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1. INTRODUCCION

La cavidad oral se encuentra habitada por un sin nimero de microorganismos que
juegan un papel muy importante para el desarrollo de enfermedades bucodentales, que se
asocian con diversos factores y sustancias que se encuentran dentro de la misma.

El grupo de enfermedades bucales mas comunes a nivel mundial lo forman la caries
dental y la periodontitis. Para prevenir estas enfermedades se recomiendan estrategias
de higiene, tales como el cepillado, el uso de la seda dental, asi mismo el uso de
enjuagatorios, agentes antimicrobianos, analgésicos que pueden alterar el estado
sistémico del paciente.

Durante los procedimientos dentales se pueden presentar complicaciones tales como
lesiones en tejidos blandos, nerviosos, de estructuras dseas, dafio sobre la ATM, lesiones
de dientes adyacentes, hemorragias, infecciones (alveolitis), trismus, hematomas vy
edema.

Después de China, México es el pais donde la herbolaria tradicional es el recurso
alternativo mas utilizado para el tratamiento de padecimientos de distinta naturaleza. Las
plantas contienen en alguno de sus 6rganos (hojas, semillas, flores, raices, frutos,
corteza) principios activos, los cuales si son administrados en dosis suficientes, producen
efectos terapéuticos que ejercen una accion farmacoldgica. Entre éstos destacan los
alcaloides, gomas, mucilagos, aceites esenciales, resinas, bdlsamos, oleorresinas, taninos
y fenoles. Se calcula que del total de las plantas que se conocen solo un 10% se
consideran con aplicacién terapéutica, entre estas podemos mencionar al
Amphipterijyngium adstringens o Juliania adstringens Schlechter mejor conocida
como “Cuachalalate” que se encuentra dentro de las especies de mayor tradicién en la
herbolaria mexicana. Estudios realizados sugieren que la corteza del cuachalalate tiene
efecto astringente, antibacteriano, antifingico, antiulceroso, anticanceroso.

El presente trabajo tiene como finalidad la obtencién de extractos naturales con
propiedades antimicrobianas incorporadas a una pelicula bioadhesiva que permita su

permanencia en cavidad oral
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cavidad oral es un 4rea altamente contaminada, en donde habitan microorganismos,
entre éstos tenemos al Streptococcus sobrinus presente en el biofilm, asi como el
Enterococcus faecalis que se considera una bacteria altamente resistente a ciertas
sustancias antimicrobianas.

Es por esto que el uso de la medicina alternativa incorporando el uso de plantas, que
presenten principios activos con accién antimicrobiana, que incorporados a un vehiculo

aumente su sustantividad en la mucosa bucal.
Por ésta razon se plantea la siguiente pregunta:
(Es posible disefiar una pelicula que incorpore el extracto de Amphipteryngium

adstringens “cuachalalate” como agente antimicrobiano que prolongue su actividad en el

sitio de aplicacién como una potencial herramienta de uso en mucosa oral?
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3. JUSTIFICACION

El vinculo existente entre las enfermedades bucales y la microbiota oral estd bien
establecido. Hay mds de 750 especies de bacterias habitdndola. Actualmente el empleo
de agentes antimicrobianos por tiempo prolongado, ha incrementado la aparicién de
reacciones adversas y la resistencia bacteriana. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estima que mds del 80% de la poblaciéon mundial utiliza la medicina tradicional
para satisfacer sus necesidades de atencidén primaria de salud y que gran parte de los
tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos.
(Katewa, 2004) En muchos paises desarrollados, del 70% al 80% de la poblacion ha
recurrido alguna vez a una u otra forma de medicina alternativa o complementaria. Las
infecciones que afectan a dientes y tejidos periodontales son las mds frecuentes.

Es por esto que hoy en dia la sociedad busca el empleo de tratamientos a base de
productos naturales y que al mismo tiempo puedan tener una mayor sustantividad en el
area tratada. También se busca que los sistemas bioadhesivos permanezcan mds tiempo
en boca sin que éste sea barrido inmediatamente por la saliva.

Actualmente se describen un sin nimero de plantas que muestran propiedades para su
potencial aplicacién en el drea odontolégica donde el Amphipterygium adstringens
conocido como cuachalalate, ha mostrado diversas aplicaciones como antimicrobiana
(contra el Streptococo mutans, Porphyromonas gingivalis), antifiingica, antinflamatoria,
antiulcerosa, astringente, antioxidante, cicatrizante entre otras.

Con base a lo anterior se sugiere el uso de extractos naturales (Amphipterygium
adstringens ) que puedan ser incorporados en un vehiculo tipo biopelicula bioadhesiva y
que permita su permanencia en la mucosa oral.

Por lo que el presente proyecto implica disefiar un sistema bioadhesivo, incorporando

extracto de la corteza de Amphipterygium adstringens para su uso en mucosa oral.
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4. HIPOTESIS
Hipotesis
La incorporaciéon de Amphipteryngium adstringens a en una biopelicula bioadhesiva

actuard como un sistema de liberacion controlada de activos naturales y favorecera su

actividad antimicrobiana contra patégenos de cavidad oral.

DISENO

Estudio Comparativo, abierto, experimental, prospectivo y transversal.

16



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Disefar un sistema bioadhesivo con actividad antimicrobiana como biopelicula a base de
polimeros naturales incorporando extracto de Amphipteryngium adstringens
“Cuachalalate”, y que permita la liberacién sostenida de activos que favorezca su

sustantividad en mucosa oral.

5.2 Objetivos Especificos

1. Obtener el extracto etandlico de Amphipteryngium adstringens.

2. Cuantificar la concentraciones de fenoles presentes en el extracto de
Amphipteryngium adstringens

3. Determinar la actividad antimicriobiana de Amphipteryngium adstringens contra S.
sobrinus y E. fecalis

4. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria del extracto etandlico de
Amphipteryngium adstringens contra S. sobrinus'y E. fecalis.

5. Disefiar una biopelicula bioadhesiva incorporando el extracto etandlico de
Amphipteryngium adstringens

6. Determinar la actividad antimicrobiana de Amphipteryngium adstringens contra .
sobrinus y E. fecalis mediante el uso de las peliculas bioadhesivas.

7. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria del extracto etandlico de
Amphipteryngium adstringens contra S. sobrinus y E. fecalis mediante el uso de las
peliculas bioadhesivas

8. Cuantificar la concentraciéon de fenoles presente en la biopelicula para cada
concentracion evaluada.

9. Determinar la aw de las biopeliculas para determinar la cantidad de agua disponible
para reaccionar quimicamente con otras sustancias y provocar el crecimiento

microbiano.
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6. ANTECEDENTES

6.1 Microorganismos

En 1683, Anthony van Leeuwenhoek decidié examinar la pelicula formada en la cavidad
oral utilizando su microscopio casero. Un nuevo mundo en miniatura se abrié a él.
Posteriormente informé de sus hallazgos a la Real Sociedad, convirtiéndose en el primer
cientifico en el registro para ver las bacterias. (Avila, M. et al 2009). La superficie de la
mucosa oral esta colonizada por diversos microorganismos que normalmente mantienen
un balance ecoldgico entre diferentes especies. Ciertos factores ambientales y biol6gicos
pueden provocar la interrupciéon de éste equilibrio, dando lugar a enfermedades
microbianas. Muchos de estos estdn asociados a la formacién del biofilm, caries,
enfermedad periodontal entre otras y son resistentes a la tension mecénica o tratamiento
con antibidticos. (Jenkinson, H. F., 2005) La mayoria son también especies comensales,
pero pueden convertirse en patégenos de acuerdo a la respuesta que muestren a los
cambios ambientales. Se han estimado mas de 750 diferentes especies. Entre la
microbiota oral se mencionan especies como Streptococcus, Actinomyces, Veillonella,
Fusobacterium,  Porphyromonas, Prevotella, Nisseria, Haemophilis, Eubacteria,
Capnocytophaga, Enterococos, Peptostreptococcus, Staphylococcus entre otros. (Wilson,

