lo que

se procedio a colocar el DIU en una placa de agar MacConkey y se incub6

durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido este tiempo, desarrollaron una mezcla de

colonias pigmentadas y no pigmentadas de color pdrpura, seleccionando las

primeras para hacer resiembras y obtener la cepa pura.
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3.2.2 ldentificacion bioquimica

La clasificacion de las bacterias se basa principalmente en la determinacion de la
presencia 0 ausencia de determinadas enzimas, codificadas por el material

genético del cromosoma bacteriano.

Los sustratos sobre los cuales actian estas enzimas se incorporan al medio de
cultivo junto con un indicador, que puede detectar ya sea el consumo de un

nutriente o la generacion de productos metabdlicos especificos.

En primera instancia, se realizaron tres pruebas caracteristicas (las cuales se
describen en la Tabla 6), para determinar si la colonia seleccionada pertenece a la
familia Enterobacteriaceae. Todos los miembros de esta familia presentan las

siguientes caracteristicas:

e Metabolizan la glucosa mediante fermentacién
e Carecen de actividad citocromo oxidasa

e Reducen los nitratos a nitritos

Existen varios sistemas utilizados para la identificacion de especies de
Enterobacterias, de entre los cuales se selecciond el de los diagramas de
ramificacion. Para el uso éptimo de estos diagramas, es necesario determinar
todas las caracteristicas de identificacion incluidas en el esquema. El diagrama
utilizado para la identificacién de Enterobacter spp. se muestra en la Figura 17 y

las pruebas bioquimicas se especifican en la Tabla 6.
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Tabla 6. Pruebas bioquimicas realizadas para la identificacion de la colonia
bacteriana aislada en laboratorio a partir de un DIU.

Técnica Medio Fundamento Procedimiento Resultados
utilizado
Tincion de Colorantes: Se utilizan colorantes que | Se hace una extension de la | Se observan al microscopio
Gram cristal ~ violeta, | se unen a la pared celular | colonia y se fija pasando el | bacilos de coloracién roja
lodo, alcohol- | bacteriana, para tefiir las | portaobjetos por la flama del | (Gram  negativos).  Estas
acetona y | células e incrementar su | mechero. Se adicionan las | bacterias no fijan el cristal
safranina. contraste al ser observadas | soluciones una a una, | violeta pero si la safranina en
en microscopio de campo | dejandolas actuar por un | su pared celular, debido a un
claro. minuto y enjuagando con | mayor contenido lipidico.
agua entre cada adicion.
Fermentacién | Agar Determina el metabolismo | Mediante un asa | Se aprecia el desarrollo de
de MacConkey fermentativo de las | bacterioldgica, se inocula la | colonias redondas con
carbohidratos bacterias  mediante el | colonia de interés y se incuba | tonalidades de  rojo-rosa,
consumo de lactosa y | a37°C durante 24-48 horas. debido al vire del indicador lo
produccién de &cidos. cual nos indica la generacion
de acidos mixtos y
disminucion del pH a menos
de 6.8
Citocromo Tiras reactivas | Identifica los organismos | Se toma wuna asada del | No hay presencia de
oxidasa de oxidasa que carecen de la enzima | microorganismo y se realiza | coloracién en la tira, por lo que

oxidasa 0 son anaerobios
estrictos.

una extension sobre la tira.

la prueba es negativa.

Reduccion de
nitratos

Agar nitrato (en
pico)

Los  organismos  que
reducen nitratos tienen la
capacidad de  obtener
oxigeno a partir de éstos y
formar nitritos y otros
productos de reduccion.

Se inocula el medio con el
microorganismo y se incuba
a 35 °C por 24 horas.
Después de la incubacion se
procede a la adicion de
reactivos para el desarrollo
de coloracion.

Se desarrolla una coloracion
roja en el area de inoculacion
después de la adicién de los
reactivos, lo cual indica que la
reaccion es positiva. Los
nitratos fueron reducidos a
nitritos.

Produccion de
H,S

Agar  entérico
Hektoen (HE)

Las  bacterias liberan
azufre de aminoacidos y
otros compuestos, que se
acoplan con el ion H" para
formar H,S.

Se inocula el microorganismo
y se incuba a 35°C.

No hay produccion de H,S
debido a que no se aprecian
colonias de coloracion negra.

Produccion de
indol

Movilidad-indol-
ornitina (MIO)

El indol es un producto de
degradacion metabdlica del
aminoacido triptéfano.

