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RESUMEN

INTRODUCCION: El area de la salud se ha mantenido en la exploracion de nuevas
opciones para el control de microorganismos patogenos, los productos naturales
representan una gran alternativa. Actualmente el quitosano 'y propoleo son ampliamente
utilizados en Odontologia, obteniendo resultados favorables. OBJETIVO: Establecer la
concentracion ideal de la tintura propéleo al 45% (TP) presente en una membrana de
quitosano que garantice un efecto antibacteriano sobre patégenos de interés odontoldgico.
METODOLOGIA: Investigacion de tipo explicativo y disefio experimental en un
contexto de laboratorio, se determinéd la actividad antibacteriana de TP al 45% sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 por la técnica de difusion en agar modificada con
pozos, se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) utilizando la técnica de
macrodilucion en tubos. Se elaboraron las membranas de quitosano/propéleo con la CIM
obtenida. El efecto antimicrobiano se evalu6 mediante método de difusion en agar. Todas
las evaluaciones se realizaron por triplicado, utilizando como grupo control gluconato de
clorhexidina al 0,12%. Los datos se reflejaron de acuerdo a las diferentes fases del
experimento en gréaficos de barra y tablas simples, también fueron procesados a través de
la prueba estadistica “T de Student” RESULTADOS: Fase I, S. aureus fue maés
susceptible que E. faecalis. Fase Il, CIM de TP para S. aureus 16 ug/mL, E. faecalis 128
ug/mL. Fase Ill, no hubo actividad antibacteriana dada por las membranas.
CONCLUSION: TP mostré actividad ante dos de las bacterias, las membranas de
quitosano/propdleo no presentaron inhibicion sobre las cepas.

Palabras clave: quitosano, propoleo, actividad antimicrobiana, bacterias
odontopatdgenas.
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INTRODUCCION

En la actualidad el area de la salud se mantiene en la blasqueda de nuevas
opciones para el manejo y control de microorganismos patdgenos, donde el uso de
productos de origen natural es una de las de mayor auge. Los microorganismos, al
igual que todo ser vivo, tienen capacidad adaptativa; y debido a esto han logrado
presentar resistencia ante algunos antimicrobianos; ademas de los efectos adversos
que algunas de estas sustancias sintéticas tienen sobre el cuerpo humano.

El quitosano y propdleo son dos productos de origen natural que estan siendo
ampliamente usadas en Odontologia bajo diferentes presentaciones y especialidades,
obteniendo resultados favorables en: tratamientos endodonticos, cirugias,
restauraciones y problemas periodontales. La ventaja del empleo de sustancias
naturales, posiblemente se deba a su accesibilidad, bajo costo y poca posibilidad de
presentar efectos adversos.

Las evidencias halladas sugieren que el quitosano y el propdleo son potentes
antimicrobianos, sin embargo, la accion antimicrobiana de ambas sustancias dentro
de una membrana viable no ha sido estudiada; es por ello, que ésta investigacion se
enfocara en determinar de forma in vitro la actividad antimicrobiana de una
membrana de quitosano y propoleo sobre los patégenos de interés odontoldgico
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Asimismo se realizard la comparacion de
dicha accién con gluconato de Clorhexina al 0,12%, el antimicrobiano de eleccion en
Odontologia.

La presente investigacion tendrd un alcance de tipo explicativo y un disefio
experimental en un contexto de laboratorio y estard estructurado de la siguiente
manera:
e Capitulo I:
o Planteamiento del problema

o Obijetivos de la investigacion
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o Justificacion

e Capitulo II:

o Antecedentes

o

Bases tedricas

e Capitulo IlI:

(@]

o

Nivel y disefio de investigacion

Poblacion

Muestra

Sistemas de variables

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Procedimientos, materiales, equipos e instrumentos
Principios bioéticos

Analisis de

resultados.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Definicion y contextualizacion del problema

La cavidad bucal es considerada un ecosistema microbiano®, ya que alberga
innumerables bacterias que forman la microbiota bucal y tienen capacidad
odontopatégena®, las mas comunes son: Estreptococos del grupo mutans®
* Lactobacillus® , Actinomyces >,  Porphyromonas  gingivalis®>  Prevotella
intermedia®, Tannerella forsythia®, Treponema denticola’, Fusobacterium nucleatum®
y Staphylococcus aureus®, que pueden ser causantes de diferentes enfermedades
bucales’. Ademés de la microbiota bucal antes mencionada, existen otras bacterias
exogenas, gque no  producen afeccion tipica bucal, pero pueden causar
sobreinfecciones, donde se aislan enterobacterias como Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae y  Pseudomonas aeruginosa; dichos microorganismos
exogenos tienen gran importancia debido a la gran cantidad de factores de virulencia
y por ser patdgenos en otros sitios organicos, pudiendo dificultar el tratamiento de
distintas afecciones®,

Para la prevencion, manejo y control de infecciones bucales en odontologia, se
ha usado la clorhexidina® ™, la cual es reportada en la literatura como el antiséptico
bucal de eleccién ****° No obstante ha demostrado efectos adversos al emplearla
por tiempo prolongado y algunos efectos toxicos™®, de ellos destacan: la tincién en
dientes, tejidos blandos y restauraciones, ademas de alterar el sabor, generar
sensacion de ardor e irritacion de la mucosa y tumefaccion parotidea’’. En el rea de

1819 3 causa del incremento

la salud se ha buscado hacer uso de productos naturales
de la resistencia a los antibidticos, efectos secundarios que generan algunos
antimicrobianos, mayor disponibilidad que ofrecen los productos naturales y sus

menores costos?’. De alli destaca el uso de tratamientos apicolas llamados

13



“apiterapia”, siendo el propoleo uno de los mas conocidos®’. El propdleo es un

polimero resinoso natural producido por las abejas®'?* %3 16.21-

21,24-26

a partir de las plantas

2% y exudados de las cortezas de los arboles , ésta resina lipofilica es pegajosa y

flexible al exponerse al calor, o dura y quebrantable a bajas temperaturas™.

En sus propiedades, el propdleo destaca como agente antioxidante?

|22,24 2,22,23,25,27 2,18,22,23,25,26
H H

antitumora antimicrobiano antiinflamatorio

18222426 " anticancerigeno y antiviral®'2#2242% asi como se ha encontrado

2,18,22,25,26

antifungico

actividad antibacteriana sobre diversos microorganismos, donde algunos de

ellos han expuesto ser resistentes a los antibi6ticos®*. Cabe destacar que el propéleo al
poseer multiples actividades bioldgicas y ser una fuente de polifenoles, tiene alto
potencial para ser utilizado como un agente activo que se puede incorporar en
peliculas®.

En odontologia se le han adjudicado maultiples usos con resultados beneficiosos

18,22

donde se destacan el efecto antibiopelicula'®®, desinfectante'™® y sellador

endodontico?!, desinfectante cavitario, agente preventivo de la hipersensibilidad

dentaria®?®  material restaurativo, efecto cariostatico'®?®, antiinflamatorio,

coadyuvante en el tratamiento de la enfermedad periodontal'®#%, preservante de la

vitalidad de células periodontales en dientes avulsionados?*?, inductor de la

|2l 18,21,22

regeneracion tisular periodontal =" y reparacion de la mucosa bucal ulcerada

Por otro lado, el quitosano, es derivado de la desacetilacion de la quitina®32%-%,

30,33

la cual se conoce como el segundo polisacarido mas abundante del planeta®™ "y cuya

como el
28—30. E|

fuente de obtencién principal son los exoesqueletos de los crustaceos? %2

28,29 28,29,33 28-30

cangrejo®®? y camarén , algunos insectos®®*!, hongos®* y plantas

quitosano es considerado un polisacarido con una inmensa cantidad de beneficios,

donde se puede resaltar el ser biocompatible?®?%3%323 pjodegradable?®?*%03!

23,30 23,30,32,34 26,31-34

bioadhesivo“>*", no toxico y ademas de bajo costo , con multiples
propiedades donde se destaca como agente antibacteriano®®. Debido a esto, lo
convierte en un agente ideal para aplicaciones topicas y sistémicas en la medicina y
farmacologia, para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos™®. La

actividad antimicrobiana del quitosano posee un espectro contra bacterias Gram
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negativas, Gram positivas y hongos®; la cualidad més noble radica en su estructura
molecular, ya que posee grupos funcionales reactivos que permiten realizar diferentes
uniones electroquimicas a nivel celular y molecular; por esto se convierte en un
vehiculo ideal para diversos farmacos?*3434,

En odontologia el quitosano genera interés, pues ha demostrado su actividad
antimicrobiana al cubrir superficies con dicho biomaterial y protegerlas contra
infecciones; especificamente se ha comprobado que las superficies recubiertas con
quitosano resisten la biopelicula de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans®.
Ademas se ha empleado en diferentes formas como membranas, hidrogeles, gelatinas,

30,32

entre otras™ >y en distintas disciplinas, tales como, endodoncia para el tratamiento e

21,32 21,30

irrigacion del canal radicular®~°°, periodoncia® "y cirugia en la restitucion de tejidos

duros y blandos perdidos®, regeneracion 6sea guiada® y para cubrir defectos 6seos
causados por diversas etiologias®2%%32,
Investigadores han planteado el uso de quitosano como vehiculo de otras

sustancias®2%26:3%

, en este caso el propoleo, demostrando que es posible la union entre
ambos biomateriales debido a sus interacciones quimicas®. Es por ello que se ha
estudiado la accion antimicrobiana del propdleo y el quitosano, al combinarlos en
diferentes presentaciones para su posible aplicacion en las especialidades de la
odontologia, tales como: operatoria dental al evaluar un barniz y gel adhesivo de

2236 an endodoncia al estudiar un

quitosano/propdleo con posible efecto anticariogeno
gel de quitosano/propéleo como posible irrigante y medicamento intraconducto®’.

Se ha estudiado el papel del prop6leo en nanoparticulas con quitosano para
evaluar sus propiedades antimicrobianas y anti-biopelicula contra E. faecalis; los
resultados de este estudio revelaron que la nanoformulacion de quitosano-propéleo
puede considerarse como un potencial agente anti-biopelicula para resistir infecciones
que involucran la formacion de biopelicula en heridas crénicas e infecciones del sitio
quirdrgico®™. Sin embargo, no se han hallado estudios donde evaltien la actividad
antimicrobiana in vitro al combinar prop6leo en membranas de quitosano contra

bacterias odontopatdgenas, de alli surge la siguiente interrogante ¢qué actividad
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antimicrobiana poseen estos dos productos al utilizarse en forma de membrana contra

bacterias odontopatdgenas?

1.2 Objetivos de la investigacion

121

Objetivo general

Establecer la concentracion de propéleo presente en una membrana de quitosano

que garantice un efecto antibacteriano sobre patdgenos de interés odontoldgico
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)

1.2.2

Objetivos especificos

Determinar la actividad antimicrobiana de la tintura de propdleo al 45%
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Pseudomonas
aeruginosa.

Determinar la actividad antimicrobiana del gel de quitosano contra
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa.
Determinar la Concentracion minima inhibitoria (CIM) de la tintura de
propdleo al 45% sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y
Pseudomonas aeruginosa.

Analizar la actividad antimicrobiana de membranas de quitosano/propoéleo
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Pseudomonas
aeruginosa utilizando como control positivo gluconato de clorhexidina al
0,12%.

1.3 Justificacion

Por lo anteriormente expuesto se plantea que:

De acuerdo con la aparicion de especies patdgenas con alta resistencia hacia
numerosos farmacos, biodisponibilidad insuficiente y posibles efectos

secundarios del antiséptico de eleccion, es de gran relevancia la busqueda de
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alternativas que sean de facil acceso, que reduzcan el uso de antibidticos para
asi evitar el aumento de resistencia bacteriana y que produzcan la menor
cantidad de efectos adversos, sin disminuir su efectividad antiséptica, tales

podrian ser los biomateriales, como: el prop6leo y el quitosano.