M. (2005).

6.1.1 Streptococcus sobrinus

Es un microorganismo gram-positivo, anaerobio, no mdvil. Estd estrechamente
relacionado con el Streptococcus mutans, son patdgenas en seres humanos y favorece la
formacion de caries dental. El biofilm es una mezcla de azicar y placa que crea un
ambiente adecuado para el crecimiento del S. sobrinus. Asociado a la caries de la
primera infancia, responsable de la mayoria de los abscesos dentales y dolor en los

nifios. (Wu H. et al 2003)
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6.1.2 Enterococcus faecalis

Los enterococcus son bacterias comensales en el intestino de los seres humanos y los
animales. (Hammerum AM, 2012) Son bacterias Gram-positivas, anaerobias facultativas
que se caracterizan por su capacidad para crecer en concentraciones de 6,5% de NaCl a
un pH alto. (Hollenbeck BL, 2012). Ademas, son cocos que a menudo se producen en
pares (diplococos) o en cadenas cortas. (Balaei Gajan E, 2013) Investigaciones recientes
han demostrado que el E. faecalis se detecta con frecuencia en la microbiota oral de
pacientes con periodontitis lo que sugiere que la infeccién periodontal puede favorecer
la colonizacion en la cavidad oral por parte de esta especie. (Souto R, 2008) Puede
contribuir a la degradaciéon periodontal en sitios subgingivales muy infectados,
particularmente en los pacientes que responden pobremente a las formas mecdnicas de la

terapia periodontal. (Rams TE, 2012)

6.2 Obtencion de extractos vegetales

Después de China, México es el pais donde la herbolaria tradicional es el recurso
alternativo mas utilizado para el tratamiento de padecimientos de distinta naturaleza. Los
Asirios, hace 4,500 afios consultaban una farmacopea que incluia un grupo de 250
plantas. Hipdcrates es considerado el padre de la medicina en los siglos IV'Y V a.C. él
estudio las propiedades de entre 300 y 400 plantas medicinales.

Se estima que hay aproximadamente entre 250,000 y 500,000 especies de plantas en el
mundo (Borris, 1996). Por lo que justifica el investigar en el reino vegetal aquellas que
tienen propiedades terapéuticas. Desde 1975, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 1978) ha reconocido la importancia de la medicina tradicional en el control de la
salud y ha generado un programa orientado a la promocion de la misma en los paises en
desarrollo. La medicina tradicional es un elemento cultural con profundas raices en todas
las civilizaciones. Entre el 66 y el 85% de la poblacién del planeta recurre a la herbolaria

para calmar diversos padecimientos (OMS. 2004).

En 1978, la OMS establece las siguientes definiciones Tabla 1:
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Cualquier planta que en uno o mas de sus Organos
PLANTA MEDICINAL | contienen sustancias que pueden ser utilizadas con
finalidad terapéutica.

La parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica.

DROGA VEGETAL

PRINCIPIOS ACTIVOS | Son las sustancias responsables de la accién
farmacoldgica.

Preparados de productos vegetales, su obtencion es el
resultado de la investigacidon cientifica aprobada, su
principio activo es de origen vegetal pero su efecto es el
resultado de la sinergia de varias sustancias. Se pueden
obtener muchos medicamentos usando diferentes solvente
y métodos de extraccion.

FITOFARMACOS

Tabla 1. Conceptos establecidos por la OMS en 1978

De 1978 a 1995 se reunen en Alemania por mandato federal, un panel de 24 cientificos
de diferentes disciplinas con el objeto de determinar la eficacia y seguridad de 380
plantas para aprobarlas como medicamentos que no requieran prescripcion médica, de
las cuales, 254 fueron aprobadas como efectivas y seguras.

Las plantas con fines terapéuticos han formado parte importante de la historia y cultura
de los indigenas quienes poseian un amplio conocimiento sobre éstas, asi como también
de la anatomia del cuerpo humano. Son empleadas ya que contienen en alguno de sus
organos (hojas, semillas, flores, raices, frutos, corteza) principios activos, los cuales si
son administrados en dosis suficientes, producen efectos terapéuticos que ejercen una
accion farmacoldgica, entre éstos podemos mencionar a los alcaloides, lipidos, gomas,
mucilagos, aceites esenciales, resinas, bdlsamos, oleorresinas, taninos, fenoles. Se
calcula que del total de las plantas que se conocen solo un 10 % se consideran con
aplicaciéon terapéutica, entre estas podemos mencionar al Amphipteryngium
adstringens o Juliania adstringens Schlechter mejor conocida como “Cuachalalate”
que se encuentra dentro de las especies de mayor tradicién en la herbolaria mexicana.
Es conocida en Michoacdn como matixerdn, macerdn o pacueco, en Oaxaca como

cuachinala y en Puebla como volador. Vegeta en la selva baja caducifolia de los estados
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de Michoacédn, Guerrero, Puebla y Oaxaca. En general, la especie existe en la tierra
caliente, en los climas semitropicales y templados. La clave taxondmica se muestra en la

tabla 2.

Reino Vegetal
Division Embriophyta

Clase Dicotiledéneas
Familia Julianaceae

Tabla 2. Clave Taxonémica de Amphipteryngium adstringens. Martinez, M. 1979

Martinez (1944) menciona que el extracto resultante de la corteza del cuachalalate se

emplea para el tratamiento de encias asi como antipirético y antiséptico de heridas.

Méndez (1954), describe el uso de su corteza como astringente, debido a que en sus
principios activos se encuentra una gran cantidad de taninos y fenoles Su extracto

acuoso es un auxiliar en el tratamiento contra la malaria y el cdncer estomacal.

Niembro (1986), le atribuye propiedades antisépticas y en el tratamiento de encias.

Navarrete (1986) y Soriano et al (1987) describen compuestos presentes en el
cuachalalate entre los que se encuentra un triterpeno denominado d4cido
masticadienénico, atribuyéndole propiedades anticolinérgicas, anticancerigenas y

también para destruir calculos biliares.

Mata et al (1991) demostr6 que la presencia de los compuestos fendlicos en el extracto

hexanico del cuachalalate, tenia la capacidad de actuar como hipocolesterolémico.

Solares posteriormente aisl6 el acido alfa-hidroximasticadiendnico y demostro que éste
compuesto presenta una eficiencia del 80% en el control de céncer estomacal, a nivel de
laboratorio comparado con el 30% que present6 el compuesto principal.

Watson (1987) menciona que un triterpeno de estructura no identificada, aislado de la

planta y aplicado por via oral, present6 una accion antiulcerigena en ratas.
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En el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, en 1994 se menciond
que el cocimiento de la corteza y un extracto de acetato de etilo, administrados en ratas
por via oral e intraperitoneal ejercieron un efecto antiulceroso géstrico al inhibir la
produccién del jugo géstrico y asi contribuir a una rdpida cicatrizacién del epitelio y la
mucosa gastrica.

Al encontrar compuestos de naturaleza esteroidal en la corteza del cuachalalate, lo sitda

como un recurso potencial tanto en el campo farmacéutico como industrial.

6.3 Fitoquimica y acciones farmacolégicas de los compuestos quimicos del

cuachalalate.