Se inocula el microorganismo
a la solucion y se inocula por
24 horas. Posteriormente se

No hay desarrollo de
coloracion después de la
adicion del reactivo.

adiciona el reactivo de
Kovac.
Movilidad Observacién La movilidad bacteriana se | Preparar una suspension de la | Se puede apreciar la movilidad
directa en placa lleva a cabo por medio de | bacteria de interés y colocar | de los microorganismos en el
flagelos, cuyo numero y | una gota sobre un portaobjeto | interior de la suspension
ubicacion varia en las | para su observacion directa al | bacteriana.
diferentes especies. microscopio.
Ornitina Caldo Se basa en la | Se adiciona la ornitina al | Durante las primeras horas se
descarboxilasa | descarboxilasa descarboxilacién del | medio antes de inocular. Los | observa un color amarillo, pero
de Moeller amino&cido ornitina, con la | tubos se incuban | posteriormente el tubo regresa

formacién de aminas de
reaccion alcalina.

anaerobiamente a 35 °C por
18-24 horas, cubriéndolos
con una capa de aceite
mineral estéril sobre el caldo.

a su color azul puarpura,
indicando una reaccion
positiva, debido a la liberacion
de aminas por

descarboxilacion de ornitina.
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3.2 DESARROLLO DE LA BIOPELICULA POR Enterobacter sp.

Una vez aislada e identificada la bacteria, se procedio a preparar una suspension

de la misma. Posteriormente la suspension fue transferida al medio uterino sintético,

el cual, a su vez, sirvi6 como medio de cultivo. Este medio fue enriquecido con 1.0 g

de infusion cerebro corazén, a fin de proporcionar los nutrientes necesarios para el

desarrollo de Enterobacter sp. y facilitar el crecimiento y desarrollo de la biopelicula.

Se aplic6 también calor con la ayuda de un bafio de temperatura, a fin de alcanzar el

intervalo 6ptimo de temperatura de la bacteria y simular la temperatura corporal (37

°C).

Fermentacion de
carbohidratos

(Lactosa)
(@) (+
H,S
(‘+) (@)
Indol
‘(+) (@)
Movilidad
*) (@)

)

Ornitina

@)

Enterobacter spp.

Figura 18. Diagrama de ramificacién para la identificacion de enterobacterias
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3.3 ESPECIMENES DE PRUEBA

Se utilizaron placas de cobre y dos diferentes dispositivos como especimenes para las
mediciones y ensayos de corrosion. Los DIUs evaluados se muestran en la Figura 18.
Estos fueron el TCu380A y Nova T, que consisten de alambre de cobre el primero y

alambre de cobre con alma de plata el segundo.

En el caso de los DIUs se utilizaron las espirales de cobre soportadas en su base de
polietileno, con un &rea aproximada de 200 mm?. Las placas de cobre se utilizaron

con la finalidad de facilitar y mejorar la observacion microscépica.

Figura 19. Dispositivos Nova T y TCu380A utilizados para la realizacion de los ensayos

3.4 ENSAYOS ELECTROQUIMICOS

Las técnicas utilizadas fueron polarizacion electroquimica (la region de Tafel),
voltametria ciclica (VC) y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Esto,
con el fin de reunir la mayor informacion posible que nos lleve a plantear el
mecanismo real del proceso de disolucion del cobre en el medio uterino, en presencia

de una biopelicula.
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34.1

Preparacion de los electrodos

Se utilizaron electrodos de cobre para la realizacion de los ensayos

electroquimicos. Los electrodos utilizados se esquematizan en la Figura 20 y estan

constituidos por las espirales de los DIUs en estudio - TCu380A y Nova T, asi

como de placas rectangulares de lamina de cobre. La preparacion de los

electrodos se llevo a cabo de la siguiente manera:

a)

b)

d)

A partir de lamina de cobre 99.99% de pureza, se cortaron piezas con
geometria cuadrada de manera tal que proporcionaran un area superficial
de 1 cm? (especimenes de 0.7 cm. x 0.7 cm.), dejando una pequefia cejilla
para fijacion.

Sobre la cejilla se colocé un alambre de cobre, el cual se unié con
soldadura Estafio-Plomo 60-40.

Una vez soldados se colocaron en el interior de tubos de vidrio (porta
electrodos). Para evitar el contacto entre la solucién y la conexion exterior
del electrodo, se rellend el interior de la parte inferior con silicon.
Posteriormente, los electrodos fueron pulidos con papel abrasivo de SiC
grado 360, 400 y 600 para dar un acabado final, tanto en la superficie
como en los bordes de la lamina.

Los electrodos pulidos se lavaron con acetona para eliminar la grasa
depositada sobre la superficie, proveniente de su manipulacién.

