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Resumen: La tecnologia del plasma ha surgido como una herramienta destacada y versatil, que ha
atraido una atencién significativa en diversos dominios. Esta tecnologia se ha utilizado para la
activacion quimica del agua, la cual adquiere radicales bien conocidos como éxido nitrico, diéxido
de nitrégeno, ozono, tridxido de diéxido de nitrégeno, nitrato, superédxido y iones de hidrégeno, entre
otros. En el presente trabajo se activé agua de grifo mediante tecnologia de plasma, variando los
tiempos de tratamiento de 3, 30 y 60 minutos. Se midieron los valores de conductividad eléctrica
(CE), porcentaje de solidos totales (%ST) y pH antes y después del tratamiento con plasma,
observandose un incremento de la CE y %ST después de la activacion. Se sintetizaron hidrogeles
de quitosano cargados con 3% de carvacrol y 3% de agua activada por plasma (AAP) para cada
tratamiento con plasma. Los hidrogeles se analizaron mediante FTIR, SEM, hemocompatibilidad y
evaluacion antimicrobiana. Los espectros FTIR mostraron picos asociados a grupos funcionales
especificos del quitosano y a la interaccion entre el quitosano y el carvacrol. La microscopia de SEM
evidencid la presencia del carvacrol en los hidrogeles, los cuales presentaban una morfologia rugosa
y heterogénea. La prueba de hemodlisis directa demostré que todos los hidrogeles evaluados
resultaron hemocompatibles, siendo seguros para aplicaciones biomédicas. ElI ensayo
antimicrobiano revelé que los hidrogeles con carvacrol y AAP presentaron actividad antimicrobiana
significativa contra las sepas Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Aspergillus niger, lo que
sugiere su uso como biomateriales para prevencién y tratamiento de infecciones.

Introduccion.

En los ultimos afios, los avances en la
investigacion han revelado que el agua
activada por plasma es efectiva en la
esterilizacion y desinfeccion de superficies y
liquidos. Los estudios han demostrado que el
agua activada por plasma puede inactivar de
manera eficaz una amplia gama de bacterias
patégenas 1. Los hidrogeles son una matriz
tridimensional  entrelazada, con gran
capacidad de retencidn de agua, y que estan
siendo utilizados en el area biomédica como
aposito de heridas 2 3. A su vez tiene la
capacidad de cargarse con diferentes
sustancias como agua activada por plasma,
farmacos o0 extractos naturales con
propiedades  antimicrobianas como el
carvacrol 4, para ofrecer al hidrogel actividad
antagonista contra microorganismos
patégenos. El objetivo del presente trabajo fue
la obtencion de hidrogeles de quitosano
cargados  con agua activada  por
plasma/carvacrol con propiedades
antimicrobianas mejoradas.

Parte experimental.

Materiales. Para la activacion del agua se
utilizé agua de grifo. Los reactivos utilizados
para la sintesis del hidrogel fueron: Quitosano
(QS) de alto peso molecular (300, 000 g/mol)
quitina desacetilada, Poli (D- glucosamina)),
acido acético glacial (CH3COOH, 99.98%),
hidréxido de sodio (NaOH 98%), y carvacrol,
adquiridos en Sigma Aldrich y utilizados sin
tratamiento adicional.

Metodologia. La activacion del agua de la
llave se llevé a cabo a diferentes tiempos de
tratamiento por tecnologia de plasma, 3, 30 y
60 minutos, a 60 volts y utilizando aire a un
flujo de aire de 25 L/min. El extremo de la
punta del plasma jet se introdujo a una
profundidad de aproximadamente 1 cm dentro
del agua, para permitir que las burbujas
generadas alrededor de la punta agitaran de
forma continua el agua.

El agua activada y sin activar se evalué con un
potenciémetro y un conductimetro de la marca
HANNA, el cual media el pH, el % de sélidos,
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y la conductividad eléctrica. Las propiedades
del agua son medibles una vez que el AAP
haya alcanzado la temperatura ambiente.