Las plantas se caracterizan por estar formadas de distintos 6rganos que cumplen
funciones variadas y que al mismo tiempo se encuentras dotados de sustancias quimicas
o principios activos que le confieren cierta actividad farmacoldgica. En general estdn
clasificados de la siguiente manera: heterdsidos, polifenoles, terpenoides y alcaloides

(Bruneton,J., 2001) (Pengelly, A.,1996) Tabla 3.

Antraquinénicos, Cardioténicos, Cianogénicos, Cumarinicos,
Fendlicos, Flavonicos, Ranunculésidos, Sapondsidos,
Sulfurados
Acidos fendlicos, Cumarinas, Flavonoides, Lignanos, Taninos,
Quinonas

Aceites esenciales, Iridoides, Lactonas, Diterpenos; Saponinas

Tabla 3. Clasificacién de principios activos. Bruneton J. en 2001.

6.4 Amphipterygium adstringens (Cuachalalate)
Entre los compuestos que se identifican en el cuachalalate esta los siguientes
triterpenos: acidos masticadienoico, o-hidroximasticadienoico y mezclas de 4cidos

masticadienoico/isomasticadienoico.
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En las hojas, se ha identificado el dcido cuachalalico el cual también es un triterpeno.
(Olivera OA, 1999)

Uno de los compuestos aislados de la corteza del cuachalalate es el dcido
masticadienoico que tiene una estructura parecida al cortisol, por lo que tiene
posibilidades de desempefiar el mismo papel. Esto podria explicar los efectos
antiinflamatorios del cuachalalate. (Boyer, 2001)

Otro de los componentes que se encuentran en la corteza del cuachalalate es el B-
sitosterol que disminuye los niveles de colesterol.

Un tercer tipo de compuestos son los dcidos salicilicos que tienen base salicilato que son
inhibidores reversibles de la ciclooxigenasa excepto el 4cido acetilsalicilico. De ahi que
los efectos del cuachalalate son de tipo analgésico y antiinflamatorio. (Mycek, 2004)
Otra sustancia que se encuentra en la corteza del cuachalalate son los taninos que tienen
propiedades farmacoldgicas tales como: astringentes y vasoconstrictoras y estas dos
propiedades favorecen en gran medida a la cicatrizacion. (Carretero Accame, 2000)

Los taninos son compuestos fendlicos secundarios de elevado peso molecular, presentes
en drboles, leguminosas, frutas, sorgo y maiz. El tipo y el contenido de estos compuestos
estd influenciado por su genotipo (especie y variedad) por sus las caracteristicas
ambientales como la luz solar y disponibilidad de agua, la velocidad de crecimiento, la
madurez, la condicién nutricional del suelo, la depredacién y las enfermedades. (Romero
L, 2000)

Los taninos  condensados  son polimeros de  un flavonoide llamado antocianidina,
frecuentemente se encuentran en la madera de los arboles lefiosos.

Los taninos hidrolizables son polimeros heterogéneos formados por 4cidos fendlicos
como lo son el 4cido galico y azucares simples. (Taiz, 2006) Son hidrolizados con mas
facilidad. Los farmacos que contienen taninos suelen ser ttiles para proteger la cavidad
bucal y garganta cuando se encuentran frente a un proceso inflamatorio. (Gutiérrez V E,
2003)

En la actualidad la medicina alternativa a base de platas medicinales estd adquiriendo
cada vez mads aceptacion.

Hoy en dia, debido al estudio meticuloso de las plantas desde el punto de vista cientifico,

se han encontrado con gran precision las virtudes en la terapéutica dental a base de
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extractos de plantas. Cada vez pasa que hay mayor resistencia hacia los medicamentos
alopatas debido a los altos costos que generan y a la gran cantidad de efectos adversos y
reacciones secundarias.

Las plantas con fines terapéuticos son una buena opcion, diversos estudios le afiaden
propiedades astringentes, cicatrizantes, antiulcerosas, anticancerosas y antiinflamatorias
al Amphipterygium adstringens conocido como cuachalalate.

Los extractos son preparaciones obtenidas a partir de plantas medicinales que
regularmente estdn en estado seco. Estos se clasifican segin su consistencia en fluidos,
blandos y secos. Los primeros son liquidos y corresponden a la droga seca en una
proporciéon 1:1, los blandos son semisélidos, con un contenido de agua de
aproximadamente un 60%, mientras que los extractos secos son solidos, polvos o
granulados. Los extractos secos y blandos pueden estar adicionados a ciertos
coadyuvantes. La fabricacién de un producto fitoterapéutico o bien el aislamiento de un
componente quimico a partir de la materia prima vegetal comprende las operaciones de
molienda, extraccion, concentracion, purificacion y secado. (Sharapin, 2004)

La molienda tiene como objetivo principal disminuir el tamafio de las particulas de la
droga vegetal para adecuarla al proceso de extracciéon que antes de iniciar este proceso,
se debe de definir la selectividad del solvente a ser usado en el proceso. Se puede
obtener un extracto que contiene la mayor parte de los constituyentes quimicos de la
planta (etanol o metanol), o bien uno que contenga unos con una determinada
caracteristica (hexano). Los solventes mds utilizados en las industrias de productos
fitoterapéuticos son el agua, el alcohol etilico, la glicerina, el propilenoglicol y mezclas
de estos liquidos. Dos aspectos importantes en la elaboracion de productos
fitoterapéuticos son el solvente de extracciéon y la permanencia en la composicion
quimica de la materia vegetal. En cuanto al solvente es importante considerar la
selectividad, la manipulacién, el precio, la seguridad y sobre todo la toxicidad.
(Sharapin, 2004)

El alcohol etilico o etanol y sus mezclas con agua es el solvente por excelencia para la
obtencion de extractos y tinturas, se recomienda utilizar en ocasiones una mezcla de

alcohol:agua 7:3 u 8:2 para la extraccion de partes lefiosas de la planta, raices y semillas.
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Los procesos de extraccion varian en funcién de la escala de produccion, de la
naturaleza y calidad de la materia prima y de la naturaleza del solvente. Los procesos de
extraccion se pueden dividir en dos grupos: aquellos que dan como resultados un
equilibrio de la concentraciéon entre el soluto y el residuo y los que agotan
completamente la droga. Entre los primeros se encuentran la maceracién y la maceracion
dindmica, y en el segundo la percolacién, la repercolacién y la extraccién en contra
corriente. (Raspall, 2002)

Para fines de este proyecto solo describiremos la maceracién que consiste en poner en
contacto la droga y el solvente durante varios dias que dard como resultado un equilibrio
de concentracion entre la droga y el solvente, y depende de factores que estdn unidos a
la droga como su naturaleza, el tamafio de la particula, su contenido, humedad, la
selectividad y la cantidad. El rendimiento del extracto disminuye cuando la relacion
droga/solvente aumenta. Para disminuir el tiempo de maceracidn, la droga y el solvente
deben mantener un movimiento constante y pueden ser ejecutadas a temperatura
ambiente o elevadas. Entre sus desventajas son la lentitud del proceso y el hecho de no
alcanzar la extraccion completa de la droga y para disminuir la pérdida del extracto en el
residuo de la extraccidn, se puede repetir de dos a tres veces, después de haber escurrido
el solvente de la extraccién anterior. La etapa final de éste proceso es el prensado o la

centrifugacion del residuo para la recuperacion de la parte del extracto retenido en él.

(Raspall, 2002)

En los dltimos afios la industria farmacéutica ha mostrado particular interés de
novedosos sistemas de administracion que mejoren las propiedades de los principios
activos y que al mismo tiempo sea de facil aplicacion para los pacientes y asi satisfacer

sus necesidades (Martin,2009).