Agregando a lo anterior, no se encontraron estudios en odontologia acerca de
la combinacion del propéleo en membranas de quitosano y sus efectos
antimicrobianos sobre bacterias de interés odontolégico, es por esto que se
decidio evaluar la capacidad antimicrobiana al unir estos biomateriales en una

membrana para su estudio in vitro.
El estudio del efecto antimicrobiano de las membranas de propdleo/quitosano

sobre bacterias odontopatdgenas, es un punto de partida para futuras

investigaciones y su aplicacion en el ambito clinico odontoldgico.

17



CAPITULO II
MARCO TEORICO

1.4 Antecedentes:

En este capitulo, se consideran aspectos tedricos fundamentales del estudio. De
esta manera se incluyeron estudios previos que poseen relacién con la presente
investigacion. A continuacién, se citaron algunas investigaciones tanto nacionales
como internacionales, expuestas en orden tematico y cronoldgico de las mas antiguas

a las mas recientes.

1.4.1 Actividad antimicrobiana del quitosano/propdleo sobre Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa.

1411 Gel:

Luaces’ en 2017 en la Universidad de Cuenca, realizé un estudio comparativo de
la actividad antimicrobiana de un gel de propdleo con quitosano e hidréxido de calcio
sobre E. faecalis. El gel de quitosano con propoleo se obtuvo al mezclar 4 mL de
acido acético al 1% con quitosano en polvo, m&s 1 mL de extracto de propdleo al
30% al cual se le realizd una agitacion a 500 rpm durante 10 minutos. Se procedio a
la inoculacion de las bacterias pasando un aplicador con inoculo tres veces seguidas
en la superficie del agar Mdueller-Hinton. Posteriormente, se colocaron discos
embebidos con clorhexidina en gel al 2%, ampicilina, hidroxido de calcio y agua
destilada, el gel de quitosano y quitosano/propdleo, se agregaron directamente sobre
el agar por medio de pocillos de 6mm. En la medicion de los halos de inhibicion, la
ampicilina (control positivo) presentd halos inhibitorios mayores con 31 — 40 mm,
siguiendo luego el gel de quitosano-propoleo el cual produjo halos de 21 — 30 mm, el

Calcifar-P (hidroxido de calcio) y clorhexidina presentaron halos de 11 — 20 mm. El

18



gel de quitosano produjo en el 100% de casos, halos de 11 — 20 mm. El autor
concluyo que el gel de quitosano/propoleo obtuvo el halo inhibitorio mas alto, lo cual
denota su potente actividad antimicrobiana in vitro sobre el E. faecalis, sugiriendo
que podria ser una buena alternativa para ser empleado como medicacion

intraconducto.

1.4.1.2 Nanoparticulas:

Ong et al.** 2017 en Malasia, estudiaron el rol del propéleo desarrollado en
nanoparticulas de quitosano por sus propiedades antimicrobianas y anti biopelicula
contra E. faecalis. Se afiadid extracto etandlico de propdleo a las nanoparticulas de
quitosano para crear 6 formulaciones de nanoparticulas de propoleo y quitosano con
diferentes concentraciones de prop6leo; en una placa de microtubulacion de 24
pocillos se afiadid 1 mL de caldo de cultivo de E. faecalis junto con extracto etanélico
de propoéleo, extracto de acetato de etilo de propoleo o la formulacion (F1) de
nanoparticulas de propdleo y quitosano (concentraciones de 100,200 y 300 pg/mL); a
partir de alli se inocularon en agar tripticasa soya, diluciones en serie de bacterias
planctonicas y biopelicula. Posteriormente, se evalué el efecto antibacteriano al
observar la disminucion de la supervivencia bacteriana; las bacterias planctonicas y la
biopelicula fueron mas sensibles a la formulacion de nanoparticulas de propdleo y
quitosano que a los extractos de propoleo, y su efecto fue mas potente al aumentar la
concentracion (300 pg/mL). La biopelicula se visualiz6 con microscopio electronico
de escaneo y microscopio de fluorescencia, en ambas se observd la ruptura de la
biopelicula por accion de las nanoparticulas de quitosano/propoleo, los extractos de
propdleo generaron ruptura parcial, demostrando la eficacia de las nanoparticulas. En
conclusion, los autores acuerdan que la nanoformulacion de quitosano/prop6leo tenia
los pardmetros fisicoquimicos para inhibir la formacidn bacteriana y alterar los genes
responsables de la virulencia y formacién de la biopelicula del E. faecalis;
demostrando que tiene el potencial de ser desarrollado como terapéutico en la

formacién de la biopelicula bacteriana.
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1.4.2 Actividad antimicrobiana del quitosano/propoleo sobre otras bacterias:

Franca et al.”®> en 2014 en la Universidad Federal de Minas Gerais - Brasil,
estudiaron la actividad antimicrobiana de un barniz de prop6leo a base de quitosano
contra bacterias patdgenas orales. Para tal fin, crearon un barniz de quitosano con tres
diferentes concentraciones de propoleo, 15%, 10% y 5%, aplicados en incisivos
bovinos. El estudio de la morfologia de las peliculas formadas sobre las superficies
dentales se evalu6 a través de espectroscopia infrarroja. Las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana se realizaron en cultivos de agar para las bacterias:
Streptococcus mutans,  Streptococcus  sanguinis,  Streptococcus  salivarius,
Lactobacillus casei, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum, donde fueron aplicados
discos de papel estériles que contenian los barnices en las 3 concentraciones. Luego
de 48 h de incubacion, midieron el didmetro de las zonas de inhibicién para
determinar el crecimiento bacteriano, obteniendo que todas las concentraciones de
barniz de propoleo-quitosano inhibieron el crecimiento de todos los microorganismos
probados. Sin embargo, no observaron diferencias significativas entre los barnices de
5%, 10% y 15%. Las zonas de inhibicion fueron menores para los microorganismos
anaerobios P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans, mientras que fueron mayores
para P. intermedia y F. nucleatum. Las zonas de inhibicion en microorganismos de
biopelicula cariogénica (S. mutans, S. sanguinis, S. salivarius y L. casei) no arrojaron
diferencias significativas entre ellas.

1.3 en la Universidad Federal de Minas Gerais -

En el mismo afio, De Luca et a
Brasil, estudiaron las propiedades antimicrobianas, citotoxicidad y liberacion
sostenida del extracto etandlico de propdleo verde brasilero en comparacién con la
clorhexidina. Prepararon 4 tipos de barnices (barniz de quitosano, barniz de extracto
etandlico de propdleo, barnices de propdleo/quitosano al 5%, 10 % y 15 % y barniz
de clorhexidina al 0,12%). La sensibilidad bacteriana fue detectada por el método de

Kirby-Bauer, para ello se coloco papel de filtro estéril humedecido con 20 pL de cada
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barniz sobre cepas de Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
salivarius y Lactobacillus casei; luego se midio el halo inhibitorio formado a las 24 y
48 horas. Todos los barnices de propoleo arrojaron resultados de mayor inhibicién
bacteriana comparados con la clorhexidina. Los valores de concentracién minima
inhibitoria y minima bactericida del barniz de propdleo se determinaron en 0,6 — 1,2
mg/mL; el barniz que arrojo mejores resultados fue el de 15% de concentracion de
propdleo. Los autores concluyeron que estos barnices tienen actividad antimicrobiana
contra las bacterias estudiadas, ademas de su baja toxicidad.

Ong et al.?®

en 2019 en Malasia, realizaron una investigacion para determinar la
actividad antimicrobiana y el sinergismo con otros antibi6ticos de las nanoparticulas
de quitosano/propodleo. Para determinar la actividad antimicrobiana utilizaron cepas
de Staphylococcus epidermidis, a las cuales se les afiadio varias concentraciones de
etanol, extractos de acetato de etilo de propdleo y nanoparticulas de
quitosano/propoleo; - posterior a su- incubacién y formacién de la biopelicula,
diluyeron en serie las bacterias planctonicas sobrenadantes y las bacterias de
biopeliculas. Las cuales colocaron en placas con agar tripticasa soya para determinar
las unidades formadoras de colonias en cada una. Obteniendo como resultado que las
nanoparticulas de quitosano/propéleo en wuna concentracion de 100 pg/mL
demostraron ser mas eficaces en la disminucion de la supervivencia bacteriana tanto
en biopeliculas preformadas como en las bacterias planctonicas de S. epidermidis en
comparacién con los extractos de etanol y acetato de etilo de propdleo. Los autores
concluyeron que los extractos etandlicos de propoleo y las nanoparticulas de
quitosano/propdleo tienen capacidad de inhibir la formacion y eliminar la biopelicula
establecida del S. epidermidis, sin embargo, tienen mejor eficacia las nanoparticulas
por sobre los extractos, adjudicado quiza por el menor tamafio de las particulas que
pueden penetrar la biopelicula y eliminar la bacteria.
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1.4.3 Actividad antimicrobiana del propdleo sobre Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa.

Akca et al.’® en 2015 en la Universidad de Turquia, realizaron un estudio para
evaluar la eficacia del extracto etandlico de propdleo y la clorhexidina al 0,2% sobre
células planctonicas de Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. Se determin6
la concentracién minima inhibitoria y bactericida del gluconato de clorhexidina
(CHX) y el extracto etanolico de propdleo (EEP) en los medios de agar. Los
resultados que consiguieron fue que el EEP inhibi6 el crecimiento de todas las
especies como la CHX. Ademés, el analisis de las biopeliculas de los
microorganismos probados reveld que ambos agentes de prueba no fueron tan
efectivos como lo fueron en las especies planctdnicas. Sin embargo, mencionaron que
la concentracion de ambos agentes era suficiente para manifestar un efecto
bactericida. EI EEP obtuvo su mejor efecto bactericida para E. faecalis. Concluyeron
que la administracion de propdleos en concentraciones apropiadas podria ser efectiva
sobre microorganismos bucales. Aungue CHX sigue siendo de los productos de
enjuague bucal mas comunes contra la amplia gama de microorganismos, el EEP
puede servir como alternativa natural y enjuague bucal antimicrobiano confiable para

evitar los efectos secundarios de CHX.

En el mismo afio, Barragan® en la Universidad Central del Ecuador - Quito,
realizd6 un estudio cuyo objetivo fue determinar la accion antibacteriana de la
Procaina 2% mas Cafeina 0.25% (impletol) y del extracto de propdleo (comercial) en
28 cepas de Enterococcus faecalis para utilizarlo como coadyuvante en la irrigacion
del tratamiento de conducto, comparando los resultados con el hipoclorito de sodio.
Las cepas bacterianas se activaron e incubaron en anaerobiosis por 48 h,
posteriormente se prepararon indculos equivalentes al patron 0.5 Mcfarland y se
sembraron en agar sangre de cordero, luego se procedi6 a colocar discos de papel
embebidos con las sustancias a estudiar para medir la presencia y diametro de los
halos inhibitorios tomando como criterio de sensibilidad un halo de 10 mm o mas.

Los resultados arrojaron que el hipoclorito de sodio tiene mayor actividad
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antimicrobiana sobre E. faecalis en comparacion con el extracto de propdleo; la
cafeina no gener6 actividad antimicrobiana; concluyendo que el propo6leo puede ser
utilizado como coadyuvante a la irrigacion con hipoclorito de sodio, pero su accion
antimicrobiana es menor sobre E. faecalis y la solucion de procaina 2% mas cafeina

0.25% no tiene accidn antimicrobiana.

Bucio et al.*® en 2017 en la Universidad de La Salle Bajio, México. Realizaron
una investigacion con extracto etanodlico de propdleo para evaluar su actividad
antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus usando como medio el agar
tripticasa soya, crearon cinco pozos de 6 mm de diametro, en cada uno se coloco 40
uL de los extractos de propdleo o de los controles (etanol y agua). Las cajas de Petri
fueron colocadas a 4 °C durante 12 horas para permitir la difusion del extracto en el
medio de cultivo, y luego se incubaron a 37 °C por 24 horas, tomando al término de
dicho tiempo el diametro en centimetros del halo de inhibicion. Se hallé que los
extractos de propdleo inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus con un halo
de inhibicion de 1,6 cm. Dicha actividad inhibitoria fue medida basandose en la

presencia de una zona bien definida alrededor del pozo donde se coloco el propoleo.