Para la preparacion del hidrogel control se
utilizé 3% de quitosano (QS) disuelto en acido
aceético glacial al 2%, en agitaciéon constante,
a una temperatura de 60 °C; la solucion de QS
se vacié en una placa celular de 24 pocillos,
se ajusto el pH a 7, con NaOH 0.1 M. Los
hidrogeles cargados con extracto de carvacrol
y AAP se prepararon siguiendo la metodologia
anterior, pero afiadiendo 3 % de AAP (v/v) y
3% de carvacrol (v/v) a la solucion de QS, se
agitd constantemente la solucion, para
posteriormente vaciar en los pocillos de la
placa celular, y ajustar el pH a 7 con NaOH 0.1
M. Los hidrogeles se dejaron incubar durante
24 h a 37 °C. Transcurridas las 24 h, se
lavaron con agua destilada para eliminar el
exceso de NaOH.

Los espectros FTIR-ATR para los hidrogeles,
se realizaron en un equipo Thermo Scientific
Nicolet i S10 en un rango de 600 a 4000 cm™?
con 100 escaneos y una resolucién de 0.4 cm-
1, Para la caracterizacion morfolégica de los
hidrogeles se empleé un microscopio
electrénico de barrido de emisién de campo
SEM Hitachi SU8010. Las muestras se
recubrieron con plata para facilitar la
conductividad eléctrica de los hidrogeles,
antes del andlisis.

La evaluacion de la hemocompatibilidad se
realizé con sangre humana recién obtenida de
donantes voluntarios no fumadores, la cual fue
recolectada en tubos heparinizados y
posteriormente centrifugada a 3000 rpm
durante 4 minutos a 4 °C. El sedimento
resultante se lavo tres veces con una solucion
Alsever fria. El sobrenadante resultante se
diluyé 1:99 con la solucion Alsever. Se
tomaron 150 pyL de esta suspensiéon para la
evaluacion de cada muestra. Las muestras se
prepararon en concentraciones de 1, 25y 5
mg/mL de los hidrogeles. La solucion Alsever
y el agua desionizada se usaron como
controles negativo y positivo,
respectivamente. Las muestras se
centrifugaron a 2500 rpm durante 4 minutos y
la hemoglobina libre en el sobrenadante se
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midi6 espectrofotométricamente por UV a 415
nm utilizando el modelo HTX de Sinergy.
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Las propiedades antimicrobianas de los
materiales se investigaron con un ensayo
cualitativo, utilizando el método de inhibicion
por formacion de halo. Se eligieron dos cepas
bacterianas patogenas clinicas, una gram
positiva (Staphylococcus aureus) y una gram
negativa (Escherichia coli). Se utilizé el hongo
Aspergillus niger para la evaluacion de las
propiedades antifungicas. Estas cepas fueron
proporcionadas por el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Auténoma de
Coahuila.

Se realizaron diluciones seriadas para
disminuir la concentracibn de la cepa
bacteriana. Se inocularon 200 yL de la tercera
dilucién en las cajas con agar nutritivo, se
sembraron de manera uniforme,
posteriormente se coloc6 un hidrogel por cada
caja, previamente esterilizado mediante
irradiacion con luz ultravioleta durante 20 min.,
cada hidrogel tenia un diametro de 7 mm. Se
incubaron las cajas por 24 h a una
temperatura de 37 °C. Transcurrido el tiempo
de incubacion se observaron los halos de
inhibicion formados, y se midieron los
didmetros de los mismos.

Para evaluar la actividad antifingica se
colocaron cuadrados de 10 mm por lado al
centro de la caja con agar nutritivo, y los
hidrogeles se colocaron en los cuatro puntos
cardinales de la caja. Para el control solo se
sembroé el hongo sin hidrogeles, se dejé crecer
el hongo a 37 °C hasta que el control cubriera
la caja en su totalidad, (7 dias) y se midi6 el
crecimiento del hongo frente a los hidrogeles.

Resultados y discusion.