Entre estos sistemas de administracion se encuentran formas mucoadhesivas, que tienen
su nacimiento por 1947 utilizando en aquel entonces, goma de tragacanto y polvos
adhesivos dentales que incorporaban penicilina para uso odontolégico. Posteriormente
se desarroll6 el Orobase con excipientes mucoadhesivos para la cavidad oral, es una

mezcla de carboximetilcelulosa sdédica, pectina y gelatina en una base de aceite
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mineral/polietileno. En la década de los ochenta se lleva a cabo una amplia investigacion
acerca de estos sistemas, sobretodo de las limitaciones que imponen las variables
fisioldgicas de los diferentes lugares donde se aplicardn, asi como también del estudio e
incorporacién de nuevos biopolimeros adhesivos responsables de su interaccion con las
mucosas tomdndose en consideracién que se requieren formas de liberacion durante

largos periodos en el sitio de la aplicacion (Rodriguez et al., 2000)

Existen polimeros de origen natural que son biocompatibles, biodegradables,
higroscépicos, sin embargo cuentan con la desventaja de presentar pobres propiedades
mecdnicas y la pérdida de propiedades bioldgicas durante su formulacién. Por su parte
los sintéticos tienen la gran ventaja de ser econdmicos, versdtiles, con excelentes
propiedades mecdnicas y resistencia quimica, pero algunos no son biocompatibles ni
biodegradables y su reciclado suele ser costoso. En los ultimos afios se ha trabajo en la
obtencion de diversos biocompuestos, que reunirian diferentes ventajas de ambos tipos
de polimeros y al mismo tiempo disminuir algunas desventajas. (Agustina et al., 2008).
Los sistemas biodegradables incluyen el uso del dcido poli (lactico-co-glicdlico) que és
hidrofébico e incompatible con proteinas y farmacos nucledtidos solubles en agua. Entre
los sistemas poliméricos hidrofilicos se encuentran, el polietilenglicol (PEG), la gelatina
y el pullulan. (Gupta et al., 2004). Entre los no biodegradables se encuentra el Carbopol
974P NF. Otra opcién es la fibra alimentaria que puede soluble en donde se incluye a
aquellas que son solubles en disolucién tampdén con enzimas que emulen soluciones
enzimaticas propias del sistema digestivo (pectinas, goma y mucilagos) Las insolubles
estdn representadas por componentes de la pared celular vegetal como la celulosa, la
lignina y la hemicelulosa, asi como polimeros como el almidén resistente, la quitina y

sus derivados.
6.5 Sistemas mucoadhesivos como alternativa de transporte de principios activos

Actualmente se estudian mecanismos que permitan la sustantividad de los principios

activos en el sitio de la aplicacién

Bioadhesién es el término que se ha utilizado en los udltimos afios para describir la

capacidad que suelen tener ciertas macromoléculas ya sea de origen sintético o bien
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bioldgico para poder adherirse a los tejidos del organismo. (Mathiowitz, 1999) Estos
sistemas bioadhesivos se han aprovechado en el drea de la salud, especificamente para
ciertas aplicaciones odontoldgicas y ortopédicas, asi mismo para su uso en el campo
quirdrgico y oftalmolégico. En cirugia se utiliza para la liberacién controlada y
localizada de principios activos sobre las mucosas, ya que cualquier material puede
tener la capacidad de adherirse a tejidos naturales o bioldgicos. Para esto se presentan
interrelaciones entre agrupaciones quimicas (polimeros) y los tejidos naturales.

(Rodriguez, 2000)

La via por donde se administran los farmacos estin revestidas de una capa de mucus. A
las formas de administracion que se incrustan a las mucosas se les llama mucoadhesivas,
y su funcién principal es fijarse al lugar donde se realiza la liberacion del farmaco.
(Patel, 2012)

Con el sistema de bioadhesion se busca que el medicamento permanezca por mas
tiempo en el sitio de la aplicacion para aumentar su efectividad y optimizar su absorcién
a través de la mucosa. Dichas sustancias se pueden formular como sistemas de
liberacién prolongada o bien de tipo controlada de la sustancia activa.

Entre la ventajas que tienen los mucoadhesivos es que se pueden aplicar en las cavidades
gastrointestinales, rectal, bucal, nasal, respiratoria, oftdlmicas y en la zona vaginal. De
acuerdo a la necesidad terapéutica del paciente pueden estar en forma de comprimidos,
multiparticulares (nanoparticulas), pomadas, geles y peliculas o parches mucoadhesivos.

(Duchéne, 1989)

6.6 Fibra alimentaria

“La fibra alimentaria se define como la parte remanente de las células vegetales
resistente a la hidrélisis (digestion) por parte de las enzimas digestivas humanos”
(Trowell, 1974). En éste concepto se engloban los componentes comestibles y se incluye
un factor fisiolégico importante: la indigestabilidad de la fibra en el intestino delgado.
Los componentes son de origen vegetal y entres estos se encuentran la celulosa,

hemicelulosas, lignina, asi como ceras, cutina, y suberina. En 91976 se incluyen
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polisacéridos indigeribles con algtin efecto fisiolégico, entre las que destacan las gomas,

celulosas modificadas, oligosacaridos y pectinas. (Trowell, 1976).

En el 2001 la American Association of Cereal Chemist (AACC) propone la siguiente

definicidn:

“Fibra alimentaria es la parte comestible de plantas o carbohidratos andlogos
resistentes a la absorcion del intestino delgado y con fermentacion parcial o completa
en el intestino grueso. Incluye polisacdridos, oligosacdridos, lignina, ys sustancias
vegetales asociadas. Promueve efectos fisiologicos beneficiosos como la laxacion, y/o la
atenuacion de los niveles sanguineos de colesterol y/o glucosa” (USA, American

Associattion of Cereal Chemists, 2001 )

En cuanto a su funcién en solubilidad en agua, la fibra alimentaria se divide en dos
grandes grupos. Sin embargo el término de fibra soluble también incluye a aquellas que
son solubles en disolucién tampén con enzimas que emulen soluciones enziméticas
propias del sistema digestivo. En éste grupo se incluyen a un grupo de polisacaridos
como las pectinas, goma y mucilagos presente en frutas, asi como en avena, cebada y
legumbres. Las insolubles estdn representadas por componentes de la pared celular
vegetal como la celulosa, la lignina y la hemicelulosa, asi como polimeros como el

almidon resistente, la quitina y sus derivados.

En la Tabla 4 se resumen algunas de las fibras alimentarias mas conocidas y sus fuentes

de obtencién mas comunes.

28



Estructura

Hemicelulosas solubles

Mondmeros
Glucosa

. galacturénico
Acido glucurdnido

Fuente
Plantas y partes comestibles

Otros...

Kilosa
Pectina Arabinosa Manzana
Fructosa, Galactosa Uva
Glucosa Limidn
Rarnmosa Maranjas
Xibosa
Ac. galacturénico
Maltodextrinas resistentes | Glucosa Patata procesada
a la digestion
B -glucanos Glucosa Mvena, Salvado, Centena
Pared de hongos y levaduras
w | Gomas galactomanano Manosa Pared células vegetales
= Galactosa GOMas guar
= Algarrobo
a Gomas glucomanano Manosa Pared células vegetales
s Glucosa
= Psyllium Arabinosa Galactosea Sermilla de Psyllium
Ac. galacturdnico
3 Xilosa
a Inulina Fructosa Alcachofa
-8 Glucosa Cebada, Trigo
Achicoria
Cebolla
Goma xantana Glucosa Bacterias
Rarnmosa
dAc. glucurdnico
Agar Galactose Algas
3,6-anhydro-L-galactosa
Sacaridos sulfonados
Xibosa
Celulosa Glucosa Plantas y partes comestibles
Hemicelulosa insoluble Glucosa Plantas y partes comestibles
Ac_galacturdnico
Acide glucurdnido
Kilosa
Almiddn resistente Glucosa Banana verde
" PFatata y almiddn procesado
u—:,' Quitina Glucosarmina Invertebrados
= Hongos y levadura
O | Lignina Cinamil alcoholes Pared de células vegetales
3 2 Sacdridos
= — | Cutina Acidos grasos Pared de células vegetales
g Ac. Grasos hidroxilados
w alifaticos
<] Suberina Fenales Células vegetalas
t Hydroxiacidos polifuncionales
= Ac. dicarboxilicos

Tabla 4. Fibras alimentarias mas conocidas y sus fuentes de obtencién mas comunes.

