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Resumen: Una buena estrategia para prevenir la deposicién temprana de bacterias que pueden
formar biopeliculas es la aplicacion de recubrimientos antimicrobianos en superficies existentes, sin
embargo, este campo ha sido poco explorado y los recubrimientos a menudo no son uniformes en
grosor. Se deposité una pelicula homogénea de R-Carvone-Octadieno (ppcop) €n diferentes sustratos
(portavidrio, portavidrio triturado y tela) mediante copolimerizacién por plasma frio para estudiar la
influencia del sustrato en la actividad antimicrobiana. El ppcop mostré mejores resultados de actividad
antimicrobiana en el sustrato con mayor area de contacto efectiva, destacando la influencia de esta
variable en la actividad antimicrobiana. El ppcop depositado en portavidrio triturado mostré una
inhibicion de las bacterias E. coliy S. aureus en un 48.69% y 49.31% respectivamente.

Introduccion.

Se sabe bien que las biopeliculas bacterianas
son un problema importante en diversas
areas'. A pesar de los esfuerzos de
investigacién en este campo, sigue siendo una
prioridad alta en la investigacion. Se ha
encontrado que hasta el 60% de las
infecciones tratadas estén relacionadas con la
formacion de biopeliculas®. Este problema se
agrava aun mas con la apariciéon de bacterias
con mayor tolerancia a biocidas vy
antibidticos®. Ademas, en este estado, los
microorganismos son altamente resistentes al
tratamiento antimicrobiano y se adhieren
tenazmente a las superficies®. Actualmente,
existen varios enfoques innovadores
enfocados en el tratamiento de superficies
para prevenir este problema mediante la
mejora del rendimiento de las superficies
antimicrobianas existentes, la aplicacién de
recubrimientos  antimicrobianos 0 la
modificacion de la arquitectura de la
superficie. Entre las modificaciones de
superficie, la técnica de funcionalizacion con
productos quimicos ha sido una de las mas
estudiadas!. Se informa que los polimeros
catiénicos, pequefios ligandos y biomoléculas
son los que tienen la actividad y eficacia
antimicrobiana mas exitosa®2.

Uno de los métodos mas utilizados para la
prevencion de biopeliculas en superficies es la
aplicacion de recubrimientos antimicrobianos,

que se pueden definir como la deposicién de
un material antimicrobiano en un sustrato®.
Una estrategia comuUnmente utilizada para
obtener estos recubrimientos es la adhesion
de un agente antimicrobiano a una matriz
polimérica. Ejemplos exitosos incluyen el uso
de compuestos de amonio cuaternario
(QACsS), cuya principal actividad
antimicrobiana se asocia con su cation. Los
recubrimientos de nano-plata se han utilizado
ampliamente en  dispositivos  médicos,
especialmente en catéteres, sin embargo,
esté claro que los iones de plata y las sales de
plata tienen potenciales propiedades
citotoxicas para las lineas celulares
humanas!®. Por lo tanto, seria adecuado
buscar otras alternativas que no tengan este
efecto negativo en los seres humanos, vy el
tratamiento con plasma puede ser una de
estas alternativas. Se ha estudiado el
concepto de una capa de difusion para
controlar la liberacién de antibiéticos como
ciprofloxacino de un poliuretano cargado con
ciprofloxacino mediante el uso de polimero de
plasma de n-butil metacrilato®®.