Tapia®, durante el afio 2018 en la Universidad de Huanuco — Perd, realizé un
estudio in vitro con el fin de determinar el efecto antibacteriano del extracto de
propdleo frente al gluconato de clorhexidina al 0,12% como antiséptico bucal, sobre
cepas de Staphylococcus aureus. Las bacterias fueron inoculadas en agar sangre, se
adicionaron discos impregnados con extracto de propdleo al 30% y gluconato de
clorhexidina al 0.12%, posteriormente fueron incubadas a 37 °C. A las 24 y 48 horas
fueron medidos los halos de inhibicion. Los hallazgos obtenidos fueron que el
extracto de propo6leo como antiséptico bucal in vitro, tuvo efecto antibacteriano de un
44% durante las 24 horas y de 56 % durante las 48 horas, mientras que el gluconato
de clorhexidina al 0.12 %, obtuvo 50.5% de efecto para el tratamiento antibacteriano

a las 24 horas de su aplicacion y 49.5% a las 48 horas. Por lo que se concluyé que el
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extracto de propdleo posee un mayor efecto antibacteriano que el gluconato de

clorhexidina al 0.12% luego de 48 horas de su aplicacion.

AL-Ani et al.** en 2018 realizaron un estudio en la Universidad de Heidelberg,
Alemania con el fin de investigar y comparar la composicion quimica y actividad
biolégica de muestras de propdleo recolectadas en diferentes zonas geograficas
(Alemania, Irlanda y Republica Checa). Las muestras de propdleo fueron molidas y
mezcladas con etanol para obtener un extracto etandlico de propdleo y con agua para
tener un extracto acuoso de propoleo. Dentro de las cepas evaluadas se encontraban
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, las cuales fueron cultivadas en
agar Columbia suplementado con 5% de sangre de oveja y en caldo Mueller-Hinton,
posteriormente determinaron la Concentracion inhibitoria minima (CIM) y la
Concentracién minima bactericida (CMB). Los resultados obtenidos arrojaron que
todos los extractos poseian actividad pero que el propdleo irlandés demostrd6 mayor
actividad bactericida frente a los microorganismos Gram positivos, seguidos del
propéleo checo y aleman, donde para Staphylococcus aureus se encontré que en el
extracto etanolico de propoleo aleméan la CIM fue de 1,2 mg/mL y CMB de 2,5
mg/mL, el checo de CIM de 0,3 mg/mL y CMB 0,6 mg/mL, irlandés de CIM 0,08
mg/mL y CMC 0,1 mg/mL en el extracto acuoso del prop6leo aleman la CIM 1,2
mg/mL y CMB 2,5 mg/mL. No obstante los extractos etanolicos presentaron una
eficacia moderada frente a microorganismos Gram negativos, especificamente para
Pseudomonas aeruginosa el extracto etanolico de propéleo aleméan tuvo una CIM 2,5
mg/mL y CMB >5 mg/ml, el irlandés una CIM 0,6 mg/mL y CMB >5 mg/mL, el
checo CIM 1,2 mg/mL y CMB >5 mg/mL, mientras que el extracto acuoso de

propdleo aleman la CIM fue 2,5 mg/mL y MBC 5 mg/mL.

1.4.4 Actividad antimicrobiana del quitosano sobre Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa.

2
|.3

Jaiswal et al.”® en el 2017 estudiaron nuevos irrigantes endodonticos con

actividad antimicrobiana mayor o similar a los irrigantes convencionales (hipoclorito
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de sodio). Crearon 9 grupos de soluciones para irrigar dentro de los cuales se
encontraban: hipoclorito de sodio al 5%, clorhexidina 2%, &cido acético al 1%,
propdleo, quitosano al 0,2%, quitosano al 0,2% + clorhexidina al 2%, quitosano al
1% + clorhexidina al 1%, quitosano al 2% + clorhexidina al 2% y solucion salina
(control negativo). 20 muestras de dientes premolares mandibulares previamente
instrumentados fueron expuestos a formacion de la biopelicula por Enterococcus
faecalis, posteriormente irrigados con cada solucion; luego de procesar las muestras,
se inoculd la biopelicula bacteriana del canal radicular de las muestras en agar
tripticasa soya para ser analizadas por unidades formadoras de colonias. Las
soluciones de quitosano y clorhexidina demostraron un efecto antibacteriano mayor
que el resto. Llegando a la conclusion de que la combinacion de 1% de quitosano +
1% de clorhexidina y la solucion de solo clorhexidina tienen mejor eficacia
antimicrobiana contra la biopelicula del Enterococcus faecalis; El hipoclorito de
sodio tiene comportamiento antibacteriano similar a una solucion de 2% de quitosano
+ 2% de clorhexidina y el propéleo demostrd tener actividad antimicrobiana
significativa, figurando éstos como posibles alternativas al hipoclorito de sodio en

infecciones endoddnticas, sin embargo, se ameritan estudios in vivo a largo plazo.

Pereira*? en 2018 realizé una investigacion en la que buscé caracterizar, analizar
y evaluar la influencia de la incorporacion de bioactivos naturales con actividad
antimicrobiana a membranas de quitosano para uso potencial como curativos en el
tratamiento de lesiones cutaneas. Para ello, la autora cre6 membranas de quitosano
solas y otras a las que adiciond bioactivos naturales (aceites de clavo y melaleuca,
jugo y polvo de anacardo, pulpa y polvo de noni); éstas membranas se incorporaron
en las placas de agar inoculadas con cepas de Staphylococcus aureus sembradas en
medio de agar. Los resultados que obtuvo, mostraron que todas las formulaciones
presentaron actividad antimicrobiana, sin embargo, las membranas de quitosano al
1%, quitosano al 1% con aceite de clavo al 3% y la de quitosano 1% con aceite de
melaleuca al 1% demostraron ser mas activas. Concluyendo que las membranas de

quitosano con bioactivos naturales presentan actividad antimicrobiana con diferentes
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espectros de accion y pueden ser utilizadas como curativos por sus propiedades y

adherencia.

Imani Z. et al*®, en el 2018 en su estudio evaluaron comparativamente la eficacia
de una nueva concentracion de quitosano optimizada para el aposito de pulpectomias
en comparacion con formocresol y paramonoclorofenol alcanforado sobre cepas de
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans. El experimento
in vitro utilizé 75 dientes caninos maxilares primarios a los que se desbrid6 y prepar6
biomecanicamente su canal radicular; se dividieron aleatoriamente 25 dientes para
cada cepa bacteriana, luego se inocularon las cepas en los canales radiculares de cada
grupo de dientes; de alli se obtuvo una suspension bacteriana que se transfirié a un
medio de agar de infusion cerebro corazon, exceptuando Streptococcus mutans que se
cultivé en agar sangre, para tener un recuento base de colonias; posteriormente se
adicioné 20 pL de cada agente antimicrobiano (Formocresol, paramonoclorofenol
alcanforado -y quitosano al 1.5%) dentro de los canales radiculares de los dientes
hasta sellar los mismos para su incubacion; finalmente, se repitio el procedimiento
para el recuento de colonias y determinar el crecimiento bacteriano a las 24 h y a los
7 dias del tratamiento. Los resultados demostraron que los tres antibacterianos son
efectivos para reducir el crecimiento bacteriano, no hubo diferencia significativa en el
efecto de las tres sustancias a corto plazo (24 h), el quitosano demostré un mejor
efecto que el paramonoclorofenol alcanforado a los 7 dias. Concluyeron asi que
deben realizarse estudios con diferentes concentraciones de quitosano para una
Optima eficacia antibacteriana y estudios en animales y humanos, requeridos para

confirmar los resultados obtenidos.

1.4.5 Actividad antimicrobiana del quitosano junto a otros componentes sobre
las bacterias en estudio:

Martinez et al.*

en el 2019 analizaron la actividad antibiopelicula y
antimicrobiana de las nanoparticulas lipofilicas de bismuto incluidas en membranas

de quitosano, sin modificar las propiedades biologicas de las peliculas de quitosano.
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Crearon membranas de quitosano-nanoparticulas lipofilicas de bismuto (BisBAL
NPs); la concentracion minima inhibitoria de las membranas se probd sobre cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Enterococcus faecalis.
La concentracion minima inhibitoria de 100 uM de BisBAL NPs logro inhibir el
crecimiento de todos los microorganismos estudiados en 83% - 99%. Concluyendo
que éstas membranas suplementadas son una alternativa innovadora para prevenir el

riesgo de infeccidn bacteriana local en regeneracion tisular guiada.

1.5 Bases conceptuales
1.5.1 Microbiologia de la cavidad bucal:

La cavidad bucal es un ambiente propicio para el desarrollo de microorganismos,
ya que proporciona humedad, temperatura, pH y nutrientes adecuados para su
crecimiento®. Las superficies bucales humanas son colonizadas por microorganismos
horas luego del parto”®; por esto la microbiota de la cavidad bucal es considerada
uno de los ecosistemas mas antiguos y diversos®, donde se hallan més de 700 especies
bacterianas®.

La variedad de habitats en la mucosa bucal hace que el microbioma bucal sea una
tarea compleja de entender; dicha diversidad de microorganismos depende de las
concentraciones de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la
exposicion a factores inmunoldgicos y las caracteristicas anatémicas®.

La evolucion de técnicas como la metagenomica ha permitido identificar de
forma mas precisa la composicién y funciones de estas comunidades microbianas;
determinando diversos géneros® encontrados en diferentes habitats de la cavidad
bucal como lengua, tejidos blandos y saliva’; donde se hallan principalmente
Streptococcus,  Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas,
Prevotella, Treponema, Neisseria, Haemophilus, Eubacterias, Lactobacterium,
Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia, Peptostreptococcus, Staphylococcus y
Propionibacterium®

La mayoria de estos microorganismos exhiben en la cavidad bucal una

capacidad simbiética®, son denominados comensales en equilibrio con el hospedero®

27



colaborando con los mecanismos de defensa del mismo para controlar el crecimiento
y reproduccion del micro-ecosistema que habita en la cavidad bucal; pero al mismo
tiempo estos microorganismos se hallan implicados en la generacion de enfermedades
infecciosas como la gingivitis, periodontitis y caries’, cuando se produce disbiosis, es
decir, un cambio en la variedad o en la proporcién poblacional de estas especies™*®,

La microbiota bucal tiene un papel importante en el estado de salud de la cavidad
bucal, cumpliendo la funcién de impedir la implantacién de patégenos oportunistas®,
éstos ultimos son microorganismos exdgenos, que no producen afeccion tipica bucal,
sin embargo, pueden causar sobreinfecciones, siendo algunos de ellos Staphylococcus
aureus®’, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacterias como Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoneae, entre otras; cuya importancia radica en la gran cantidad de
factores de virulencia®, que los hace reconocer como patdgenos en otros sitios
organicos, pudiendo dificultar el tratamiento de distintas afecciones®.

Estudios plantean que la prevalencia del desarrollo de enfermedades cronicas
bucales se relaciona con las biopeliculas®, descritas como comunidades ecolégicas,
que tienen capacidad cooperativa, resisten las defensas naturales del hospedador asi
también pudiendo resistir los antibiéticos y agentes antimicrobianos®. Esto es de
interés pues bacterias exdgenas bucales como Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa son patégenos con la capacidad de formar biopeliculas®.