6.6.1 Goma guar parcialmente hidrolizada

La goma guar (GG) es una fibra soluble obtenida a partir de la planta leguminosa
Cyamopsis tetragonolobus L. originaria de Estados Unidos, Sudafrica, Australia, y sobre
todo Asia, especialmente de la India y Pakistan (Kapoor & Juneja, 2009; Peter et al.,

2001). En la industria alimentaria su uso es muy comuin y sirve como espesante,
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gelificante y estabilizante en productos como zumos, salsas y productos l4cteos, entre
otros. Al poseer grandes efectos beneficiosos para la salud se le considera una de las

fibras solubles méds prometedoras.

Es un polimero de elevado peso molecular que estructuralmente estd formado por
galactomananos, consistentes en una esqueleto lineal de unidades
Dmanopiranosilunidas mediante enlaces f(1—4), y unidades de a-D galactopiranosa
unidas en posicion O-6 aproximadamente cada dos manopiranosas del esqueleto
principal.

La relaciéon manosa:galactosa es aproximadamente 62:38 (McCleary & Prosky, 2001;
Peter et al.,, 2001). En la industria alimentaria su uso es muy comun y sirve como
espesante, gelificante y estabilizante en productos como zumos, salsas y productos
lacteos, entre otros. Al poseer grandes efectos beneficiosos para la salud se le considera
una de las fibras solubles mds prometedoras (Butt et al., 2007; Peter et al. 2001).

Sin embargo, al tener una elevada viscosidad puede dificultar su incorporacion a los
alimentos con finalidades nutraceuticas en concentraciones fisioldgicamente activas.

La goma guar parcialmente hidrolizada (PHGG) se obtiene mediante la hidrélisis
enzimdtica controlada de la misma. El proceso se realiza generalmente con enzimas
endo-B-D-manasa procedentes de Aspergillus niger, lo que permite la obtencién de
compuestos con un grado de polimerizacion aproximadamente 10 veces inferior a la
goma guar (Kapoor & Juneja, 2009). El producto final obtenido consiste en un polvo
blanco que presenta una baja viscosidad en solucién acuosa. Puede presentar una
viscosidad de entre 2000-3000 mPa-s en solucién acuosa al 1%, la viscosidad de la
PHGG obtenida por métodos enzimaticos puede ser de aproximadamente 12 mPa-s
(McCleary & Prosky, 2001). Un ejemplo de PHGG obtenidas mediante este proceso son

los productos actualmente comercializados con los nombres de Benefiber® y Sunfiber®.

6.6.2 Pectina
La pectina se encuentra en un alto porcentaje en las frutas citricas (limones, naranjas,

uvas), en guayaba, manzana y en vegetales de color verde.
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Es un polisacérido lineal que contiene de 300 a 1000 unidades de 4cido D-galacturénico
(por lo menos el 65%) unidas por enlaces glicosidicos a1-4 ademds contiene L-ramnosa,

D-galactosa y L-arabinosa.

Por su alta viscosidad, es el principal agente gelificante en la industria alimentaria y es
utilizada en la produccién de mermeladas, jaleas y jugos de fruta; también se emplea

como estabilizante en bebidas lacteas acidificadas.

El consumo de fibra dietaria como pectina presenta beneficios para la salud, ya que
posee propiedades anti-cancerigenas y contribuye a disminuir los niveles de glucosa y
colesterol en sangre. Disminuyen la velocidad de absorcion de los micronutrientes,
incrementan la sensibilidad a la insulina, y aumentan la saciedad, lo que reduce el

consumo total de energia.

6.7 Importancia de la formacion de uniones adhesivas sobre la mucosa oral

La administracion tdpica siempre serd mas efectiva cuanto mds tiempo permanezca el
principio activo en contacto con la mucosa lesionada, sin embargo es complejo debido a
la presencia de la saliva y a los movimientos generados con la lengua. Por tanto, es
importante aumentar el tiempo de permanencia del fairmaco en la boca, esto puede
conseguirse mediante el incremento voluntario de la retencién del mismo por parte del
paciente, lo cual suele tornarse dificil debido a que los pacientes pueden no colaborar. Al
diluirse el principio activo en la saliva y a la deglucion involuntaria del paciente, existe
riesgo de que se pierda la mayor parte de la sustancia activa. Sin embargo esto puede ser
eficaz mediante el uso de diversos adhesivos que facilitarian la retencién del sistema
polimérico sobre la mucosa oral durante mds tiempo sin la colaboracién del paciente.

(Beiro et al., 2003)

6.8 Formas farmacéuticas
Son muchos los investigadores que buscan desarrollar formas mucoadhesivas destinadas
a que su administracién sea sobre la mucosa bucal, gingival, rectal, nasal y ocular.

(Singhal, 2010)
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6.8.1 Preparaciones mucoadhesivas bucales

Este tipo de preparaciones no utilizan agua para su deglucién, dosis exactas, rdpido
comienzo de accion, fécil de transportar, sabor agradable y cumplimiento por parte del
paciente (Mishra y Amin, 2011). En éste rubro podemos mencionar los parches,
comprimidos y geles. (Rodriguez et al, 2011)

Las preparaciones mucoadhesivas bucales se clasifican en tres tipos en funcién de su
geometria: el Tipo I se trata de un dispositivo de una solo capa, en éste el farmaco se
libera en forma multidireccional, lo que hace que se pierda una gran cantidad del
farmaco debido a su ingesta. En el Tipo II consta de una capa de soporte impermeable
que se suporpone en la parte superior de la capa bioadhesiva cargada con el farmaco,
previene la pérdida del farmaco de la superficie superior de la forma de dosificacion en
la cavidad oral. El Tipo III es unidireccional, la pérdida del farmaco es minima, ya que
solo se libera en un solo sentido desde el lado adyacente a la mucosa oral. La formas de
dosificacion deben ser pequefias y flexibles para ser aceptables para lso pacientes sin
causar irritacién (Salamant-Miller et al., 2005)

Las preparaciones pueden ser en forma de tabletas, parches, peliculas y semisélidos
como los geles y pomadas. Se describirdn las peliculas bucales por ser de interés para

este trabajo.

6.8.1.1 Peliculas bucales

Se consideran formas de dosificaciéon que se han desarrollado recientemente. Son
flexibles y comodas si las comparamos con las tabletas. Poseen mayor duracién en boca
que los geles orales, los cuales son eliminados facilmente por la saliva. Protegen la
superficie de la herida, ayudando a reducir el dolor y tratar la enfermedad con mayor
eficacia. Una biopelicula ideal debe ser flexible, suave, eldstica ain en condiciones
extremas para resistir roturas que podrian ser ocasionadas por los movimientos bucales,
asi como también suficiente fuerza mucoadhesiva para que permanezca en boca el
tiempo que se considere necesario para que efectie su accion. Si se llegara a producir el
hinchamiento, no deberd ser demasiado extenso con el fin de evitar molestias.