Nota: En el caso de las espirales de los DIUs de estudio (TCu 380A y
Nova T) éstos se montaron directamente en los porta electrodos de vidrio,
debido a que los DIUs vienen sellados herméticamente y bajo condiciones

estériles.
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Cone
Conector
— 1 [ »
(alambre de cobre)
= Silicon ————————
Electrode de cobee
- (placa y ecpiral)

Portadectrodo
devidrio

Figura 20. Esquema de los electrodos utilizados durante los ensayos electroquimicos

3.4.2 Preparacion del medio intrauterino sintetico (solucion electrolitica )

La composicién del medio sintético’ utilizado para la simulacion del ambiente
intrauterino se muestra en la Tabla 7. La evaluacion electroquimica se llevo a
cabo a una temperatura de 37.0 + 0.1 °C. El medio fue enriquecido con 1.0 g/L de
infusion cerebro corazon, a fin de proporcionar los nutrientes necesarios para el
desarrollo de Enterobacter sp., facilitando la generacion y desarrollo de la
biopelicula. Posteriormente, el medio se esterilizo para asegurar que el
crecimiento bacteriano correspondiese Unicamente a la bacteria inoculada

(Enterobacter sp).

Tabla 7. Composicion de medio uterino simulado

Componente Concentracion (g/L)
NaHCO3 0.25
NaH,PO, . 2H,0 0.072
Glucosa 0.50
NaCl 4.97
CaCl, 0.167
KCI 0.224
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3.4.3 Preparacion de la celda electroquimica

La celda de vidrio y sus accesorios deben estar en condiciones estériles, lo cual se
logr6 mediante lavados con etanol. Se utiliz6 una celda de vidrio PYREX 1000
mL, modelo 6947 para los ensayos de corrosion. El arreglo de la celda fue el
clésico de tres electrodos, utilizando como electrodo de trabajo placas y espirales
de cobre, platino como electrodo auxiliar y un electrodo de calomel saturado

(ECS), como electrodo de referencia (Fig. 21).

Los electrodos de trabajo y auxiliar se envolvieron en papel humedecido con

etanol para mantener su esterilidad hasta antes de ser introducidos en la celda.

Figura 21. Celda de prueba para ensayos electroquimicos

La inoculacién se llevé a cabo al segundo dia de correr los ensayos como blancos,
utilizando una jeringa estéril con 10 ml de suspension de Enterobacter sp. El
monitoreo electroquimico de la celda se llevé a cabo cada 24 horas durante una
semana. Terminados los ensayos se desmontd la celda para analizar la superficie.
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3.4.4 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Se utiliz6 la técnica de impedancia para conocer el comportamiento
electroquimico de cobre al estar cubierto por una biopelicula bacteriana, en
condiciones simuladas del ambiente intrauterino. Se utiliz6 un potenciostato
galvanostato Gamry PC4 y un paquete de software CMS 300. Los barridos se
hicieron contra circuito abierto (Eocp), aplicando una amplitud de polarizacion

anodica de 30 mV en un rango de frecuencia desde 0.01 a 100,000 Hz.

3.4.5 Voltametria ciclica

Las placas de cobre se sometieron a mediciones de voltametria ciclica para
obtener informacion acerca de las especies quimicas formadas durante el proceso
electroquimico de oxidacion del cobre. Para ello se utilizd un potenciostato
galvanostato Gamry PC4 y un paquete de software CMS 130. El intervalo de
polarizacion utilizado para ambos DIUs fluctué entre -1000 a 1000 mV, con
respecto al potencial de circuito abierto (Eqcp), utilizando una velocidad de barrido
de 2 mV/sy aplicando barridos sencillos y multiples.

3.4.6 Polarizacién electroquimica

Con la tecnica de polarizacion electroquimica se obtienen datos de velocidades de
corrosion. Se realizaron estudios de potencial abierto utilizando un potenciostato-

galvanostato Gamry PC4 y un paquete de software CMS 100.

Para evaluar la velocidad de corrosion del cobre de los DIUs se elaboraron curvas
de potencial contra densidad de corriente. El rango de potencial aplicado fue de -

500 a 500 mV con respecto al potencial de circuito abierto (Eocp).
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3.5 ANALISIS DE SUPERFICIE

Las superficies de cobre sometidas a ensayos de corrosion se observaron en
microscopios de barrido electrénico, metalografico y estereoscopico para observar la
formacion y caracteristicas de la biopelicula, asi como la morfologia de ataque sobre

la superficie de las placas de cobre y DIUSs.

Para evaluar la composicién quimica de los depdsitos se utilizé la microsonda de

rayos X adaptada en el microscopio de barrido electrénico JEOL JSM-6360JEOL.