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo que se agrupa en forma de

racimo de uva®*%

, aerobio inmavil y no esporulado, considerado el no esporulado
mas resistente*®, también es catalasa y coagulasa positivo, capaz de resistir medios
con altos porcentajes de salinidad, el calor, la desecacion®™, algunos antisépticos* y
posee el poder de producir Penicilinasa o B-Lactamasa, enzimas que destruyen la
penicilina®. Es considerado un oportunista transitorio en la microbiota bucal pues se
halla cominmente en nariz y piel; sin embargo, se le relaciona con el desarrollo de
infecciones de cabeza y cuello, como abscesos e infecciones pidgenas, endocarditis®,
infecciones endodénticas, osteomielitis de los maxilares, periodontitis, estomatitis*® y

otras patologfas como parotiditis y mucositis oral®.
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5051 aerobio,

Por otro lado, Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gramnegativo
poco exigente para su crecimiento®®*2. Hallado cominmente en el medio ambiente y
el agua®, su capacidad de formar biopeliculas®® le permite proliferar en medios
acuéticos™ como las lineas de agua y ductos de salida de unidades odontolégicas™.
Microbiologicamente esta bacteria es de rapido crecimiento, forma colonias planas,
es B-Hemolitica y en placa se observa de un color verde caracteristico de los
pigmentos que produce, especificamente la pioverdina.*.

P. aeruginosa es un patégeno resistente a ciertos antimicrobianos>?>3

, a pesar
de ser un microorganismo exogeno de cavidad bucal desempefia un papel importante
en infecciones periimplantares®® y en la enfermedad periodontal. Al ocurrir un
desequilibrio enzimético en cavidad bucal, es capaz de unirse a los tejidos, dicho
proceso es relevante ya que la elevacion de enzimas (proteasa) se genera en pacientes
con enfermedad periodontal o mala higiene bucal®. Lo que explica el hecho de que
esta bacteria sea considerada un factor agravante de la enfermedad periodontal, que
sirva de reservorio para que se genere dicha enfermedad y/o que dificulte el uso de
tratamientos convencionales, poniendo en riesgo la vida de los pacientes
especificamente inmunocomprometidos™.

23,37,55

Enterococcus faecalis es un coco Gram positivo que generalmente se

dispone en pareja y cadenas cortas, puede crecer en forma aerobia y anaerobia®" >,
ademéas de ser un potencial patdgeno debido a su capacidad de adherirse a la
dentina®. Este microorganismo ha sido aislado en cavidad bucal®"*® especificamente
en conductos radiculares®, considerado un patégeno oportunista con capacidad de
subsistir junto a la microbiota habitual de conductos radiculares dentarios*’ y formar
biopeliculas, lo que explica su relacion con las infecciones intrarradiculares
persistentes® ***°. Estudios revelan su presencia en los conductos radiculares sellados
de dientes con periodontitis apical crénica®, ademés se asocia a patologias como
infecciones pulpares, periapicales y a la mayoria de los fracasos de tratamientos

endodénticos®®
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1.5.2 Antimicrobianos

Un antimicrobiano es definido como toda sustancia de origen natural, sintética o
semisintética, que actla inhibiendo los microorganismos y ejerce su accion a nivel
molecular en un proceso metabolico o en una estructura concreta de un
microorganismo®’. Son también medicamentos que eliminan microorganismos,
impiden su multiplicacion y/o desarrollo. Estos se dividen en antibacterianos,
antivirales, antimicéticos, antimicobacterianos, antiparasitarios y antirretrovirales®.
Desafortunadamente, con la produccion de antimicrobianos ha venido un gran

incremento de resistencia por parte de bacterias, hongos, parasitos y virus®.

1.5.2.1 Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antibidticos es la capacidad de un microorganismo de resistir
los efectos de un antimicrobiano, puede ser producida por seleccion natural, como
producto de mutaciones ocurridas al azar o puede inducirse mediante la aplicacion de
presion selectiva a una poblacion®®. Como cualquier especie viviente, las bacterias
poseen la capacidad de desarrollar diversos mecanismos de defensa ante cualquier
tipo de amenaza que atente contra su vida, sobrevivencia y reproduccién®®, como
cambios y adaptaciones, tanto genéticas como en su estructura, que los han
convertido en resistentes a los mismos™. Por tal razén, la OMS ha designado la
Resistencia Antimicrobiana (RAM) como uno de los tres problemas mas importantes
que enfrenta la salud humana en este siglo al constituir una de las mayores amenazas
para la salud mundial®.
1.5.2.2 Metodo de prueba de susceptibilidad antimicrobiana.

Existe una variedad de métodos de laboratorio para evaluar o analizar la
actividad antimicrobiana in vitro de un extracto o un compuesto puro® y asi crear
oportunidades para la fabricacion de nuevos medicamentos para el control
microbiano®; donde se pueden encontrar, pruebas estandarizadas in vitro® conocidas

como bioensayos® de susceptibilidad antimicrobiana®, siendo la difusién en disco, la
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difusion de pozos y la dilucién en caldo o en agar las méas comunes com(ines®.
Dichos métodos pueden clasificarse en métodos cuantitativos y cualitativos® .

Los metodos cualitativos, posibilitan el determinar si un microorganismo
patdgeno presenta resistencia a diversos antimicrobianos®?, sin buscar la
concentracién minima inhibitoria®. Existen diversos métodos para la evaluacion
preliminar de la actividad antimicrobiana, donde los mas utilizados son: el método de
Kirby-Bauer también conocido como antibiograma® o de difusion en disco® y el
método de difusion de pozo en agar®’. Que consisten en la difusion en placa de una
cepa® de manera homogénea®; sobre ella se aplican discos®®* de papel filtro® o se
deposita en un pozo en el agar de la placa, una cantidad determinada de la sustancia a
probar®’. Los resultados obtenidos se expresan con la medicion del didmetro de los

halos de inhibicién producido por los extractos®.

Los métodos cuantitativos son procedimientos que permiten determinar la
(CIM)®*%2 1a cual se entiende como la concentracién mas baja de la sustancia capaz
de inhibir el crecimiento visible del microorganimos® posterior a su incubacién®.
Los métodos de dilucién son los més apropiados® y se dividen en dilucién en agar™
y dilucion en caldo®.

En la dilucion en agar, se mezcla una concentraciéon determinada de la sustancia

®193 por extension en la superficie del agar 1

en estudio®, luego se procede a inocular
mL del cultivo microbiano a estudiar, incubandose por el tiempo determinado para
cada microorganismo®. La concentracién que se determina como CIM es aquella
donde la placa con la concentracion méas baja es capaz de inhibir al microorganismo,
por lo cual no se observa crecimiento visible del mismo®".

En la dilucién en medio de cultivo liquido o dilucién en caldo®, se obtendra una
concentracion final de la sustancia en estudio en el medio, de la misma manera que en
la dilucién en agar®. No obstante, los resultados se interpretan de manera diferente,
ya sea por turbidimetria o indicadores REDOX®. Se considera como CIM aquella

concentracion en la que no haya cambio de color o turbidez®*
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1.5.3 Gluconato de Clorhexidina
1.5.3.1 Historia de la Clorhexidina

La clorhexidina es un antiseptico que se descubrio a finales de 1.940, cuando se
desarrollaron agentes denominados polibisguanidas que tenian amplio espectro
antimicrobiano***** de uso muy extendido en odontologia'. Se introdujo al
comercio en 1.950 como un antiséptico general y luego fue ampliamente utilizada en
medicina y cirugia. Las propiedades antibiopelicula se estudiaron en 1.969 por
Schroede y sus efectos anticaries por inhibicion de la biopelicula dental fueron
estudiadas en 1.972 por Loe y Schiott™.

1.5.3.2 Mecanismo de accion

La clorhexidina tiene la capacidad de ser absorbida en la hidroxiapatita del esmalte
dental, las proteinas salivares, la biopelicula y las moléculas acidas debido a su carga
positiva; esta cualidad le permite su posterior liberacion, teniendo un efecto
residual >,

En un estudio se demostrd que la molécula cationica de la clorhexidina interactta con
las bacterias por la pared celular anidnica de la misma, alterando las estructuras
superficiales y aumentando la permeabilidad de la membrana bacteriana, facilitando
asf la entrada de la clorhexidina en el citoplasma bacteriano™®; debido al desequilibrio
osmotico y a la precipitacion de los componentes citoplasmaticos se impide la

reparacion de la membrana bacteriana y por consiguiente se da la muerte celular®.

1.5.3.3 Usos clinicos

Es el agente antimicrobiano de primera eleccién considerado como gold
standard, con quien se realizan comparaciones y se evalla la eficacia de otros agentes
antimicrobianos™. La clorhexidina tiene un amplio espectro de actividad que abarca
bacterias Gram positivas, Gram negativas, virus (incluidos el VIH y el HBV),
hongos de levadura y dermatofitos™. En la clinica de odontoldgica es utilizada para

limpiar los campos operatorios y desinfectar canales radiculares™.

32



1.5.3.4 Efectos adversos

A pesar de los beneficios de la clorhexidina, autores han reportado que el uso
prolongado de este antimicrobiano trae consigo efectos adversos™, que incluyen
coloraciones parduzcas en dientes, restauraciones presentes en boca y en el dorso de

11,14

la lengua™™", ademas de presentarse en algunas ocasiones alteracion transitoria de la

sensacion del gusto y sensacion de urente en la mucosa bucal.
1.5.4 Productos naturales de uso odontoldgico con capacidad antimicrobiana
Hoy en dia existe variedad de productos naturales que se muestran como
alternativas contra las enfermedades, donde se pueden hallar extractos naturales como
por ejemplo el té verde, aloe vera, propéleo, manzanilla, diente de ledn, entre otros®”.
Los productos naturales son importantes para la investigacion farmacoldgica y el
desarrollo de medicamentos?. En odontologia, la fitoterapia ha sido utilizada
ampliamente como analgésico, antiinflamatorio, antibiético y para uso sedativo®, es
conocido que existen biomateriales como el quitosano con un rango de propiedades
bioldgicas, asi como bhiocompatibilidad y biodegradacién, requeridas para las
aplicaciones biomédicas®. Como ya se menciond el propéleo es un producto de
origen natural de gran interés, conocido por sus propiedades biolégicas, incluyendo
propiedades antibacterianas, antisépticas, antiinflamatorias y antimicrobianas?.

1.5.5 Propoleo
1.5.5.1 Historia

Esta sustancia elaborada por las abejas es conocida por el hombre desde tiempos
remotos®, siendo usada como medicina tradicional tanto por las antiguas
civilizaciones como por las nuevas®’ desde el afio 300 a.C®. Sus actividades

66-68

curativas fueron empleadas en la antigua Grecia®®® y Roma®®. Debido a sus

propiedades antisepticas y cicatrizantes fue utilizada por reconocidos fil6sofos y

médicos como, Aristoteles®® ®8, Dioscorides®” 8, Galeno®®®® y Plinio®"®,
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En el antiguo Egipto los propdleos fueron utilizados®®®®

67,68

para preservar los
cuerpos de su descomposicion y tratar heridas®®, por otro lado los Incas hacian
uso del mismo como antipirético®®®’. Fue reconocido como agente bacteriano durante
los siglos XVII'y XX en Europa®. Su méaximo empleo se dio durante la guerra de los
Boers, en Africa del Sur, alrededor de 1900, al igual que en la segunda guerra

mundial en el tratamiento de heridas infectadas y como sustancia cicatrizante®®®

Su utilizacién se ha mantenido durante siglos, hasta llegar a nuestros dias®,
donde las preparaciones a base de prop6leo han incrementado su popularidad, siendo
usadas en suplementos dietéticos y aplicaciones cosméticas®’, en forma de capsulas,
lociones, ungiientos, y aerosoles®’. Sus propiedades antimicrobianas han sido
estudiadas y documentadas®’, en la actualidad se esta estudiando las preparaciones a

base de propéleo en los campos de la biologia, medicina humana y veterinaria®.