(Salamant-Miller et al., 2005)
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Cepas bacterianas y condiciones del cultivo

Los estudios experimentales in vitro se realizaron con cepas bacterianas ATCC de
Streptococcus sobrinus 27607 y Enterococcus faecalis 11420 proporcionadas por el
departamento de Microbiologia oral de la Facultad de Odontologia de la UANL. Fueron
activadas en medio de cultivo Muller Hinton9999. Para cada uno de los ensayos la
preparaciéon de indculos bacterianos se realiz6 resiembras bacterianas en medio de

cultivo Muller Hinton y después incubados a 37 °C durante 24 h.
7.2 Obtencion del extracto etanélico de la planta

La planta utilizada fue la corteza de Amphipterygium adstringens (Cuachalalate)

adquirida en la tienda naturista Pacalli Figura 1

Figura 1 Corteza de Amphipterygium adstringens

Para el estudio preliminar se adquirieron 50 g de corteza y se realiz6 la molienda en un
molino tradicional, posteriormente se obtuvo el extracto con etanol al 100 %, 70 %, 50
9% y 25 %, fueron colocados en agitacién continua realizdndose 3 extracciones cada 24
h (Figura 2). Los solventes se eliminaron mediante rotavapor a presion y temperatura
reducida, los extractos obtenidos se almacenaron a 4°C para posteriormente ser
sometidos a su andlisis quimico e identificar en cada concentracién el contenido de

fenoles totales.
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Figura 2 Obtencion del Extracto

Una vez realizados los ensayos preliminares y habiendo valorado la actividad
antimicrobiana y la cuantificacion de fenoles totales, se realizé el extracto con mejores
resultados para la obtencion de mayor rendimiento, por lo que se adquirieron 100 g de
cuachalalate, después de su molido en el NutriBullet se obtuvieron 67.05 g con los que
se procedio a realizar el extracto etandlico al 70 %, se colocé en un vaso de precipitado,
y en agitacion constante, se filtr6 con filtros de papel de Whatman Ltd y se colocé en el
rotaevaporador para eliminar restos de solvente, se obtuvo el rendimiento de extracto y

se almacend en un frasco dmbar para posteriormente realizar los ensayos bioldgicos

7.3 Contenido Fenolicos Totales

Segun la literatura el contenido fendlico determina la efectividad bioldgica de A.
adstringens, por lo cual a los extractos obtenidos se les cuantificd su concentracién de
fenoles totales por el método descrito por Singleton y Rossi (1965) utilizando el reactivo
de Folin-Ciocalteu, para lo cual a cada una de las muestras se les adicion6 250 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu (IN), posteriormente se afiadié Na,COs3 al 20% y después de
reposar por 2hras. la observancia se midié a 760 nm. Los resultados se expresaron en mg
de 4cido gélico por g de extracto (mg/g extracto). El extracto que muestre el mayor

contenido de fenodlicos se procederd a incluir en el vehiculo (pelicula polimérica).

7.4 Evaluacion de la propiedad antimicrobiana del extracto etandlico de
Amphipteryngium adstringens contra S. sobrinus y E. faecalis

Para evaluar la actividad antimicrobiana del extracto, se realizé un ensayo preliminar en
el que se empled la técnica de pozo en agar. 100UL de S. sobrinus y E. faecalis se

sembraron en agar de peptona de caseina 4cida en estria cerrada, posteriormente se
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hicieron pozos de 5 mm de didmetro, en cada uno de ellos fueron colocados 20 Ul de
cada concentracion de extracto a evaluar asi como el control positivo (clorhexidina al
0.12 %) y negativo (agua destilada estéril). (Figura 3) Se incubaron a 37°C y se dio
lectura a las 24 h realizdndose por triplicado. Se evalud la presencia del halo de

inhibicién (Figura 4)

Figura 3. Técnica de pozo en agar

Figura 4. Cajas después de 24 h para observar el crecimiento del halo de inhibicién

7.5 Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria del extracto etanélico
de Amphipteryngium adstringens contra S. sobrinus y E. faecalis

La Concentracién Minima Inhibitoria es la minima concentracién de un antibiético que
inhibe el desarrollo visible de un microorganismo. Se determiné la CMI por medio de la

técnica de pozo en agar.

Evaluandose en concentraciones desde 70 a 3 mg/ml del extracto. 100Ul de las cepas
antes mencionadas se sembraron en agar Mullen Hinton, posteriormente se hicieron
pozos de 5 mm de didmetro, en cada uno de ellos fueron colocados 20 Ul de cada

concentracion de extracto a evaluar asi como el control positivo (clorhexidina al 0.12 %)
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y negativo (agua destilada estéril). Se incubaron a 37°C y se dio lectura a las 24 h

realizdndose por triplicado. Se evalu6 la presencia del halo de inhibicion.

7.6 Diseio de una biopelicula bioadhesiva incorporando extracto etandlico de
Amphipteryngium adstringens

Se empleé una combinacién de pectina y goma guar utilizada cominmente en la
industria alimentaria. Estos fueron proporcionados por el Departamento de Ciencias en

Alimentos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Unidad B de 1a UANL.

Se disenaron y evaluaron tres formulaciones poliméricas analizando diferentes factores
como la relacion de fase acuosa/orgdnica, agitacion, espesor entre otros, y seleccionar
pardmetros que permitieran el disefio de la pelicula con propiedades ideales para el

estudio.

Las concentraciones de goma guar valoradas oscilan entre 1 a 3 mg; la pectina entre 0.5

a 2 mg; otros compuestos incorporados fueron glicerina, agua y los extractos.

Fueron mezclados utilizando la propela IKA* EUROSTAR 60 digital a 350 rpm hasta
lograr que la mezcla fuera homogénea. Después se paso al homogenizador a 1500 rpm
durante diferentes tiempos. Se determiné el pH de cada biopelicula con un

potenciémetro Microprocessor pH Meter (Figura 5)
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Figura 5. Preparacion de la pelicula polimérica (a) incorporando los polimeros. (b)Mezclando en la propela los
polimeros. (c)Incorporacién del extracto. (d)Agitando en el homogenizador e) Medicion del ph

Una vez obtenida la mezcla se pesé y colocé en las cajas de Petri estériles. Se incubaron

a 37°C por 24 h para su secado. (Fig. 6)

Figura 6. Peliculas poliméricas en cajas de Petri listas para ser colocadas en la incubadora.

La biopelicula se recuperé a las 36 h y posteriormente se obtuvieron discos de 6 mm de
didmetro. Se procedié a medir el grosor de la misma con un micrémetro (Mitutuyo
Digimatic) y posteriormente se almacenaron en cajas de Petri previamente identificadas.

(Fig. 7)
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Mitutoyo

Figura 7. a) Biopelicula Isita b) Perforacion de biopeliculas. ¢)) Medicidn del grosor de las peliculas d)
Almacenamiento de biopeliculas en cajas de petri

7.7 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de las biopeliculas adicionadas
con el extracto y determinacion de la CMI

La evaluacién antimicrobiana se realizé con las biopeliculas obtenidas en disco por
difusion en agar Mullen Hinton. Los discos fueron esterilizados antes de cada prueba en
la cdmara de luz ultravioleta (UV) durante 50 minutos como se muestra en la figura 8,
para el ensayo 100Ul de las cepas antes mencionadas se sembraron en agar y se
colocaron las biopeliculas bioadhesivas evaludndose la inhibicioén de cada concentracion
a estudio (Figura 9). Compardndose con la biopelicula de clorhexidina como control
positivo al 0.2 % y la biopelicula como control negativo. Se incubaron a 37°C y se dio
lectura a las 24, 48 y 72 h realizandose por triplicado, midiéndose el halo de inhibicién e

identificandose la CMI.