3.5.1 Microscopia Optica

Las muestras observadas bajo el microscopio metalografico fueron previamente
montadas en resina, pulidas y atacadas quimicamente a fin de conocer acerca de la
morfologia de ataque y revelar si la micro-estructura del metal fue atacada. Se
utilizé un microscopio metalografico marca Leica DMILM con capacidad hasta
500 X y un estereoscopio VWR Vista Vision BS-745 con capacidad de hasta 40

X, el cual no requiere de un tratamiento previo para la observacién de la muestra.

3.5.2 Microscopia de barrido electronico (SEM)

Las muestras de espirales y placas de cobre, asi como de polvos de incrustaciones
y productos de corrosion, se observaron en un SEM JEOL JSM-6360. El pre-
tratamiento de las muestras consiste en fijarlas con glutaraldehido y tetradxido de
osmio, secarlas mediante la técnica de deshidratacion con alcohol y aplicar un
bafio metéalico de oro, si es necesario, para mejorar su observacion en la camara de
vacio. Este tratamiento permite una buena resolucion en la observacién de la

poblacion microbiana de las biopeliculas generadas.
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3.5.3 Preparacion de las placas para su observacién en SEM

o o~ DN

a.
b.
C.
d.
e.
f.

7. Desecado con pistola de aire caliente

3.5.4 Anadlisis de Rayos-X de electrones dispersados (EDS)

Lavado con agua.
Fijacion con glutaraldehido al 2.5% durante 2 horas.

Lavado con fosfato (tampdn de fosfato al 0.1M, pH 7.2 por inmersion)
Post-fijacion con tetradxido de osmio (OsO,) al 2% durante una hora.
Lavado con fosfato (5 minutos por inmersion)

Deshidratacion con etanol

50% 10 minutos
70% 10 minutos
90% 10 minutos
100% 10 minutos
100% 10 minutos
100% 10 minutos

Se utiliz6 la microsonda de rayos X adaptada en el microscopio de barrido

electronico JEOL JSM-6360, la cual brind6 un analisis quimico semi-cuantitativo

de la composicion de los productos de corrosion e incrustaciones formados en la

superficie de cobre, asi como también de los componentes de las biopeliculas.

Estos andlisis se realizaron en locaciones especificas, previamente identificadas

por SEM.
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3.6 CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS

3.6.2 Espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

La interpretacion de espectros IR de compuestos bioldgicos se basa
principalmente en el andlisis de estructuras de composicion conocida. Acidos
nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos se encuentran presentes
constantemente en diferentes cantidades en células microbianas. Se desea
identificar y caracterizar los exopolisacaridos (EPS) producidos como resultado
del metabolismo celular. El equipo empleado es Perkin-Elemer Spectrum One con
accesorio universal de muestreo ATR de ZnSe.

Se realizaron barridos en el intervalo de 4000 a 650 cm™, a fin de obtener las
bandas caracteristicas de macromoléculas organicas, que indican la presencia de
la biopelicula y bacterias depositadas. Utilizando el ATR, se colocd la placa de
cobre que estuvo inmersa en el medio uterino y que presento el desarrollo de la
biopelicula, y se le hizo un barrido. Posteriormente se colocé una placa de cobre
pulida y lavada (blanco), sobre la cual también se realiz6 un barrido en las mismas
condiciones. Con la ayuda del software del equipo, se realiz6 una diferencia de
ambos espectros, obteniendo de esta manera el espectro de la biopelicula

generada.
La caracterizacion se llevé a cabo mediante la interpretacion de las bandas mas

importantes relacionadas con los grupos funcionales mas comunes en compuestos

exopoliméricos.
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4.1 ENSAYOS ELECTROQUIMICOS

La bacteria Enterobacter sp., aislada a partir de un DIU retirado es capaz de
adaptarse, crecer y desarrollarse en un medio uterino simulado. La fase de adaptacion y
acondicionamiento de la superficie se da en las primeras horas; es a partir de las 18-24

horas que se presenta el crecimiento exponencial.

Esto se puede apreciar fisicamente en el interior de la celda, por la formacion de una
nata sobrenadante y coincide con las formas de las curvas obtenidas
electroquimicamente. Posteriormente se alcanza un equilibrio dinamico de adsorcion y

desorcion de la biopelicula formada.
4.1.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Las curvas obtenidas por espectroscopia de impedancia electroquimica indican
como evoluciona la biopelicula generada metabdlicamente por Enterobacter sp.

sobre la superficie de una placa de cobre.

La Figura 22 muestra los resultados obtenidos por EIS en la forma de Nyquist, en
donde se aprecia, al inicio del experimento, un semi-circulo bien definido, lo cual es
indicativo de que el proceso electroquimico esta controlado por transferencia de
carga (comportamiento resistivo). Durante las primeras horas de inmersion se
presenta el fenomeno de acondicionamiento de la superficie, en donde el electrodo
se recubre con material organico e inorganico, facilitando asi la adsorcién de

microorganismos.