Los recubrimientos antimicrobianos suelen
ser mecanicamente deficientes, no uniformes
en grosor y, en el caso de recubrimientos con
agentes de liberacion, la concentracion optima
del ingrediente activo disminuye, lo que
también reduce su eficiencia®. Una alternativa
para obtener recubrimientos antimicrobianos
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es con propiedades mecanicas
aceptables es el uso de tecnologia de plasma
frio, que se utiliza para la polimerizacion de
precursores organicos. Se han polimerizado
por plasma monomeros como trimetilsilano
[14], 1,1,1 triclorometano[15], R-carvone[16] y
1,8-cineol, un mondémero natural, y se ha
encontrado que  tienen propiedades
antibacterianas!'. Una de las principales
ventajas del uso de la polimerizacion por
plasma es la gran capacidad de alterar la
guimica superficial sin afectar las propiedades
volumétricas del material y con una calidad
reproducible  durante la  escala de
fabricacion*?.
El objetivo principal de este trabajo fue la
preparacion de recubrimientos
antibacterianos mediante copolimerizacion
por plasma de dos precursores organicos:
aceite esencial conocido como R-carvone y
octadieno. El aceite esencial de R-carvone se
extrae principalmente de plantas de menta
verde y se ha informado en la literatura que
posee propiedades antimicrobianas®3-15.
Estas propiedades se atribuyen
principalmente a la presencia del grupo
monoterpeno presente en su molécula®. En
este estudio se investigb la actividad
antimicrobiana de un copolimero (ppcop) €n la
actividad bactericida en tres sustratos
diferentes (portavidrios, portavidrios triturado
y tela) bajo el protocolo de la Norma Industrial
Japonesa 2280126, exponiendo la
importancia del valor del area superficial del
sustrato en la actividad antimicrobiana, cuya
influencia ha sido poco estudiada®.

Parte experimental.
Materiales.

Reactor de plasma frio para reacciones de
copolimerizacion

Un contenedor cilindrico de vidrio con tapas
de acero inoxidable se utiliz6 como reactor de
plasma, como se muestra en la Figura 1. El
reactor de plasma, a través de sus tapas de
acero inoxidable, estaba conectado a un
generador de radiofrecuencia (RF) de 13.56
MHz acoplado a una maquina de impedancia
(modelo AT-6 Automatic Matching Network).
El reactor operaba en condiciones de vacio
mediante el uso de una bomba de vacio
(Maxima C Plus Fisher Scientific™). Se utilizd
un controlador-indicador de un solo canal ACS
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2000 adixen de Alcatel Vacuum Technology
para leer y monitorear la presion de vacio en
el reactor.
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Figura 1. Reactor plasma experimental.

Antes de la copolimerizacion por plasma, los
sustratos, como los portavidrios de vidrio, se
limpiaron ultrasénicamente en acetona y agua
milli-Q, luego se secaron y se trataron con
plasma de aire durante 1 minuto a 20 W y 45
Pa para eliminar contaminantes residuales. La
copolimerizaciébn por plasma de carvone
(98%, Sigma Aldrich, numero de producto:
124931) y octadieno (98%, Sigma Aldrich,
namero de producto: 02501) se realizé en
sustratos de 1 cm2. Los datos de presién se
utilizaron para obtener la tasa de flujo
correspondiente (Q) mediante el uso de la
siguiente  ecuaciébn 1 (reportada en
centimetros cubicos estandar por minuto,
sccm):

Q= () (161727) e, (L)

Donde T = temperatura (295 K), P = presion
(Pa), t = tiempo (s) y V = volumen del reactor
de plasma (1.65 L). La camara del reactor de
plasma fue evacuada para alcanzar una
presion de 38 Pa. Luego, los precursores
(aceite de carvone y octadieno) se
incorporaron al reactor a una tasa de flujo de
09 y 0.5 sccm respectivamente. La
copolimerizacion por plasma se llevo a cabo a
20 W durante 60 minutos de deposicion.
Después de la interrupcién del plasma, los
precursores continuaron fluyendo en la
camara de plasma durante otros 2 minutos
para apagar cualquier radical residual en el

PPcop.

Reflexién total atenuada-Transformada
infrarroja de Fourier (ATR-FTIR)
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BD210800). Las placas de Petri se dejaron a
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papeimerien e e QRiliz6 un sistema ATR-FTIR de Thermo

frieeees - Scientific (Nicolet IS 50 ATR) para obtener los
espectros de ppcop, OCtadieno y carvone. Una
vez que el ppcop fue depositado en el
portavidrio y retirado con un bisturi, esta
muestra se utilizé para la mediciéon de FTIR.
Para obtener los espectros, se realizaron 100
escaneos a una resolucion de 4 cm™.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
Se han obtenido imagenes de las diferentes
muestras de tela y portavidrio depositadas con
ppcop Mediante Microscopia Electronica de
Barrido (SEM), utilizando el equipo JEOL
6000. Las muestras con ppcop fueron
previamente recubiertas con una capa de 10
nm de oro mediante un sistema de
pulverizacion catodica por plasma y montadas
en portaobjetos de aluminio.