1.5.5.2 Composicion quimica

22,26,27

Su composicion general es a base de resinas, ademas de cera aceites

aromaticos” a partir de las plantas'®* 2

21,24-26

y exudados de las cortezas de los

arboles , polen u otras sustancias. No obstante su composicion quimica varia

entre si*®18222627 " debido al origen de diferentes plantas’®®, su fuente de

procedencia®'®?%2?"  paradero climético'®?**®°  geografico'®**®°, método de

16,22,24 22,18 1,18,22,66

extraccion , tipo de abejas™™" y flora

Se han identificado mas de 180 compuestos como componentes del prop6leo®® %,

entre los cuales se han identificado como biolégicamente activos®’, los

18,22,24,26,27,50,66,67,69-71 1,2,18,22,24,26,27,67,69

flavonoides y los fenolicos Dentro de estos

componentes  quimicos  previamente identificados  encontramos:  alcohol

cinnamilico®, acido cinamico®’, vainillina®, alcohol bencilico®’, acido benzoico®®,

1,18,67 1,67

acidos cafeicos , acidos ferulicos

67
I

triglicéridos fendlicos®, pterostilbeno®,
eugenol® y ésteres de pentenilo del 4cido cafeico®’. Todos estos compuestos forman

parte de la fraccion resinosa del propéleo®, estos presentan un efecto sinérgico entre
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68,69

ellos®, lo cual brinda gran parte de sus propiedades terapéuticas en humanos y

animales®.

1.5.5.3 Propiedades biolégicas
El propdleo es conocido por sus diversas propiedades terapéuticas en donde se

destacan:  antibacteriana®***®®®  antiinflamatoria®*®,  antiftingica®*®%"
antiviral 240086972 antioxidante®®®, inmunomoduladora®,
anticancerigeno®'®2-%2428 * cicatrizante™, antiparasitaria’®, entre otras****%®% |as

cuales son adjudicadas a los flavonoides>®*®,

1.5.5.4 Accion antimicrobiana

A pesar de sus modificaciones en las estructuras quimicas debido a su origen
seglin su ubicacion geografica®, la actividad antimicrobiana sigue siendo una de las
propiedades mas conocidas del propéleo®, gracias a su accién bacteriostatica y
bactericida®, la cual se basa en la inhibicién de acidos nucleicos® y degradacion de

la membrana citoplasmatica®.

Se les atribuye mayor eficacia frente a microorganismos Gram positivos>%"

18,22,24,50,71

como Streptococcus sanguinis®®, Staphylococcus aureus , Streptococcus

beta hemolitico™, Mycobacterium tuberculosis®, Bacillus larvae?* (Paenibacillus

1819222471y Enterococcus spp’’, no obstante,

50,73

larvae), Bacillus subtilis®®, S. mutans

numerosos microorganismos Gram negativos también presentan sensibilidad,

hallando bacterias como Escherichia coli*®**™ Salmonella®, Shigella®,

Dichelobacter nodosus®, Klebsiella pneumoniae®®, Porphyromonas gingivalis'®%,
Prevotella nigrescens® y Prevotella intermedia™®*?, donde algunos de ellos presentan

resistencia a los antibiéticos®

1.5.5.5 Reacciones adversas

Las reacciones adversas de los propo6leos son muy escasas. En una series de

74
|

casos realizada en el afio 2004 por Ferndndez et.al™ nombran que pueden existir
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manifestaciones al contacto directo con los propdleos tales como hipersensibilidad de

tipo dermatitis y reacciones alérgicas’®. Casos presentes en apicultores’

1.5.5.6 Usos en Odontologia

El propdleo debido a la gran cantidad de propiedades ya mencionadas, se ha
llevado paulatinamente a la practica de la salud bucodental, para asi beneficiarse de
las mismas’*. Siendo usado en el tratamiento de la caries dental'*"*, aftas en boca’,
herpes’ y amigdalitis’.

Se ha estudiado y utilizado en las diversas especialidades de la Odontologia’,
tales como periodoncia, como coadyuvante en el tratamiento de las enfermedades

19,75 877 ortodoncia en

periodontales™ ", endodoncia como medicacion intraconducto
adicion a los agentes cementantes comunmente usados mejorando su funcién y
durabilidad™, prostodoncia en el tratamiento de C. albicans en pacientes portadores
de prétesis’, operatoria dental como desensibilizante en la hipersensibilidad
dentinaria®, cirugia como agente antibi6tico posquirtirgico® y como coadyuvante en

la cicatrizacion posquirtrgica®.

1.5.6 Quitosano
1.5.6.1 Historia

El quitosano es un biopolimero que es obtenido de la quitina®, fue estudiada y
observada por primera vez en hongos® por el profesor francés Henri Braconnot en el
afio 1811%*%, mientras que el quitosano data del afio 1859%*** con el trabajo de

Rouget®#

, quien tratd la quitina con un fuerte alcalino, lo que produjo una nueva
sustancia que a diferencia de la quitina, podia disolverse en soluciones acuosas
4cidas®, otorgandole el nombre de “quitina modifiée” o quitina modificada®.

En 1894, Hoppe-Seyler traté las conchas de cangrejos, escorpiones y arafias®®*
con hidroxido de potasio a 180 °C donde hallé un “nuevo” producto®, al cual le
otorgd el nombre de quitosano®®. Este producto era un derivado de quitina soluble

en 4cido, parcialmente desacetilado®.
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A mediados de 1930%, la estructura de la quitina y el quitosano se caracterizo
utilizando datos de difraccién de rayos X y posteriormente mediante analisis
enzimatico y espectroscopia infrarroja®®. En la misma década, las primeras peliculas

83,84

y fibras de quitosano fueron patentadas®*®* y en el afio 1936, tuvo su primer uso en

la industria de fabricacién de papel®*®, textil®, fotografia® y como adhesivos®

De 1950 a 1970, la quitina y el quitosano entraron en un periodo de duda, aunque
también se habia avanzado mucho en su aislamiento®®! produccion y
fundamentos®®, no fue hasta la década entre 1970 a 1980%, que la quitina y el
quitosano entraron en el periodo en el que alcanzaron la madurez®. En la actualidad,
existen mas de 2000 aplicaciones de quitina, quitosano y sus numerosos derivados®.
Estos biopolimeros contintan ofreciendo nuevos horizontes cientificos e industriales

con una amplia gama de posibles modificaciones y formas®”.

1.5.6.2 Composicion quimica

El quitosano se obtiene mediante la desacetilacion termoalcalina parcial o total
de la quitina, donde sale el grupo acetilo permaneciendo los grupos amino en la
misma posicion®. Quimicamente el quitosano posee carbono (44,1%), hidrégeno
(6,84%) v nitrogeno (7,97%), con un peso molecular medio de 5,3x10° Daltons®” y

esti compuesto de B- (1,4)-2-amino-2-deoxiD-glucopiranosa®*®

(unidades
desacetiladas) con pequefios residuos o no de N-acetil-D-glucosamina (unidades
acetiladas)®. Estos pequefios residuos permiten determinar la pureza del quitosano

puesto que esta depende del grado de desacetilacién® alcanzado en la quitina®.

1.5.6.3 Propiedades biologicas

Los biomateriales derivados del quitosano han recibido considerable atencion
debido a sus caracteristicas excepcionales, tales como: biocompatibilidad®?%3-
32348188 hiodegradabilidad®?8303187-8 ser bioabsorbible®”, funcional®, renovable?,

2330323487 capacidad de esterilizarse por cualquier método®, ademas de

87-89

no téxico

contar con propiedades antimicrobianas® ™, antiftingicas®, mucoadhesivas®,
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hemostaticas?**®  analgésicas®®®, antivirales®, antigénico®, cicatrizantes*

antitumorales®® y con capacidad de formar membranas®
Como ya se menciond, la biodegradabilidad y actividad antimicrobiana hacen a
este material ideal para la elaboracion de peliculas utilizadas en la industria

alimenticia y biomédica®

1.5.6.4 Accion antimicrobiana

Una de las propiedades mas prometedoras es la actividad antimicrobiana, la cual
se basa fundamentalmente en la atraccion electrostatica del quitosano con diversos
componentes de la pared y membrana celular de bacterias que tienen componentes
con carga negativa®.

El quitosano ha demostrado ser eficaz contra patogenos bucales como
Streptococcus mutans, AAggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas
gingivalis, los cuales son precursores en la formacion y crecimiento de la
biopelicula®. Ademas de presentar efectos inhibitorios contra
P. aeruginosa y P. mirabilis, Enterococcus spp, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium, Shigella dysenteriae, Klebsiella pneumoniae y Vibrio

cholerae®

1.5.6.5 Reacciones adversas

Gavhane et al. 2013 reportaron que el quitosano no posee ninguna
contraindicacion, sin embargo, destaco algunas limitaciones como la alergia, la cual
se refleja en flatulencias y constipacion. Por otra parte, refieren que las personas con
sindrome de mala absorcién intestinal no deben usar quitosano, también informaron
que genera efectos adversos sobre el crecimiento de nifios y sobre el resultado del

embarazo®
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1.5.6.6 Usos en Odontologia.

Como se ha venido mencionando el quitosano posee multiples propiedades,
donde su alta bioactividad es una de las més resaltantes, la cual hace crecer el interés
por este material y asf desarrollar nuevos biomateriales a partir de é1%.

Los agentes antibacterianos en el area odontoldgica pueden llegar a ser un
desafio, ya que la concentracion de dicho agente debe ser adecuada para inhibir o
reducir la formacion de biopeliculas, sin excederse al nivel de citotoxicidad, donde el
efecto no debe estar limitado en el tiempo y las propiedades mecénicas, quimicas y
estéticas del material no decaigan. El quitosano, como biopolimero proporciona todas
las propiedades anteriores, pudiéndose transformar en diversas formas (soluciones,
peliculas y compuestos)*

En Odontologia se ha usado y estudiado en diversas areas. En cirugia ha sido

usado en la curacion de tejidos®™, regeneracion 6sea®™

y hemostasia
posexodoncias®, en operatoria dental como recubrimiento pulpar®, en endodoncia
como irrigante de los conductos radiculares®®, en periodoncia ha sido usado para
tratar la enfermedad periodontal en forma de gel y disminuir la profundidad de los
sacos periodontales y en odontologia preventiva ha sido estudiado como enjuague
bucal y pasta dental arrojando disminucion considerable en el acumulo de biopelicula

y recuento bacteriano®

1.5.7 Membranas de quitosano.

En la actualidad, se ha hecho uso de gran cantidad de tipos de materiales como
membranas, micro y nanoparticulas, considerados andamios en el area biomédica®,
donde las membranas basadas en polisacaridos de origen natural son las mas
utilizadas™, en las que se hallan las de quitosano, siendo estas biodegradables®%>%,
ademés de que el quitosano existe en gran abundancia en la naturaleza®, permitiendo
asi costos relativamente bajos en la produccién de las mismas™; sin embargo, el
quitosano posee una peculiar particularidad de poder liberar compuestos bioactivos®.

Debido a estas y sus demas propiedades, el quitosano fue aprobado para su uso como
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biomaterial por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas

en inglés)®.
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CAPITULO 11
MARCO METODOLOGICO

1.6 Alcance y disefio de investigacion

El alcance de esta investigacion es explicativo® ya que su desarrollo permiti6
determinar la existencia o no de actividad antimicrobiana de las membranas de
quitosano/propdleo sobre las cepas bacterianas en estudio.

1% en un contexto de laboratorio®”,

Por otro lado el disefio es de tipo experimenta
ya que se realizaron pruebas in vitro, donde se establecio el posible efecto
antimicrobiano de las membranas de propdleo/quitosano sobre las cepas bacterianas;
asimismo, es considerado como experimento puro debido a que para lograr una
validez interna, se crearon grupos por triplicado de cada bacteria a estudiar con las
membranas de quitosano/propoleo, mas otro grupo de comparacion con el
antimicrobiano bucal considerado como el tratamiento de eleccion y asi evaluar la

efectividad antimicrobiana de las membranas.

1.7 Poblacion y muestra

1.7.1 Muestra Bioldgica.

La muestra estuvo conformada por 3 cepas bacterianas: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, pertenecientes al cepario de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Los Andes.
1.8 Sistemas de variables
El siguiente sistema de variables est4 dividido en 3 fases, en concordancia con el

apartado de procedimiento y el plan de analisis de resultados.
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181 Fasel.
Variables independientes:
- Tintura de propoleo.
- Gel de quitosano.