A las 18 horas se presenta un incremento de tres 6rdenes de magnitud en los valores
de impedancia (real e imaginaria), lo cual se asocia con dicho proceso de
acondicionamiento y con la fase de crecimiento exponencial de Enterobacter sp., ya
que en este momento se puede apreciar a través de la celda que la solucion presenta

turbidez.
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Este incremento modifica la escala de la grafica y minimiza la apreciacion de las
curvas posteriores, por lo que se realizd una ampliacion de esta zona para evaluar el

comportamiento hasta el final del ensayo.

A partir de las 42 horas de inmersion, los valores de impedancia (Zimae) disminuyen
dos 6rdenes de magnitud, el semi-circulo ya no es tan definido y no tiende a cerrar,

sino que se prolonga formando una linea recta.

Este comportamiento se mantiene hasta el final del experimento, el cual se debe a la
adsorcion de moléculas organicas y microorganismos, que utilizan los
exopolisacaridos (EPS) producidos para adherirse a la superficie del cobre en forma
de biopelicula. Conforme se incrementa el tiempo de inmersion en el medio, el

crecimiento de la colonia y su produccion de EPS es mayor.

La obtencion de semi-circulos en las curvas se relacionan con la generacion de una
pelicula sobre la superficie del electrodo, como es el caso de los aceros inoxidables,

solo que en este caso la pelicula es de naturaleza organica y porosa.

La generacion de productos de corrosion también contribuye al incremento del
espesor de la biopelicula y favorece su porosidad. Esto se ve reflejado en las colas
de difusion de las curvas, mostrando un comportamiento mixto que se mantiene

durante el seguimiento del experimento hasta su terminacion.
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Figura 22. Curvas de Nyquist de una placa de cobre inmersa en medio uterino enriquecido con peptona e inoculado con Enterobacter sp.
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La Figura 23 muestra los diagramas de Bode obtenidos durante los 8 dias de ensayo.
Después de las primeras 18 horas de acondicionamiento se aprecia un incremento en el
modulo y una disminucion del angulo de fase. Es a partir de las 42 horas que el
comportamiento se invierte y gradualmente se estabiliza hasta la culminacion del
experimento, indicando la formacion de una nueva interfase que se estabiliza después de
5 dias. Las ligeras variaciones se deben al establecimiento de un equilibrio dinamico

donde se desprenden y renuevan pequenas zonas de la biopelicula.

30.0
20.0
10.0

0.0 1
-10.0 A
-20.0
-30.0 A
-40.0
-50.0 A
-60.0
-70.0 A

-80.0 T T T T T
-4.0 -3.0 -2.0 -1.0 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Log. Frecuencia (Hz)
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Figura 23. Diagramas de Bode de una placa de cobre inmersa en medio uterino
enriquecido con peptona e inoculado con Enterobacter sp.
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4.1.2 Voltametria ciclica

A partir de una placa de cobre, se obtuvieron una serie de voltamogramas
durante 167 horas de exposicion en el medio uterino inoculado. Los resultados
obtenidos se pueden clasificar en dos etapas. La etapa inicial (0-65 hrs), se
muestra en la figura 24; durante las primeras 24 horas se presenta la generacion
de una pelicula acondicionadora, que se establece principalmente por los
procesos de adsorcion y desorcion de moléculas organicas sobre la superficie del

electrodo.

Después 24 horas (48 horas de inmersion), la oxidacion del cobre contintia, de
modo que al cambiar el sentido del barrido, la curva cruza por arriba en el
retorno con el correspondiente incremento de la corriente, mostrando la

presencia de una picadura e indicando que se trata de un proceso autocatalitico.

Este comportamiento se mantiene hasta el final del experimento después de 7
dias, como se puede observar en la figura 25. En esta segunda etapa (137-167
hrs), los picos maximos de oxidacion son cada vez mas definidos atn cuando los

rangos de valor de corriente se mantienen.

Los picos de reduccion son mas anchos; en este estado la especie Cu(Il) empieza
a ser importante. Esto es debido a la adsorcion de moléculas orgénicas,
generacion de exopolisacaridos y formacion de metaloenzimas y complejos
organometalicos con el cobre, que junto con las bacterias forman un consorcio

llamado biopelicula.
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Figura 24. Voltametria ciclica de placa de cobre en presencia de Enterobacter sp. durante la primera etapa de desarrollo de la biopelicula.
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Figura 25. Voltametria ciclica de placa de cobre en presencia de Enterobacter sp. durante la segunda etapa.
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4.1.3 Polarizacién electroquimica

Las curvas de polarizacion electroquimica muestran la formacion de una
biopelicula que se genera sobre la superficie de los DIUs evaluados conforme se
incrementa el tiempo de permanencia en el medio inoculado. Esto se debe al
crecimiento acelerado de la colonia bacteriana, con la consecuente produccion de
residuos metabolicos, que se adsorben sobre el cobre y facilitan la adherencia de

nuevas células, formando una biopelicula densa sobre el electrodo.