Para la caracterizacién del agua de grifo, se
midieron los siguientes pardmetros antes y
después de la activacion del plasma
conductividad eléctrica (CE), porcentaje de
solidos totales (%ST) y pH. Antes de la
activacion del plasma, el agua del grifo tenia
una CE de 964 ps/cm y un %ST de 474 ppm,
mientras que el valor de pH se encontraba en
7,8. El agua se activo con plasma variando los
tiempos de tratamiento (3, 30 y 60 min).
Después de la activacion con plasma, el agua
aumenta las cantidades de CE con valores de
936, 1017 y 1077 ps/cm respectivamente al
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tiempo de tratamiento. El aumento en los
valores de CE y %ST observados después de
la activacion se pueden atribuir a la presencia
de iones activos, que se generan en el
proceso de interaccion entre el plasma y el
agua 5°.

El pH del agua del grifo sin tratar oscilaba
alrededor de 7,8. Tras la activacion del
plasma, se observé un aumento del pH. Con
un tiempo de activacién de 3 minutos, el pH
subié a 8,7; con 15 minutos, a 8,8; y con 30
minutos, baj6 a las 8,7. En la literatura existen
reportes de agua tratada donde el pH
disminuye tras la activacion, sin embargo, los
investigadores utilizaron agua purificada,
destilada o desionizada 112, En el presente
trabajo el agua de grifo se vuelve una base
débil, esto debido a la presencia de minerales
y otras sustancias disueltas en el agua del
grifo que pueden actuar como
amortiguadores, evitando que el pH disminuya
lo suficiente como para volverla acida, esto se
puede corroborar con el valor de %ST que
antes de la activacion estan elevados.

FTIR

La Figura 1 muestra las bandas espectrales
de los hidrogeles evaluados por FTIR. Los
espectros FTIR mostraron picos
correspondientes a grupos funcionales
especificos, la vibracién de estiramiento del
OH present6 un pico entre 3500 y 3400 cm.
Las vibraciones de estiramiento simétricas y
asimétricas correspondieron a CHs y CH:
alrededor de 3000 y 2900 cm !
respectivamente. Se puede observar una
banda entre 1300 y 1450 cm™
correspondiente al enlace C-N del hidrogel de
guitosano. En esta misma area se superpone
una banda muy pronunciada alrededor de los
1450 cm™! correspondiente al enlace C=C de
los anillos aroméaticos del carvacrol, que se
puede observar Unicamente en los hidrogeles
con este compuesto 3 14, Y finalmente, las
bandas de estiramiento aproximadamente a
los 1025 cm?t y a los 890 cm™! representan a
los enlaces C-O y C-H que estan presentes en
la estructura quimica del quitosano 5.
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Figura 1. Bandas espectrales obtenidas del
andlisis de FTIR en las muestras de
hidrogeles de quitosano cargados con agua
activada por plasma/carvacrol.

SEM

La Figura 2 representa los resultados de
microscopia electrénica de barrido, donde las
imagenes a) y e), son hidrogeles de quitosano
control (HCS); b) y f), H1; c) y g), H2 y d) y h),
H3. En los incisos a) y e) se muestra una
estructura rugosa y una superficie irregular.
Este es un hidrogel de quitosano puro sin
adicion de carvacrol ni agua activada por
plasma, y la morfologia rugosa es
caracteristica del quitosano en su forma
basica. En las Figuras 2b) y f) La superficie
parece mas lisa y menos granulada que en la
imagen. A una magnificacion de 8000x se
pueden observar estructuras globulares
atribuidas a la presencia de carvacrol en el
hidrogel. En las Figuras c) y g) se observa una
superficie  rugosa con una textura
heterogénea. Las Figuras 2d) y h) presentan
una estructura con formaciones esféricas y
agrupaciones de particulas. Esto sugiere una
interaccion significativa entre el quitosano y el
carvacrol, posiblemente formando agregados
que alteran la morfologia superficial del
hidrogel. La homogeneidad en la superficie de
los hidrogeles varia entre un hidrogel y otro,
este se atribuye al método manual de
obtencién de los hidrogeles, sin embargo, los
hidrogeles con carvacrol muestran superficies
con formaciones esféricas y agregados, en
contraste con el hidrogel de quitosano puro
gue presenta una estructura mas rugosa y
porosa.
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Figura 2 Microscopia electrénica de barrido, a)
HCS (x650), b) H1 (x650), ¢) H2 (x650), d) H3
(x650), e) HCS (x8000), f) H1 (x8000), g) H2
(x8000), h) H3 (x8000).