Variable dependiente:

Diametro de los halos inhibitorios medidos en milimetros en cada placa de Petri

inoculada con las cepas bacterianas.
Indicador: Escala de Duraffourd.
Sub Indicadores: Inhibicion nula (-) = inferior a 8mm.
Sensibilidad limite sensible (+) = entre 8 y 14mm.
Medio muy sensible (++) = 14 a 20mm.
Sumamente sensible (+++) = didmetro superior a 20mm.
En esta fase tenemos una variable ordinal.
1.8.2 Fase ll.
Variable independiente:
- Tintura de propoleo.
Variable dependiente:
Presencia o ausencia de turbidez.
Esta fase cuenta presenta una variable cualitativa nominal dicotomica.
1.8.3 Fase Ill.
Variable independiente:
- Membrana de Quitosano/Prop6leo

Variable Dependiente:

Diametro del halo inhibitorio medido en milimetros en cada cepa bacteriana.

Indicador: Escala de Duraffourd.
Sub Indicadores: Inhibicion nula (-) = inferior a 8mm.
Sensibilidad limite sensible (+) = entre 8 y 14mm.
Medio muy sensible (++) = 14 a 20mm.
Sumamente sensible (+++) = didmetro superior a 20mm.

En esta ultima fase contamos con una variable ordinal.
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1.9 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utiliz6 como técnica de recoleccién de datos la observacion directa® para
determinar la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano, junto a la existencia o
no de halos inhibitorios en las cepas bacterianas, y la observacion técnicamente
asistida” para medir el diametro de los halos inhibitorios en las cepas bacterianas
utilizando un instrumento de medicion (vernier).

El instrumento que permitio recolectar los datos microbioldgicos e informacion
relevante, es una ficha de registro (Apéndice A), realizada por los investigadores y
sometida a evaluacion por tres expertos en el area. Dicho instrumento cuenta con tres
items o secciones; en los cuales se registrd la informacion correspondiente a:

1. Medida de los halos inhibitorios en la pruebas de susceptibilidad microbiana

ante los productos naturales por separado.

2. Concentraciéon minima inhibitoria de la tintura de propdleo que fue

determinada.

3. Medida de los halos inhibitorios en la pruebas de susceptibilidad microbiana

ante la membrana de quitosano/propéleo.

Es importante acotar que en los tres items se registraron los datos
correspondientes a los grupos controles positivos y negativos de cada experimento.

1.9.1 Validacion del instrumento

Como se menciona en el apartado anterior, el instrumento de recoleccion de
datos fue sometido a evaluacién y validacion por parte de 3 expertos en el area de
estudio, para evitar comprometer los resultados y la credibilidad de las conclusiones

de la investigacion.
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1.10 Procedimientos, materiales e instrumentos.

1.10.1 Materiales:

Tabla 1 Materiales para proceso experimental

Agar Mdueller- Tintura de prop6leo Pipetas autométicas Lamparas de luz
Hinton. comercial (Extracto LABMATE 10- UV.
ACUMEDIA LAB. etandlico de 100pL:
propoleo al 45%). FINNPIPETTE
DIGITAL 200-
1000pL
Agar Tripticasa Quitosano en polvo Puntas estériles para Esterilizador de
soya. HiMedia® Quitosan®, pipetas automaticas  vapor de agua
GUINAMA. (autoclave).  ALL
AMERICAN 25X
Caldo Nutriente Asa de Kolle Alcohol Isopropilico  Alcohol Etilico
HiMedia® 70% 100%
Gluconato de Microondas SHARP  Microscopio Incubadora
cloherxidina 0,12%. NIKON  ECLIPSE MEMMERT 12880.
Peridont® E100

Acido acético.

Papel de filtro

Tubos de ensayos

Estufa de calor seco.

Agua destilada.

Pinzas

Mecheros.

Hisopos.

Tijeras

Placas de Petri.

Vernier.

1.10.2 Procedimientos.

Para una mejor comprensién de los procedimientos experimentales realizados se

dividié esta seccidn en tres fases.

Fase I:

Obtencidn de los agentes antimicrobianos a estudiar.

La Tintura de Propoleo (TP) utilizada se adquirié en la Tienda Apicola ubicada

en la calle 21 entre Avenidas 7 y 8. Sector El Espejo de la ciudad de Merida -
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Venezuela. De acuerdo a las especificaciones del fabricante se trata de una tintura de
propdleo elaborada al 45% p/v de propodleo.

Por su parte el quitosano en su presentacion de gel se obtuvo del Centro de
Investigaciones Odontoldgicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Los Andes (ULA)%. El cual consiste en una solucién 4cida de quitosano obtenida a
partir de la mezcla de 5 gr de quitosano Quitosan®, GUINAMA certificado para uso
médico, con una dilucion de 2 mL de acido acético al 99 % en agua destilada para
luego pasarlo a una plancha de calentamiento con agitador, dejando en agitacion
constante por 12 horas, obteniendo un gel de quitosano &cido al 5%. EI volumen total
de la solucion de quitosano fue doblemente filtrada para eliminar las impurezas y
microorganismos que pudieran contaminar la solucion.

En la imagen 1, se aprecian las sustancias empleadas para la prueba de
susceptibilidad antimicrobiana, de derecha a izquierda se encuentran respectivamente
Gel de quitosano (GQ), Gluconato de clorhexidina al 0,12% (CHX), TP y etanol.

Imagen 1 Sustancias para prueba de susceptibilidad antimicrobiana.

Preparacion de los indculos bacterianos.

Se realiz la reactivacion de los monitores bioldgicos, inoculando 20 pL de la
cepa en tubos de agar fundido tripticasa soya (HiMedia), el medio se vertio en una
placa de Petri para su solidificacion, posteriormente se incubaron a 35°C + 2° por 24

horas las tres placas pertenecientes a cada cepa.
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De las placas de agar con las cepas reactivadas (imagen 2) se tomaron indculos con
el del asa de Kolle para realizar diluciones en tubos de 5 mL de solucion fisiolégica
salina estéril (imagen 3) hasta lograr la turbidez 0.5 de la escala McFarland como se
puede observar en la imagen 4. Repitiendo este procedimiento para cada cepa por

separado.

Imagen 2 a) Placa de Petri con cepa de Pseudomonas aeruginosa reactivada. b) Recoleccion del indculo de
las cepas reactivadas.

Imagen 3 Suspension del indculo en tubo con solucion salina estéril para lograr la turbidez segln escala 0.5
McFarland.

Imagen 4 a) Comparacion visual del indculo con el estdndar 0.5 McFarland. b) Se observan de izquierda a
derecha tubos de ensayo correspondientes al estandar 0.5 McFarland, suspension bacteriana de E. faecalis,
P. aeruginosa y de S. aureus.
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Prueba de susceptibilidad microbiana ante los productos naturales, difusion en agar
modificado con pozos.

Se prepararon placas de Petri con una base delgada de agar Mueller-Hinton de
5mm por triplicado para cada cepa a evaluar; una vez solidificado se colocaron 5
cilindros de acero estériles. Se inoculé 2% (180 pL) de la suspension bacteriana 0,5
McFarland obtenida en el paso anterior, en tubos de 12 mL de agar Muieller-Hinton
fundido y temperado a 45°C, se homogenizd y se vertio sobre las placas que
contenian los cilindros dejando solidificar para luego retirar los cilindros de acero.

Se dispensaron 10 puL de los agentes antimicrobianos a estudiar en las placas con
pozos obtenidas previamente tal como lo describe la Figura 1 y se dejaron reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente (imagen 5). Se incubaron a 35°C en
aerobiosis sin invertir durante 6 horas para luego invertirlas e incubarlas a 35°C, hasta
completar las 24 horas. Finalmente, se observo el efecto antibacterial evidenciando la
presencia de halos de inhibicion y realizando su medida con ayuda de un vernier, por
reverso de las placas, tal como se evidencia en la imagen 6. Los valores obtenidos se
compararon con la escala de Durafford™. El procedimiento anterior se realizo en placas
separadas para el acido acético, pues al ser éste un compuesto volatil podia comprometer

el experimento si se probaba su actividad en la misma placa junto al resto de las

sustancias.
I. Extracto etanélico de
propéleo.
II. Gel de quitosano.
III. Etanol.
IV. Agua destilada estéril
V. Gluconato de clohexidina.
Figura 1. Distribucion de los agentes antimicrobianos en evaluacion y los controles en la

placa de agar Mueller-Hinton con pozos.
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SEE

Imagen 5 a) Se observa la incorporacion de la TP al pozo del agar. b) Placas de Petri por triplicado para
cada cepa en estudio, inoculadas con la bacteria y los antimicrobianos en cada pozo.

Imagen 6 Medicion de halos inhibitorios al reverso de la placa de S. aureus con vernier.

Fase I1:

Prueba para determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del extracto
etanolico de propoleo.

Basados en los resultados de las pruebas preliminares de susceptibilidad microbiana,
se seleccionaron las bacterias que presentaron susceptibilidad a la tintura de propoleo
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212) para
determinar la CIM. Se empled el método de macrodilucion en caldo, para este
ensayo, se prepard una solucion madre (Stock) de la tintura de propdleo para cada
cepa (1280ug/mL). Se estableci6 el rango de trabajo de diluciones para cada extracto,
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tomando en cuenta la concentracion utilizada en la prueba preliminar,
seleccionandose el rango minimo 1 pg/mL y maximo 128 ug/mL (1; 2; 4; 8; 16; 32;
64 y 128 pg/mL). Adicionalmente se prepararon tubos con CHX como control
positivo y agua destilada como control negativo, realizando el ensayo por triplicado.
Para la obtencion de dichas concentraciones, se rotularon cuidadosamente cada uno

de los tubos y se siguié el procedimiento sugerido por el CLSI **(imagen 7).

Tz%b']a 1. Esquema para la preparacion de las diluciones de agentes antimicrobianos para set
utilizados en las prucbas de susceptibilidad CIM en caldo

Paso CU"CC""?‘CIOH(}Ag}mlt _l"llaflr——ﬂ»liﬂlw'ﬁ (ml)y | Caldo MH (ml) I Comcentm 100 final l_;.i,'r...‘;
! 5120 Stock e s s Ll T O i 512
2 512 Paso | | 2 g [ 1% 5
3 512 Paso | s 3 {= 128
4 512 Paso | 1 = M -
5 64 Paso 4 2 2o __*_ s 32
6 064 Paso 4 1 SR T 16 =53
7 o4 Paso 4 | E=J= | e . =
8 8 Paso 7 2 p B BT - TS ENENL T T
9 8 Paso 7 Low] S S Y 2
10 | [ Paso 7 1 i A B L e
11 1 Paso 10 R | B X ok e b 0S 4
12 | Paso 10 =D = EEEEgN| EEETeT V. [ ER
Wels 7 1 ¥ Wil § [ B , G432 >

Nota' mezclar con vortex al ir realizado cada dilucion. Recuerde rotular el tubo con la
concentracion del antibiotico

Imagen 7 Traduccién del esquema para la preparacion de las diluciones de agentes antimicrobianos para
ser utilizados en las pruebas de susceptibilidad CIM en caldo. Tomada del Estandar M100 del CLSI*®.

Por otra parte, a partir de cepas puras y frescas de 24 horas de incubacién se
prepararon suspensiones concentradas en Solucion Salina Fisiologica Estéril (SSFE),
las cuales fueron ajustadas al patron 0,5 McFarland, seguidamente se realizd una
dilucién 1:10 (9 mL de SSFE + 1 mL del in6culo 0,5 McFarland). Esta dilucion debio
realizarse para cada una de las cepas a evaluar. Todos los tubos suplementados con
propdleo fueron inoculados con 1 mL de la dilucion 1:10 del indculo bacteriano,
seguidamente se homogenizaron y se incubaron a 37°C durante 24 h. La CIM
correspondié al tubo de la menor concentracién donde no se observé aumento de la
turbidez en cualquiera de los triplicados (imagen 8) y se registré en el instrumento de

recoleccion de datos disefiado para el estudio.
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Imagen 8. Determinacion de la CIM de la TP para cada cepa bacteriana estudiada en la fase 2, a traveés del
método de turbidimetria.