Actividad antimicrobiana del copolimero

La actividad antimicrobiana del ppcop se
evalué segun la Norma Industrial Japonesa
Z280126. La evaluacion se realizo utilizando
dos microorganismos clinicamente
importantes: Escherichia coli ATCC-25922 y
Staphylococcus aureus ATCC-29213. Para
realizar la prueba, se prepararon telas y
portavidrios recubiertos con ppcop (cada uno
con forma circular y un diametro de 1.75 cm)
bajo condiciones asépticas. Estas muestras
fueron inoculadas con 4 mL de una
suspensién que contenia los microorganismos
en caldo de soja tripticasa. La concentracion
de la suspension fue equivalente a 50,000
unidades formadoras de colonias por mL
(CFU mL™). Ademas, se preparé un tercer
conjunto de portavidrios triturados
(aproximadamente 0.1 g, equivalente a un
portavidrio de 1.75 cm de diametro)
recubiertos con ppcop, que se trataron de la
misma manera que las muestras anteriores.

Posteriormente, las muestras se incubaron en
un ambiente controlado a una temperatura de
37 °C y con una humedad mantenida al 90%
durante 24 horas. Después del periodo de
incubacion, se combind una parte del inéculo
(1 x 10 CFU mL™) con nueve partes de agua
mQ para preparar una concentracion de
inoculo de 1 x 10° CFU mL™. Esta mezcla se
diluyé ain mas para lograr una concentracion
de in6culo de 1 x 102 CFU mL™. Cada dilucion
se afiadié a una placa de Petri que contenia
20 mL de agar BD BIOXON (modelo

una temperatura de 37 °C durante 24 horas.
Tras este periodo de incubacién, se contaron
las unidades formadoras de colonias (CFUs)
con un microscopio para cada muestra, asi
como el control. La metodologia descrita se
llevé a cabo por triplicado para cada muestra
tratada, seleccionada de tres ciclos diferentes
de tratamiento con plasma.

Resultados y discusién.

Resultados ATR-FTIR

La técnica presentada identifica los grupos
funcionales en la superficie de ppcop Y
proporciona pistas sobre su ruta de
copolimerizaciéon en el portavidrio. En la
Figura 2, es posible observar los espectros
ATR-FTIR de ppcop, Octadieno y aceite de
carvone. Los espectros de ppcop mostraron
bandas anchas en comparacién con sus
precursores, que presentaron bandas nitidas
y regulares; esto es caracteristico de un
polimero  altamente reticulado'®.  Los
polimeros altamente reticulados, como el
Ppcop, podrian reducir la intensidad de las
estructuras simétricas de los grupos
funcionales como el CH; a 1371 cm™16,

La reduccion considerable de las bandas de
flexibn =CH (990.28 y 908.80 cm™) y de los
enlaces de estiramiento (3079.33 cm™)
sugiere que la copolimerizaciéon también se
lleva a cabo mediante la flexion =CH del
octadieno. Esto sugiere la insercion de
hidrocarburos de cadena larga, como -C8H16-
, lo cual podria conferir flexibilidad al polimero
e incrementar su rugosidad.

Sin embargo, las bandas de estiramiento,
vibracion 'y "respiracion” (es decir, el
estiramiento simultidneo de todos los enlaces
C=C) del aceite de carvone a 1430.61, 893.70
y 802.20 cm™ no aparecieron en los espectros
de IR de la carvone'’. Esta ausencia sugiere
gue la estructura en anillo de la carvone, como
se ilustra en la Figura 2, se disocia durante su
copolimerizacion por plasma en el sustrato de
portavidrio®3.
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Figura 2. Espectros ATR-FTIR de ppcop,

octadieno y R-carvone.

Resultados SEM.

La Figura 3 muestra las imagenes SEM de
Ppcop €n @) portavidrio y b) tela. Es posible
observar un depdésito rugoso homogéneo en
ambos sustratos. Estas imagenes refuerzan la
evidencia de la rugosidad de ppcop,
apreciandose que el recubrimiento por plasma
fue depositado homogéneamente en los dos
sustratos.