Prueba de hemdlisis directa

Se realizd una prueba de hemodlisis directa
utilizando sangre humana con el fin de
analizar la hemocompatibilidad de los
hidrogeles. En la Figura 3 se presentan los
resultados obtenidos en la prueba. Los
resultados muestran que todos los hidrogeles
evaluados (CS, H1, H2 y H3) presentaron
valores de hemdlisis por debajo del 2%, lo que
indica que son no hemoliticos. Esto de
acuerdo a los parametros establecidos por la
Norma ASTM F 756 17, que indica que valores
inferiores al 2% son considerados no
hemoliticos, del 2 al 5% ligeramente
hemoliticos y valores superiores al 5% son
hemoliticos. También, se observa que al
aumentar la concentracion evaluada del
hidrogel con agua activada por
plasma/carvacrol, el porcentaje de hemdlisis
incrementa. En la grafica a) se presenta el
control utilizado y el cual contiene Unicamente
quitosano. Al comparar esta grafica con las
demas, se puede observar que el afiadir agua
activada y carvacrol si afecta el
comportamiento del hidrogel, aumentando su
porcentaje de hemdlisis, sin embargo, los
hidrogeles siguieron presentando resultados
no hemoliticos, convirtiéndolos en materiales
seguros al contacto con la sangre y por lo
tanto podrian utilizarse en futuras aplicaciones
biomédicas 6.
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Figura 3 Graficas representativas de la prueba
de hemocompatibilidad para los hidrogeles de
quitosano cargados con agua activada por
plasmal/carvacrol.

Ensayo cualitativo antimicrobiano

La Figura 4 muestra los resultados de la
prueba antimicrobiana de los hidrogeles
evaluados. El hidrogel control de quitosano no
mostré actividad antimicrobiana contra E. coli,
S. aureus ni A. niger. Este mismo efecto fue
observado en la investigacién de Hernandez,
et al. 2011; donde los investigadores
evaluaron peliculas de quitosano sin
tratamiento adicional y sin adicion de algun
otro componente contra la cepa S. aureus y
las peliculas no exhibieron zona de inhibicién
contra la cepa probada, los autores
mencionan que independientemente del
efecto antimicrobiano reportado en la
literatura del quitosano, esta actividad ocurre
sin la migracion de agentes activos y que el
quitosano no se difunde a través del agar, por
lo tanto, solo produce inhibicion en contacto
directo con los sitios activos del quitosano 7.
Todos los hidrogeles evaluados (H1, H2 y H3)
presentaron actividad antimicrobiana contra
las sepas E. coli, S. aureus y A. niger, ya que
el halo de inhibicion fue evidente. La inhibicion
mostrada por los hidrogeles es gracias a la
sinergia entre dos compuestos
antimicrobianos, el agua activada por plasma
y el carvacrol. Por un lado, el agua activada
por plasma tiene especies reactivas (RONS)
conocidas por sus propiedades
antimicrobianas 18 19, Las especies reactivas
pueden interactuar con la membrana
bacteriana y dafiarla a través de la
peroxidacion lipidica, que altera la estructura,
seguida de cambios morfolégicos, dafio del
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ADN vy alteraciones de las estructuras
funcionales de las proteinas. Por otro lado, el
carvacrol ha sido ampliamente reportado
como un aceite antimicrobiano que puede
reducir poblaciones de E. coli, S. aureus,
Salmonella spp entre otros 1.

Escherichia coli

Staphylococcus
aureus

Aspergillus niger

Figura 4 Halos de inhibicion en la prueba
antimicrobiana realizada a los hidrogeles de
quitosano cargados con agua activada por
plasmal/carvacrol.

Conclusiones.

Se obtuvieron exitosamente hidrogeles
estables de quitosano cargados con agua
activada por plasma y carvacrol. La sinergia
entre estos elementos con propiedades
antimicrobianas, lograron que el hidrogel
presentara actividad antagonista contra
distintas cepas bacterianas y hongos, ademas
se demostré que el hidrogel es seguro para
aplicaciones en el area médica ya que
presenté hemocompatibilidad.
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