Fase IlI:
Prueba de susceptibilidad microbiana ante una membrana de
quitosano/propoleo.

En funcion de la CIM determinada se procedid a disefiar las membranas. Para
lo cual 1 mL del gel &cido de quitosano al 5% fue colocado en placas plasticas y se
adiciono el volumen equivalente de tintura de propdleo para alcanzar las
concentraciones deseadas (tabla 2). La sustancia obtenida fue mezclada hasta
homogeneizar, luego las placas plésticas fueron llevadas a una estufa de calor seco a
55°C durante 16 horas con la finalidad de evaporar completamente la fase liquida y
obtener finalmente una pelicula de quitosano/propoleo. Las membranas fueron
removidas manualmente de las placas plasticas, se recortaron en tamafios de 2 mm x

2 mm y se sometieron a una esterilizacion con luz ultravioleta.
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Tabla 2 Férmula para la preparacion de las membranas de quitosano/propoleo.

VVolumen de gel de Volumen tintura de Concentracion de la

quitosano 5% propoleo 45% membrana Q/P
E. faecalis 1mL 284 uL 128 pg/mL
ATCC 29212
1mL 568 uL 256 pg/mL
S. aureus 1mL 35,5 puL 16 pg/mL
ATCC 25923
1mL 71,1 uL 32 pg/mL

Imagen 9 Preparacion de membranas de quitosano/propéleo. Colocacién de quitosano gel en las placas
plasticas.

Imagen 10 Aplicacion del volumen equivalente a la CIM de propdleo al gel de quitosano.
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Imagen 12 Membranas de quitosano/propéleo.

Por altimo, siguiendo la metodologia de la técnica de difusion en agar. Tres
placas de agar Mdeller-Hinton fueron inoculadas en superficie haciendo uso de un
hisopo estéril, a partir de una suspension estandarizada al 0,5 McFarland de la
bacteria a ensayar. Seguidamente se colocaron en la superficie del agar, las
membranas de quitosano/propéleo elaboradas para cada bacteriana, haciendo ligera
presion para garantizar un contacto adecuado con el medio de cultivo. Las
membranas se situaron a 15 mm o mas del borde de la placa de Petri y entre ellas, a
fin de no producir ninguna interferencia entre los halos de inhibicién, se dejaron
reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron a 35°C en
aerobiosis sin invertir durante 6 horas para luego invertirlas e incubarlas a 35°C, hasta
completar las 24 horas. Se utilizd gluconato de clorhexidina al 0,12 % como control
positivo y agua destilada estéril como control negativo. Transcurrido el tiempo de

incubacidn se realizé la lectura y medida de los halos de inhibicion al reverso de las
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placas de Petri a las 24 horas, empleando un vernier, dichos valores estuvieron sujetos

a la escala de Duraffourd®.

SRS

Imagen 13 Aplicacion de las membranas quitosano/propdleo a los medios para la prueba antimicrobiana.

Imagen 14 Placas inoculadas con E. faecalis y S. aureus por separado, mas membranas de
quitosano/propoleo y controles positivo y negativo.
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Imagen 15 Placas de la Fase 111 luego de incubar 24 horas para la medida de halos inhibitorios.

1.11 Principios éticos.

Se realiz6 un protocolo compuesto de una busqueda exhaustiva de informacion
bajo la supervision de personas con experiencia en el area, con el objetivo de obtener
resultados confiables, respetando la integridad de los mismos y asi, evitar conflictos

de interés en el proceso.

1.12 Plan de analisis de resultados.

El comportamiento de las variables cuantitativas y cualitativas de este estudio se
describi¢ a través de tablas y gréaficos.

Para describir la susceptibilidad a los antimicrobianos, se realiz6 una medida de
tendencia central y dispersion entre los datos cuantitativos de los sub indicadores
segun la escala de Duraffourd comparando la medicién a las 24 horas y a las 48
horas. Los datos se expresaron en tablas simples y graficos de barra.

Se empled estadistica descriptiva para plasmar cada uno de los resultados en
relacion a la CIM de la tintura de prop6leo determinada por bacteria y sus controles.
Los datos de ésta variable cualitativa y sus indicadores en cuanto a presencia y
ausencia de turbidez se reflejaron en tablas simples. Para ésta variable cualitativa no

se empled andlisis ni prueba estadistica.
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Finalmente para determinar la susceptibilidad de la membrana de
quitosano/propdleo en los dos tiempos de toma de registro se establecié la frecuencia
entre los sub indicadores de la escala de Duraffourd al analizar cuénta inhibicion
nula, sensible, intermedia o sumamente sensible presentaron las bacterias y sus
triplicados. Los datos se reflejaron en tablas simples.

Los datos cuantitativos se presentaron con medidas de tendencia central y
dispersion (media y desviacion estandar). La diferencia de medias entre las variables
cuantitativas en la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos y la prueba de
susceptibilidad de las membranas de quitosano/propdleo sobre las cepas en estudio se
determind con la prueba T de Student.

Los analisis estadisticos y los graficos se realizaron con el programa GraphPad
Prism version 5 (GraphPad Software Inc, La Jolla, USA). Por su parte las tablas se

realizaron con el software Microsoft Excel.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

1.13 Fase I. Prueba de susceptibilidad microbiana.

La tabla 3 exhibe los resultados preliminares de actividad antibacteriana de la
tintura de propoleo al 45% sobre las cepas en estudio. Al comparar los resultados
obtenidos con la escala de Duraffourd se puede observar que Staphylococcus aureus
fue la cepa bacteriana més susceptible seguida de Enterococcus faecalis cuyos halos
mostraron una susceptibilidad limite a las 24 horas que varié a susceptibilidad media
luego de 48 horas y en el caso de P. aeruginosa no se observé efecto antibacteriano.
Cabe destacar que los halos de inhibicion exhibidos por Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis (luego de 48 horas) fueron comparables con los del control
positivo (gluconato de clorhexidina), mientras que para Pseudomonas aeruginosa la
susceptibilidad estuvo al limite.

No se observd efecto inhibidor en las cepas por parte del gel de quitosano, ni del

etanol utilizados como excipientes en este estudio.
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Tabla 3 Prueba de sensibilidad de la tintura de propdéleo en los microorganismos

evaluados.
Propdleo Clorhexidina
ot h 20£1,7 (19) 24,7 £ 0,6 (25)
S. aureus Sumamente sensible Sumamente sensible
ATCC 25923 18h 20+£2,5(19,9) 24,7+1,9 (25,3)
Sumamente sensible Sumamente sensible
oah 13+£0,1(13) 15,3+ 0,3 (15,2)
E. faecalis Sensibilidad limite Sensibilidad media
ATCC 29212 sah 14 +1,2 (13,5) 15,1 + 1,1 (15,6)
Sensibilidad media Sensibilidad media
P. aeruginosa oah ] 10,5+ 0,6 (10,4)
ATCC 27853 Sensibilidad limite
L ) 10,5+ 1,2 (10,8)

Sensibilidad limite

Se muestra la media + desviacidn estandar y la mediana (entre paréntesis).

Es importante aclarar que, con respecto a la escala de Duraffourd, los

resultados plasmados en la tabla se cifien a la bibliografia consultada que indica el

uso del término sensibilidad, sin embargo, el termino adecuado es susceptibilidad*.

Existe una diferencia estadisticamente significativa entre la susceptibilidad

que demostrd S. aureus hacia el propdleo con respecto a la que presentd hacia el

control positivo tanto a las 24 horas como a las 48 horas tal como se evidencia en la

gréfica 1.
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Gréfica 1 Prueba de susceptibilidad del extracto de propdleo sobre S. aureus ATCC 25923. Las barras
muestran la media * desviacion estandar (dispersion). Se indican los valores de p. La significancia
estadistica se evaluo con la prueba T de Student, Se consideraron significativos los valores de p<0,05.

En el grafico de barras (grafica 2) que expresa la comparacion en la medida en
milimetros de la tintura de tropdleo y clorhexidina sobre E. faecalis, se establece que
no existe diferencia significativa entre los valores de los halos tomados a las 24h y
48h para la TP pues ambas medidas se hallaron dentro de la susceptibilidad limite, asi
como el control positivo cuyas medidas se mantuvieron en el rango de susceptibilidad
media; sin embargo entre los valores de los halos inhibitorios de cada sustancia
tomados a las 24 horas se establece una diferencia significativa donde p=0,0001 ya
que la tintura de propdleo demostré una susceptibilidad limite y el control positivo

susceptibilidad media respectivamente.
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Gréfica 2 Prueba de susceptibilidad del extracto de propdleo sobre E. faecalis ATCC 29212 . Las
barras muestran la media + desviacién estandar (dispersién). Se indican los valores de
p. La significancia estadistica se evalud con la prueba T de Student, Se consideraron
significativos los valores de p<0,05.

Finalmente la gréfica 3 evidencia la ausencia de susceptibilidad antimicrobiana por
parte de Pseudomonas aeruginosa, asi como también se aprecia que los valores
obtenidos por parte del control positivo no presentaron diferencia significativa a las

24h y a las 48 horas pues no variaron notablemente.
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Gréfica 3 Prueba de susceptibilidad del extracto de propdleo sobre P. aeruginosa ATCC 27853.
Las barras muestran la media + desviacion estandar (dispersion). Se indican los

valores de p. La significancia estadistica se evalué con la prueba T de Student, Se
consideraron significativos los valores de p<0,05.
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Imagen 16 a) Placa N°1 de E. faecalis ATCC 29212 donde se observan halos inhibitorios de la TP y CHX.
b) Placas N° 1, 2 y 3 de P. aeruginosa ATCC 27853 con sus halos inhibitorios de CHX. c) Placas N° 1,2y 3
de S. aureus ATCC 25923 con sus halos inhibitorios de TP y CHX. d) Placas control de 4cido acético de
cada cepa en estudio.

1.14 Fase Il: Prueba para determinar la Concentracion Inhibitoria

Minima (CIM) del extracto etandlico de propdleo.

Los resultados obtenidos en la prueba preliminar de actividad antibacteriana se
confirman al determinar la CIM para las bacterias susceptibles. La tabla 4 muestra
una CIM para Staphylococcus aureus ATCC 25923 de 8 ug/mL demostrando su gran
susceptibilidad a la tintura de propdleo versus una CIM de 128 pg/mL para
Enterococcus faecalis ATCC 29212, quien requiere de una mayor concentracion de
tintura de propdleo para ser inhibido. Es importante resaltar que el gluconato de
clorhexidina muestra una gran actividad inhibitoria a bajas concentraciones sobre las

bacterias estudiadas.
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Tabla 4 Patrén de susceptibilidad de las bacterias evaluadas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212) en funcion de la concentracion de la Tintura de propéleo al 45%.

E. faecalis
Propoleo

S.aureus

E. faecalis
Clorhexidina

S.aureus

128 64 32 16 8 4 2 1
Concentracion (pug/mL)

Imagen 17 Controles positivos y negativos de la fase I1.

1.15 Fase Ill: Prueba de susceptibilidad microbiana ante una

membrana de quitosano/propoleo.
Una vez concluido el proceso de determinacion de la actividad antibacteriana de una
molécula bioactiva, el siguiente paso es la bldsqueda de un vehiculo manejable, que

permita una administracién adecuada y garantice la liberacion del compuesto y por
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ende su actividad. Las membranas de quitosano/propdleo se prepararon siguiendo la
metodologia indicada y cuidando todas las variables. Sin embargo, al desarrollar la

técnica de difusion en agar no pudo evidenciarse la presencia de halos de inhibicion

en ninguna de las concentraciones de TP ensayadas.

Imagen 18 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de las membranas de quitosano/propoéleo.
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CAPITULO V
DISCUSION

Se sabe que el uso indiscriminado de los antibidticos produce un incremento en
la resistencia bacteriana a los mismos®®. Dentro de las bacterias patdgenas con alta
incidencia en la cavidad bucal, que se han convertido en un problema de salud

pUblica por la resistencia a los antibiéticos>®*®

y dificultar el uso de tratamientos
convencionales®, se encuentran el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM)®®, Enterococcus faecalis responsable de los fracasos e infecciones en

56,100

endodoncia y Pseudomonas aeruginosa considerada factor agravante de la

enfermedad periodontal®.