En las Figuras 26 y 27 se aprecia un comportamiento pasivo, confirmando que la
biopelicula se genera y se adsorbe sobre la superficie de los DIUs. Sin embargo,
hay una disminucion en la densidad de corriente de la curva anddica con respecto al
tiempo. Los potenciales de corrosion de la Figura 28 tienden hacia valores mas
negativos, indicando que, incluso con la formacion de la biopelicula, el metal sigue

siendo activo y la corrosidon continta.

La biopelicula generada es porosa, y a través de estos poros se lleva a cabo la
disolucion continua de iones de cobre, manteniendo el efecto contraceptivo del
DIU durante su tiempo vida util. La porosidad de la biopelicula y el efecto de la

corrosion localizada se comprueban por la observacion microscopica.

Ambos dispositivos presentaron esta misma tendencia, pero a diferentes tiempos.
En el caso del Nova T el comportamiento pasivo aparece luego de 19 horas de
inmersion en el medio, mientras que el T 380A muestra una ligera pasivacion a las
19 horas pero presenta una desorcion de la biopelicula que lo hace activo
nuevamente; a partir de las 68 horas se incrementa el espesor de la biopelicula para
adquirir un comportamiento pasivo, con la subsiguiente disminucidon de corriente

(Figura 26), y permanece asi hasta el final del ensayo (165 hrs).
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Figura 26. Curvas de polarizacion de DIU NovaT inmerso en medio uterino sintético enriquecido con peptona e inoculado con Enterobacter sp.
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Figura 27. Curvas de polarizacion obtenidas de DIU TCu380A inmerso en medio uterino sintético enriquecido con peptona e inoculado

con Enterobacter sp.
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peptona e inoculado con Enterobacter sp.
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4.2 ANALISIS DE SUPERFICIE

4.2.1 Microscopia dptica

Con el estereoscopio se observaron las placas y los DIU evaluados para conocer las
caracteristicas morfoldgicas de la superficie de los especimenes de prueba,
inmediatamente después de retirarlos de la celda. Se presentan picaduras sobre toda la
superficie de las placas, asi como deposicion de la biopelicula. Debido a que la
capacidad del equipo es pequena (40X), se dio tratamiento a las muestras para su
observacion en microscopio electronico de barrido, a fin de observar con mayor detalle

las caracteristicas de la biopelicula y el ataque sobre el substrato.

4.2.2 Microscopia de barrido electronico

Se realizaron microscopias de barrido electronico sobre los dos DIUs de estudio para
corroborar la generacion y morfologia de la biopelicula. Asimismo, se tomaron
micrografias de placas de cobre para apreciar con mayor detalle las caracteristicas de la
biopelicula generada por Enterobacter sp. y el dafio localizado producido sobre el

substrato.

Debido a que se aplica vacio, es necesario fijar la biopelicula formada sobre el cobre.
Para esto, se emplearon soluciones de glutaraldehido, solucion reguladora de fosfatos y
tetradxido de osmio. Las muestras posteriormente fueron deshidratadas con diluciones
seriadas de etanol y se secaron utilizando aire caliente y seco. Finalmente, las muestras
se recubrieron con bafio de oro para mejorar su observacion y analisis de composicion

quimica.

En la Figura 29 se muestran las micrografias tomadas sobre el DIU Nova T. Las
diferentes magnificaciones permiten observar la adsorcion de una pelicula de
composicion variada sobre el espiral y la superficie del cuerpo de polietileno, a través

de las hendiduras de la espiral de cobre. El fendmeno de desorcion de la biopelicula se
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presenta de manera ciclica sobre el cobre en determinadas zonas, dejando al metal

desnudo y haciéndolo activo nuevamente.

Figura 29. Formacion de la biopelicula sobre la espiral del DIU Nova T

La longitud del alambre del DIU T380A es mayor y la espiral es mas compacta, por lo
que la formacion de hendiduras es dificil, cubriendo totalmente la base de polietileno.
La figura 30(a,b) muestra con aumentos graduales, la deposicion de la biopelicula y su
acumulacion en los pequefios espacios entre las espirales. A mayores aumentos (Figura
30 c), se observan también algunas estructuras cristalinas sobre dichos espacios, que

revelan la presencia de productos de corrosion en consorcio con la biopelicula.