Figura 8. Esterilizacion de las biopeliculas
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Figura 9. Técnica de sensibilidad por difusién de disco en agar

7.8 Cuantificacion de fenoles en las biopeliculas

Para cuantificar la cantidad de fenoles presente en cada disco, primero se determiné la
cantidad de extracto presente en cada biopelicula de acuerdo a su peso inicial.
Posteriormente se determina los gramos de extracto contenidos en cada disco de acuerdo
a su peso. Aunado a esto se utiliz6 el contenido de fenoles totales equivalentes en mg de
acido galico por gramos de extracto crudo para determinar la cantidad de fenoles en la

biopelicula y con base en esto lo presente en cada disco. Figura (colocar férmula)

7.9 Determinacion de la actividad acuosa (aw) de las biopeliculas bioadhesivas

La actividad acuosa o aw por sus siglas en inglés (activity water) es la cantidad de agua
libre que hay en un alimento, es decir, la cantidad de agua disponible para reaccionar
quimicamente con otras sustancias y provocar el crecimiento microbiano.

Primeramente los discos de biopeliculas fueron pesados y se colocaron para su anélisis
mediante el AQUA LAB Modelo 4TE, que determina la actividad acuosa presente en

cada unidad de analisis (Figura 10).

Figura 10. Medicidn de la actividad acuosa (aw)

Posteriormente se desecaron en la estufa a 70°C por 24 h. Pasado éste tiempo se pesaron

nuevamente para determinar el volumen de agua perdido.
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencion del extracto

En relaciéon a la obtencién del extracto se obtuvo un rendimiento total de 26 %.
Posteriormente se cuantifico la concentraciéon de fenoles presentes en el mismo. A los
extractos obtenidos se les cuantificd su concentracion de fenoles totales. Los resultados
se expresaron en mg de dcido gélico por g de extracto crudo (mg/g extracto). El extracto
que mostro el mayor contenido fendlico fue el AA3 correspondiente al de una relacién

70/30 etanol/H20, como se muestra en la Tabla5y 6

Extracto Fenoles Totales (mg/g)
AA1l 56.04 + 12
AA2 3227 +£8
AA4 157.65 £ 19

Tabla 5. Resultados de los compuestos fendlicos del cuachalalate

Curva de calibracion

y = 0.0062x - 0.0034
R? = 0.9993

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
ug de acido galico

Tabla 6. Curva de calibracidén del contenido total de fenoles del cuachalalate

En lo que respecta a la evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto
seleccionado se realiz6 un ensayo preliminar en donde se emplearon concentraciones de
70 a 3 mg/ml de extracto, siendo para ambas cepas evaluadas la mayor actividad a la

concentracion 70 mg/mL
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Siendo el que mostré actividad antimicrobiana el que correspondi6 a la concentracién de
6mg/ml ya que mostro un halo de inhibicién de 3mm; la de 12mg/ml de 3.5mm; la de
4.5mm/ml de 4.5mm; la de 50mg/ml y 70mg/ml de 5.5 mm y 7.5 respectivamente contra
el S. sobrinus

Para el E. fecalis, el halo de inhibicién del extracto de 6mg/ml fue de 2mm; la de 12, 25,
50 y 70 mg/ml tuvo un crecimiento de 3, 5, 5.5 y 7 mm respectivamente.

El promedio del triplicado de controles positivos contra el S. sobrinus mostré un
crecimiento del halo de inhibicién de 13.33mm. Los negativos no mostraron
crecimiento.

Contra el E. faecalis el halo del control positivo fue de 14mm. Los resultados se

muestran en la tabla 7.

HALOS D]«i I-IIII\I)HIBICION CHI CHI
Extracto | 1 | 2 | PROMEDIO 3Ss | Extracto | 4Ef
mg Ss | Ss mg
3 0 0 0 C- 0 6
4 0 0 0 C- 0 12
5 0 0 0 C+ 13 25
6 3 3 3 C+ 14 50 5.5
12 3 4 3.5 C+ 13 70
25 5 4 4.5 | PROMEDIO | 1333 C+ 14
50 5 6 5.5 C- 0
70 8 7 7.5 C- 0
C- 0

Tabla 7. Resultados de la evaluacion antimicrobiana de los extractos.

8.4 Concentracion Minima Inhibitoria contra el S. sobrinus y E. faecalis
Se determind la CMI por medio de la técnica de pozo en agar.

El extracto de Amphipterygium adstringens o cuachalalate exhibié una CMI de Smg/ml
contra ambas cepas estudiadas en éste ensayo: Streptococcus sobrinus 27607 'y

Enterococcus faecalis 11420.
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8.5 Elaboracion de las biopeliculas bioadhesivas incorporando el extracto.

De las tres formulaciones poliméricas se opté por elegir la que mostraba mejores
caracteristicas fisicas para este trabajo. Se mezcl6 en la propela a 350 rpm y después en
el homogenizador a 1500 rpm a diferentes tiempos. Se midié el pH con un
potenciémetro (Beckman). Se vaciaron en cajas y se pesé la mezcla. Se incubaron a
37°C y se recuperaron a las 36 h. Se perforaron para obtener discos de 6 mm de

didmetro. El pH promedio de la formulacion fue de 3.42. Tabla 8

Extracto mg PH
6 33
12 341
25 3.48
50 3.52
70 3.6
C+ 34
C- 3.29

PROMEDIO |3.42857143

Tabla 8. pH de las peliculas
8.5.1 Espesor de los discos de las biopeliculas

Se midi6 el grosor de los discos poliméricos con un micrometro digital. Presentaron un

un grosor promedio de .084 mm. (Tabla 9)

Extracto GROSOR

mg (mm)
6 0.095
12 0.095
25 0.095
50 0.094
70 0.08
C+ 0.068
C- 0.065

PROMEDIO |0.08457143

Tabla 9. Grosor de las peliculas
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8.6 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de las biopeliculas adicionadas

con el extracto

La actividad antimicrobiana de los discos poliméricos se determiné por medio de la
prueba de difusién en agar. Los discos fueron esterilizados con UV durante 50 minutos

previos a cada prueba.

8.6.1 Actividad antimicrobiana de la biopelicula bioadhesiva sobre el Streptococcus
sobrinus

La biopelicula adicionada con el extracto de Amphipteryngium adstringens a diferentes
concentraciones presentaron inhibicién de crecimiento. La biopelicula de Smg/ml no
mostré actividad a las 24 y 48 h. La adicionada con 6 mg/ml de extracto produjo un halo
de 13mm, lade 12 y 70 mg de 14mm, la de 25 fue de 18 mm y la de 50 mg de 15mm. La
adicionada con el control positivo de 17 mm. Todas éstas a 24 hrs. Se hicieron
triplicados y el promedio dela 6y 12 mg/ml fue de 12.66 mm; la de 25 mg/ml de 16.66
mm; la de 50 mg/ml de 14.66 mm; la de 70 mg/ml de 14.33 mm. El control positivo de
16.33 mm. (Tabla 10)

Halos de inhibicion Streptococcus sobrinus 24 h
Extracto mg 1 2 3 PROMEDIO

6 13 13 12 12.6666667
12 14 13 11 12.6666667
25 18 14 18 16.6666667
50 15 14 15 14.6666667
70 14 14 15 14.3333333
C+ 17 16 16 16.3333333
C- 0 0 0 0