Los resultados obtenidos en la fase | de la presente investigacion mostraron gue
la cepa mas susceptible a la tintura de propoleo al 45% fue S. aureus, en concordancia
con Mayta et al 2010 quienes determinaron que el extracto etanélico de propéleo
presentaba mayor efecto inhibidor sobre cepas de Staphylococcus aureus. Por otra
parte, Barragan 2015% al estudiar el efecto antibacteriano in vitro de una tintura de
propoleo sobre E. faecalis, observé una media de halos de 10,18 en contraposicion
con Infantes 2017'%, cuya investigacion demostré resultados mayores con una media
de halos de 13,72 siendo éste ultimo un valor cercano al hallado en el presente
trabajo, donde la media del halo inhibitorio de la tintura de propoleo fue de 14
demostrando la mayor efectividad de la actividad antimicrobiana de la tintura
estudiada sobre dicha bacteria. En el caso de Pseudomonas aeruginosa,
investigaciones revelan la presencia de inhibicion por el antimicrobiano en

estudi050,103,104

, a diferencia de la susceptibilidad nula encontrada en este trabajo. Lo
que nos permite inferir que la tintura de propdleo tiene compuestos bioactivos

capaces de afectar de una manera mas directa a las estructuras y el metabolismo de
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las bacterias Gram positivas respecto a las Gram negativas'®?. Ante los hallazgos
reportados en este estudio por una parte, el hecho de que es ampliamente reconocido
que la composicion del propéleo puede variar dependiendo de muchos factores tales

como origen, clima, tipo de abeja'®?

y frente a la variabilidad de los resultados
presentados en las diferentes investigaciones abordadas. Queda demostrada la

necesidad de estudiar y caracterizar los propéleos segun las zonas donde se producen.

Con respecto a los resultados de clorhexidina al 0,12% en la primera fase, se
observé que al igual que Tapia 2018 el gluconato de clorhexidina al 0,12% posee
mayor actividad antibacteriana que el extracto etandlico de propdleo, siendo el
evaluado por esta autora al 30%. En contraposicion a los resultados de Mayta et al
2010, quienes observaron halos de inhibicién menores a los obtenidos en la tintura
de propodleo sobre S. aureus ATCC 25923. Es importante sefialar que para obtener la
tintura o extracto etanolico de propoéleo, se requiere el uso del Etanol al 99% como
diluyente. Conociendo sus propiedades antimicrobianas, se evaluo su inocuidad sobre
las bacterias objeto de prueba. No obstante, bajo las pruebas realizadas, no se observo
tal efecto, por lo cual, la actividad antibacteriana obtenida fue netamente dada por el
propéleo, por otra parte Luaces 2017%" estudi6 la actividad del gel de quitosano sobre
E. faecalis, hallando una media en el halo inhibitorio de 17,71 resultados que difieren
de los obtenidos en el actual estudio, puesto que el gel de quitosano no mostrd
actividad sobre ninguna de las cepas bacterianas. Cabe destacar que, uno de los
ingredientes utilizados para la obtencion del gel de quitosano es el Acido acético
glacial (AAG), molécula altamente volatil y bactericida'®. En este estudio se utiliz
un gel de quitosano elaborado en noviembre de 2019, lo que podria estar relacionado
con la perdida de la actividad del AAG o de los compuestos activos del quitosano,
respecto a lo observado por otros autores quienes elaboraron el gel previo a su

evaluacion.

Una vez reconocida la actividad antibacteriana de una biomolécula, el paso

siguiente es determinar la concentracion capaz de inhibir el crecimiento bacteriano,
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tal concentracion permite establecer una medida que puede ser utilizada en el disefio
de productos con fines terapéuticos. Existen diferentes métodos para establecerla, sin

1°. En la fase 1l de este

embargo, la técnica gold standard es la propuesta por el CLS
trabajo, se determind la CIM de la tintura de propdleo para cada cepa en estudio
obteniendo asi una CIM para E. faecalis de 128 pg/mL y para S. aureus 16 pg/mL.
Datos que difieren de los hallados por Nazeri et al. 2019'% cuya CIM del extracto
etanolico de propoleo para S. aureus fue de 150 ug/mL y para E. faecalis 300 pg/mL;

5197 estudiaron el efecto antimicrobiano del extracto

por su parte, Uzel et al. 200
etanolico de 4 tipos de propéleos de diferentes regiones de Asia sobre diferentes
grupos de microorganismos incluyendo patdgenos bucales, determinaron que las CIM
para S. aureus fueron 8 pug/mL para 2 tipos de propdleo y 16 pg/mL para los 2
restantes, en E. faecalis las CIM se hallaron en 2 pg/mL, 8 pg/mL y 32 pg/mL para
los 2 propdleos restantes, de alli se infiere que el propdleo sea cual sea su origen
posee la capacidad de inhibir bacterias patdgenas en sus diferentes concentraciones
siendo esto de gran ayuda en el area de la salud para el tratamiento de patologias de
origen bacteriano. En el control positivo, se encontrd crecimiento a partir de la
concentraciones inferiores a 4 pg/mL para E. faecalis mientras que S. aureus no se
hall6 en ninguna de las diluciones realizadas, determinando asi que la CIM de
clorhexidina para E. faecalis es de 4 ug/mL y para S. aureus <1 pg/mL, todo hecho
siguiendo los criterios del CLSI. De esta manera se hallan resultados que difieren de
los encontrados por Akca et al.’® 2016, quienes determinaron que la CIM de la
clorhexidina para S. aureus fue de 128 pg/mL siendo mayor que la hallada en el

presente estudio y menor para E. faecalis con 64 pg/mL.

Uno de los grandes retos de la industria farmacéutica esta relacionado al disefio
de farmacos. La brecha entre los hallazgos y pruebas in vitro tanto quimicas como
bioquimicas; y la incorporacion en un vehiculo apropiado, inerte, amigable, rentable
entre otras caracteristicas, plantea un proceso de pruebas de ensayo y error que
conducen a la estandarizacion del proceso de produccion en masa. Sobre la base de la

afirmacion anterior, diversos estudios establecen la utilidad del gel de quitosano
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como vehiculo de biomoléculas'®, en este estudio, se elaboraron membranas de
quitosano con las concentraciones de propoleo establecidas y se evaluaron in vitro a
través de pruebas microbioldgicas, los resultados arrojados por estas pruebas
mostraron que no hubo actividad antimicrobiana por las membranas en ninguna de
sus concentraciones. Datos similares a los obtenidos por Leén et al.*®® 2008, donde
probaron la actividad antimicrobiana de membranas de quitosano-alcohol polivinilico
y extracto etandlico de propoleo sobre cepas de S. aureus y P. aeruginosa, donde no
hallaron halos inhibitorios creados por las membranas. En contraposicion, Luaces®’
2007, fabricdé un gel de quitosano y extracto etandlico de prop6leo en una Unica
concentracion el cual probé microbiolégicamente contra cepas de S. aureus y E.
faecalis por el medio de difusion de Kirby-Bauer, donde obtuvo halos inhibitorios
para ambas bacterias con un diametro que variaba entre 21 — 30 mm, siendo estos
resultados contradictorios con los obtenidos en el presente trabajo. Tales resultados
nos permiten inferir que las moléculas bioactivas del prop6leo por una parte, se
quedan atrapadas dentro de la malla de quitosano y no pueden difundir en el agar o
que la técnica de difusion en el agar no provee las condiciones necesarias para
favorecer la difusion de la molécula de la membrana al agar. De alli la importancia de
probar nuevas técnicas de elaboracion del gel de quitosano, asi como otras técnicas
microbioldgicas y bioldgicas que permitan evidenciar el efecto antibacterial

demostrado en la fase 1 y I de este estudio.

Por altimo, es muy importante continuar con los estudios de las membranas de
quitosano/propoleo como alternativa de uso en odontologia ya que ha sido reconocida
como un biomaterial; quienes forman parte de la cotidianidad, abarcando aspectos de
la quimica, biologia y medicina'®. Son definidos como cualquier sustancia, de origen
natural o sintético, utilizadas con el fin de tratar, aumentar o sustituir algin tejido,

6rgano o funcién del cuerpo humano®*®

, como autoinjertos, aloinjertos o
xenoinjertos en materiales de trasplante, implantes dentales, tejido artificial, entre
otros™®, poseen gran cantidad de propiedades bioldgicas como la biocompatibilidad,

biodegradacién® y accién antimicrobiana®®. Una de sus més importantes aplicaciones
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es la capacidad de brindar alivio a pacientes a partir de la descarga prolongada de

farmacos durante cierto tiempo®,
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.16 Conclusiones

Se logr6 demostrar la actividad antibacteriana de la tintura de propdleo al
45% sobre dos de las tres bacterias propuestas en esta investigacion.

El gel de quitosano resultd ser inocuo para las tres bacterias estudiadas.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue la bacteria més susceptible a la
tintura de propéleo con halos de inhibiciébn comparables al control
positivo.

La tintura de propdleo al 45%, no presentd efecto antibacterial sobre
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Se establecio una CIM de propodleo de 8 pg/mL para Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y 128 pg/mL para Enterococcus faecalis ATCC
29212.

No se alcanzd a evidenciar la presencia de actividad antibacteriana sobre
las bacterias objeto de estudio, de las membranas de Q/P en las

concentraciones ensayadas.

1.17 Recomendaciones

Elaborar la tintura de propoleo a partir del propoleo crudo certificado a
fin de asegurarse de la concentracion real del producto.

Ensayar nuevas técnicas de obtencion del gel de quitosano que permitan
mejorar la difusion del propdleo a través de la membrana.

Ampliar el margen de concentraciones a evaluar, partiendo de la premisa
de que algunas moléculas bioactivas pueden quedarse atrapadas en la

membrana de quitosano.
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Incorporar nuevas especies bacterianas de interés odontoldgico en el

estudio  de la  actividad antibacteriana  del propdleo.
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APENDICE A

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE BIOPATOLOGIA
MERIDA — VENEZUELA

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS.
TITULO DEL TRABAJO ESPECIAL DE GRADO: EFECTO ANTIMICROBIANO DE

MEMBRANAS DE QUITOSANO/PROPOLEO SOBRE BACTERIAS
ODONTOPATOGENAS Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Autores: Isbel Alejandra Cedillo Medina y Yaneth del Valle Fernandez Becerra.

Fecha:
Item 1. Prueba de susceptibilidad microbiana.
E. faecalis S. aureus P. aeruginosa
ATCC 29212 ATCC 25923 ATCC 27853
24 48 24 48 24 48
horas horas horas horas horas horas
PROPOLEO
CLOHEXIDINA
QUITOSANO
ETANOL
AGUA
DESTILADA
ACIDO
ACETICO
Medida en milimetros de los halos de inhibicion.
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item 11. Determinacion de concentracion minima inhibitoria de la tintura de Prop6leo.

PROPOLEO
C1 C2 C3 C4 C5
E. faecalis Tubo A
ATCC 29212 Tubo B
Tubo C
S. aureus Tubo A
ATCC 25923 Tubo B
Tubo C
P. aeruginosa Tubo A
ATCC 27853 Tubo B
Tubo C
Presencia o ausencia de Turbidez
AGUA
CLOHEXIDINA
DESTILADA
C1 C2 C3 C4 C5
E. faecalis
ATCC 29212
S. aureus
ATCC 25923
P. aeruginosa
ATCC 27853
Presencia 0 ausencia de Turbidez.
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item 111. Determinacién de actividad

antimicrobiana por medicion de halos de

inhibicién.
E. faecalis S. aureus P. aeruginosa
ATCC 29212 ATCC 25923 ATCC 27853
24 48 24 48 24 48
horas horas horas horas horas horas
MEMBRANA

QUITOSANO/PROPOLEO

CLORHEXIDINA

AGUA DESTILADA

Medida en milimetros de los halos de inhibicion.
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