()

Figura 30. Formacion de la biopelicula sobre la espiral del DIU T380A
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Las micrografias obtenidas de las placas de cobre muestran la presencia de cimulos
bacterianos cuya morfologia y dimensiones corresponden a Enterobacter sp. En la
Figura 31-1 se presenta la biopelicula desarrollada, la cual tiene una apariencia
esponjosa y porosa. En un acercamiento sobre la misma placa se puede distinguir en
la Figura 31(II) la morfologia de Enterobacter sp. (a), los poros de la biopelicula

(b) y los productos de corrosion (c).

U] (1)

Figura 31. Micrografia de la biopelicula generada por Enterobacter sp. sobre placas
de cobre. En (1) se observan los cimulos bacterianos (a), los poros de la biopelicula
(b) y los productos de corrosién (c) formados sobre la superficie de una placa de cobre.

Debido a que el proceso de corrosion se sigue llevando a cabo a través de los poros,
el ataque sobre el substrato es muy localizado; esto se puede observar después de la
remocion de la pelicula. La Figura 32 muestra dos placas de cobre expuestas en

medio uterino en ausencia y en presencia de una biopelicula bacteriana.
En un medio uterino estéril se presenta un proceso de corrosion moderado, con la

formacion de productos de corrosion (6xidos e hidroxidos) como resultado de la

accion de los iones cloruro presentes en el medio.
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(@) (b)

Figura 32. Ataque sobre cobre metalico de DIUs en ausencia (a) y en presencia (b) de una
biopelicula bacteriana.

En presencia de la biopelicula bacteriana se presenta un severo ataque localizado,
con alta densidad de picaduras, inducido por la colonia de Enterobacter sp. Esto
corrobora que la biopelicula es porosa y que la disolucion del cobre se mantiene
durante la vida til del dispositivo, ya que el transito de especies i0nicas reactivas se
da a través de estos conductos porosos, mediante un proceso de difusion, lo cual es
congruente con los resultados del analisis por EIS, cuando la biopelicula se ha

desarrollado.

4.2.3 Anélisis de Rayos-X de electrones dispersados (EDS)

El andlisis de la composiciéon quimica de los DIU después de 168 horas de
inmersion en el medio uterino, se muestra en la Figura 33. El andlisis cualitativo de
la biopelicula presenta elementos minerales como cloro, sodio, potasio y calcio,

provenientes del medio de cultivo.

El oxigeno se encuentra presente en una proporcion elevada debido a la formacion
de productos de corrosion, tales como 6xidos e hidroxidos de cobre. Cabe destacar

también la presencia de un elevado porcentaje de carbono, que indica la presencia
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de materia organica, ya sea directamente de las células bacterianas o de los

productos

metabolicos

polisacéridos, etc).
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Figura 33. Composicién quimica de la biopelicula generada por Enterobacter sp. sobre las

espirales de cobre de los DIUs evaluados.
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Se realizd un anélisis sobre un area de la biopelicula, seleccionando un cumulo

bacteriano. La composicién quimica de las bacterias se presenta en la Figura 34,

destacando: carbono, nitrogeno, oxigeno y fosforo, que son los principales

elementos que constituyen los fosfolipidos de las membranas celulares.

Conteos

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 .00 &.00 9.00 10.

Energia de Rayos-X (keV)

Figura 34. Composicion quimica de las bacterias formadoras de la biopelicula
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Figura 35. Composicion quimica de los cristales presentes sobre la biopelicula
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Sobre la biopelicula se desarrollan cristales amorfos, cuya composicion se presenta

en la Figura 35.

La presencia de unicamente fosforo y oxigeno, indica que se trata de fosfatos de
naturaleza inorganica, provenientes del medio uterino simulado y/o de los lavados
realizados al utilizar una solucion amortiguadora de fosfatos durante la fijacion de

las placas para su observacion en SEM.

Al remover la biopelicula y analizar el substrato, el andlisis de la Figura 36
demuestra unicamente la presencia de oxigeno y cobre, que confirma los principales
productos de corrosion sobre la superficie metalica, en base a las siguientes

reacciones anddicas:

8Cu+ 0, + 2H,0 < 4Cu,0 +4H + 4¢” (16)
Cu,0 + 2¢ < 2Cu*" +2H,0 + 2¢ (17)

906
726
Cu

543

362

Conteos

1814
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|| T f T 1 T 1 1
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 V.00
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Figura 36. Composicién quimica del substrato metélico después de la remocion de la biopelicula

bacteriana
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4.3 CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS

4.3.1 Espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Se realiz6 un barrido por FTIR para obtener un espectro de los exopolisacaridos
generados durante el metabolismo de la colonia de Enterobacter sp., mostrandose

en la Figura 37.