Figura 3. Imagenes SEM de ppcop €n
portavidrio (barra de escala de 5 uym, a) y tela
(barra de escala de 5 ym, b)).

Resultados de Actividad antimicrobiana
del copolimero

En la Figura 4 es posible observar las UFCs
en presencia de ppcop en tres sustratos
diferentes (tela, portavidrio y portavidrio
triturado) y el sustrato sin ppcop (control)
después de 24 horas de crecimiento
bacteriano (S. aureus y E. coli). Los resultados
muestran inhibicién en el crecimiento de las
UFC en comparacion con el control. La
inhibicibn mas significativa en el crecimiento
bacteriano se reporta en el ppcop depositado
sobre el portavidrio triturado (48 % para E. coli
y 49 % para S. aureus), seguido del ppcop
depositado sobre el portavidrio (16 % para E.
coliy 29 % para S. aureus) y, finalmente, la
tela, con solo una inhibicién del 3%y 6 % para

E. coli y S. aureus respectivamente. La
inhibicion de las UFC podria deberse
principalmente a la presencia de grupos
oxidantes, como el carbonilo en el ppcop.

1.00E+008 - K S. Aureus

E Coli

8.00E+007 [

6.00E+007

4.00E+007

J %%

Cubre objetos Cubre objetos (triturado)

2.00E+007 o [

Unidad Formadora de Colonias (UFC)

f
[
t
i
i

0.00E+000

Control Tela
Figura 4. UFC en presencia de ppcop €n tres
sustratos diferentes (tela, portavidrio vy
portavidrio triturado) y sin la presencia de
ppcop (control) a las 24 horas de crecimiento
bacteriano (S. aureus y E. coli).

La disminucion de UFC respecto al control de
la ppcop depositada en tres sustratos
diferentes (tela, portavidrio y portavidrio
triturado) puede atribuirse a las diferentes
areas de contacto efectivas en los tres
sustratos, siendo mayor en el portavidrio
triturado, seguido del portavidrio y menor en la
tela. Es importante mencionar que estas
bacterias miden aproximadamente 0.5 pum de
ancho por 2 um de largo en el caso de E. coli
y 1.5 um de didmetro en el caso de S. aureus,
que se considera inmévil. Las dimensiones de
las bacterias utilizadas limitan el area de
contacto efectiva a dimensiones superiores a
aproximadamente 4 um2 de superficie, lo que
representa una dificultad para establecer un
contacto efectivo de las bacterias con el ppcop
depositado en la tela, ya que este tipo de
sustrato se caracteriza por tener una
morfologia con irregularidades de
dimensiones menores al tamafio de las
bacterias. Este hecho, junto con Ila
incapacidad de las bacterias para migrar a
estas irregularidades en la matriz debido a su
escasa o nula movilidad (en el caso de S.
aureus), dificulta el contacto efectivo de las
bacterias con el ppcop, l0 que reduce la
actividad antimicrobiana.

Conclusiones.
Se realizé una copolimerizacién por plasma
frio de R-carvone y octadieno para obtener un
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—cep@fmero. La considerable reduccién de la
flexion =CH (990.28 y 908.80 cm™) y los
enlaces de estiramiento (3079.33 cm™) del
octadieno pueden sugerir la insercion de
hidrocarburos de cadena larga, como -C8H16-
, lo que podria conferir flexibilidad al polimero
y aumentar su rugosidad superficial. Sin
embargo, se necesitan estudios adicionales
para  confirmar  esto. La actividad
antimicrobiana del ppcop fue corroborada con
resultados favorables observados en tres
sustratos diferentes (portavidrio, portavidrio
triturado y tela), siendo el sustrato de
portavidrio triturado el que mostr6 mayor
reduccién de UFC, con una inhibicién del
48.69 +0.08% de E. coli y 49.31 +0.58% de S.
aureus. El resultado de GI mas bajo fue en el
sustrato de tela, con una inhibicion del 2.71
+1.3% de E. coli y 5.76 £2% de S. aureus,
destacando la influencia del area de contacto
efectiva de cada sustrato en la actividad
microbiana.
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