Tabla 10. Crecimiento del halo de inhibicion del S. sobrinus a 24 h
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8.6.2 Actividad antimicrobiana de la biopelicula bioadhesiva sobre el Enterococcus

Faecalis

La biopelicula adicionada con 5 mg/ml no presentd crecimiento; la de 6 y 70mg/ml de
extracto produjo un halo de 14mm, la de 12 mg/ml de 16mm, la de 25 y 50 mg/ml de
15mm. La adicionada con el control positivo de 16 mm. Todas éstas a 24 hrs. Se
hicieron triplicados, el promedio de la de 6 mg/ fue de 14 mm; de la de 12 mg/ml de
15.33; la de 25mg/ml de 15.66; la de 50 y 70 mg/ml 14.66mm; el control positivo de
16.33 mm. (Tabla 11)

Halos de inhibicién Enterococcus fecalis 24 h
mg Aa 1 2 3 PROMEDIO

6 14 13 15 14
12 16 14 16 15.3333333
25 15 15 17 15.6666667
50 15 15 14 14.6666667
70 14 14 16 14.6666667
C+ 16 16 17 16.3333333
C- 6 6 6 6
PROMEDIO 14.8666667

Tabla 11. Crecimiento del halo de inhibicion del E. fecalis a 24 h

8.7 Concentracion Minima Inhibitoria del extracto mediante el uso de la

biopelicula bioadhesiva

Se utilizé la técnica de difusion en disco. Se colocaron discos adicionados en

concentraciones de 70 a 3 mg/ml de extracto. La CMI fue de 5 mg/ml para ambas cepas.

8.8 Cuantificacion de fenoles en los discos bioadhesivos poliméricos.

Se cuantificé el contenido de fenoles totales equivalentes en mg de 4cido gélico por
gramos de extracto crudo para determinar cudl concentracién seria la que contenia
mayor cantidad de fenoles, y sobre ésta realizar la incorporacion del extracto a la
biopelicula y asi cuantificar la cantidad de fenoles presentes en cada disco de acuerdo a
su peso. El de 6 mg/ml exhibi6 0.07342 ug de fenoles; el de 12 mg/ml de 1.29ug; el de

25 mg/ml de 2.5 ug; el de 50 mg/ml de 5.55 ug y el de 70 mg/ml de 7.69 ug. (Tabla 12)
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Fenoles Pelicula mg ext disco g ext disco fenoles BP fenoles/disco
mg/g ug

161 6 0.000456025 4.5603E-07 7.342E-05 0.07342003

12 0.0080553 8.0553E-06 0.0012969 1.2969033

25 0.01555542 1.5555E-05 0.00250436 2.504355

50 0.0331276 3.3128E-05 0.00533361 5.333608

70 0.04782056 4.7821E-05 0.00769918 7.699181

0.6627; 25 mg/ml de 0.6132;

8.9 Actividad acuosa de las biopeliculas

posibilidad de crecimiento bacteriano serd mas tardado.

Tabla 12. Cuantificacion de fenoles en las biopeliculas

mg/ml 2 3 PROMEDIO
6 0.6059 0.6067 0.6067 |0.60643333
12 0.6627 0.6628 0.6627 |[0.66273333
25 0.6126 0.6134 0.6136 0.6132
50 0.5913 0.5933 0.5934 | 0.59266667
70 0.6361 0.6368 0.6363 0.6364
C+ 0.6213 0.6216 0.6221 |[0.62166667
C- 0.6665 0.6683 0.6686 0.6678

Tabla 13. Aw de las biopeliculas

La aw se determiné colocando los discos poliméricos en el AQUA LAB, se hicieron
triplicados y el promedio de la biopelicula de 6 mg/ml fue de 0.6064; la de 12 mg/ml
la de 50mg/ml 0.5926; la de 70 mg/ml de 0.6364; el
control positivo de 0.6216. (Tabla 13). Por tanto al tener un aw que se encuentra entre el

rango de 0.5926-0.6627 se considera que su vida util puede ser mds larga ya que la
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DISCUSION

La cavidad bucal es una de las zonas que mayor colonizacion bacteriana posee. Entre las
enfermedades mds comunes en la cavidad bucal estdn la periodontitis y caries dental, sin
un tratamiento temprano nos llevan a la pérdida gradual de dientes. Ante cualquier
procedimiento quirdrgico, se busca sustancias terapéuticas que se liberen de forma local
y topica debido a que los efectos secundarios suelen ser minimos comparados con la via

sistémica.

Actualmente México es considerado después de China, un pais que usa la herbolaria
tradicional alternativa para tratar padecimientos de distinta naturaleza, éstos contienen
principios activos que al ser administrados en dosis suficientes, producen efectos
terapéuticos ejerciendo una accidn farmacoldgica. Entre estas plantas se encuentra una
que en los ultimos afios ha sido causal de estudio por las propiedades que posee. La
corteza del Amphipteryngium adstringens o Juliania adstringens Schlechter mejor

conocida como “Cuachalalate”.

En este trabajo el extracto de cuachalalate en concentraciones de 5 mg/ml presento

actividad inhibitoria frente al Streptococcus sobrinus y Enterococcus faecalis.

Sardi de Cassia en 2010 utiliz6 el extracto de cuachalalate a concentraciones que van de
.005 a 4 mg/ml sobre el Cdndida albicans sin embargo la concentracién de 0.12 mg/ml
fue la mas efectiva comparada con los 6mg/ml que se necesitd para causar inhibicién

sobre el S. sobrinus y E. fecalis.

Rodriguez Garcia (2010) trabajé sobre microorganismos periodontopatégenos utilizando
diversas plantas para medir la actividad antibacteriana. El extracto de Amphypteringium
adstringens exhibi6 una concentracion minima inhibitoria de 37mg/mL contra cepas de
Porphyromonas gingivalis y Agregatibacter actinomycetemcomitans. Sobre S. sobrinus
v E. fecalis fue de 6mg/ml, sin embargo la concentracién de 25mg/ml fue la que mas

inhibid el crecimiento bacteriano de ambas cepas al cabo de 24 hrs.
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Ruiz Bustos en el 2009 utiliz6 un extracto metandlico de Amphypteringium
adstringens para medir la actividad antibacterial de S. flexneri, S. aureus y E. Coli. La

CMI que exhibié fue de 190-250 ug/ml y de 380-500ul/ml respectivamente.

Para producir un efecto inhibitorio bacterial se necesitaron cantidades mds bajas contra
S. flexneri, S. aureus y E. Coli que contra S. sobrinus, E. fecalis, Porphyromonas
gingivalis y Agregatibacter actinomycetemcomitans, siendo estas dos tultimas las que

mads concentracion necesitaron para inhibirse.

Con la incorporacién de éste extracto, con propiedades antibacterianas a una biopelicula
bioadhesiva, se busca que sea liberado de manera sostenida y que se mantenga en
contacto directo con la mucosa bucal pero que también se considere de facil

administracion y a la vez sea comodo para el paciente.

La goma guar y pectina se encuentran en un sin fin de alimentos, pero tiene la
particularidad de tener caracteristicas mucoadhesivas, biocompatibles y comestible, lo
que lo hace una opcién para la fabricacion de biopeliculas. incorporando extractos de
plantas que albergan propiedades medicinales.

El cuachalalate o A. adstringens posee una gran variedad de sustancias que la hacen
tener propiedad farmacoldgicas, entre las que destacan estén los fenoles. A parte de ser
un agente antibacterial también se le atribuye propiedades cicatrizante y antioxidante por
lo que fue conveniente cuantificar la cantidad de fenoles presentes en los discos

poliméricos
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