Para la obtencidn de este espectro, se recolectd todo el material sobrenadante en el

medio de cultivo cuando la celda electroquimica fue desactivada.

Posteriormente, se realizaron varios lavados con éter de petréleo con la finalidad de
eliminar la mayor parte de impurezas inorganicas y mejorar la definicion de los
picos obtenidos. El extracto obtenido se colocé en el accesorio ATR y se procedio a

la realizacion de los barridos para obtener los espectros.

Las bandas obtenidas en escala de transmitancia en la figura 37 son caracteristicas
de macromoléculas organicas, particularmente de proteinas: estiramiento N-H

(amida) en 3278 cm’'; estiramiento asimétrico C-H alifatico a 2519 cm’™

; amida
primaria y secundaria en 1636 y 1542 cm’ respectivamente; 1403 cm™ para el
estiramiento simétrico C=O del grupo COO™ ; 1238 y 1027 cm’' se asigna al

estiramiento asimétrico P=0 de fosfodiesteres.
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Figura 37. Espectro infrarrojo de los exopolisacaridos generados por Enterobacter sp. sobre la superficie de cobre.
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Capitalo 5

Conclusiones



Conclusiones

e EIl microorganismo Enterobacter sp., aislado de a partir de un DIU retirado, es
capaz de adaptarse, crecer y desarrollarse en un medio uterino simulado y es

capaz de resistir la toxicidad de los iones cobre liberados por los DIUSs.

e La fase de adaptacion del microorganismo y la adsorcion de moléculas orgéanicas
(acondicionamiento de la superficie), se realiza durante las primeras horas. Es a
partir de las 18-24 horas que se presenta el crecimiento exponencial. Esto se
puede apreciar fisicamente en el interior de la celda, por turbidez de la solucion y

la formacién de una nata sobrenadante.

e La adsorcion de moléculas organicas, generacion de EPS, la formacion de
complejos organometalicos con cobre y el desarrollo de colonias bacterianas,

forman un consorcio llamado biopelicula.

e El analisis de la composicién quimica de la biopelicula depositada sobre las
espirales de cobre de los DIU, reporta la presencia de elementos minerales como
Cl, Na, Ky Ca, provenientes del medio de cultivo y algunos oxidos productos de
corrosion. Asimismo la presencia de C, N y P componentes de las
macromoléculas organicas y/o productos metabdlicos (proteinas, ac. nucleicos,
EPS, etc), sales minerales provenientes principalmente del medio de cultivo.

e La caracterizacion electroquimica del proceso de corrosion del DIU muestra como
se forma y deposita una biopelicula sobre las superficies de cobre, lo que incluye
los procesos de adsorcién y desorcion de moléculas organicas hasta alcanzar un

equilibrio dindmico de la biopelicula formada.

e La formacién de la biopelicula se puede demostrar por las caracteristicas de las
curvas obtenidas. Las curvas de polarizacion muestran un comportamiento pasivo

en ambos DIU evaluados, mientras que en los diagramas de Nyquist que resultan
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del analisis de EIS se aprecia un comportamiento mixto. Por otra parte, las curvas
de voltametria ciclica indican que el proceso de oxidacién, aunque en menor

grado, se sigue llevando a cabo.

La formacion de una biopelicula favorece un ataque localizado del tipo picaduras
sobre las placas y DIU de cobre, debido a que se modifican las condiciones

interfaciales metal-disolucién.

Las velocidades de corrosion son menores que aquellas en ausencia de
microorganismos. Por observacion microscopica se logran apreciar las
caracteristicas de la biopelicula, lo que comprueba su porosidad, la presencia de
Enterobacter sp, y los productos de corrosion desarrollados. Es a través de dichos
poros que la corrosion del cobre se sigue llevando a cabo, lo que mantiene asi el

efecto contraceptivo del DIU.

En el caso del dispositivo intrauterino T Cu 380A los microorganismos pueden
acelerar la fractura de la espiral. Esto no sucede en el dispositivo Nova T donde la

espiral de cobre posee alma de plata.

Las bandas obtenidas durante la caracterizacion por ATR-FTIR son caracteristicas
de macromoléculas organicas, particularmente de proteinas y son congruentes con
otras reportadas en el estudio de EPS relacionados con procesos de corrosion

microbiologica.

El efecto contraceptivo del DIU se mantiene, ain con la generacion de la
biopelicula, debido a que a través de sus poros continta llevandose a cabo la
disolucion de los iones cobre. Este ademas, es el proceso determinante para el

control de la velocidad de corrosion.
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