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M. catarrhalis: Moraxella catarrhalis

B. subtilis: Bacillus subtilis

S. pneumonae: Streptococcus pneumonae
FDA: Federal Drug Association

ARNmM: ARN mensajero

ADN: acido desoxirribonucleico

pH: potencial de hidrogeno

CHX: Clorhexidina

CMC: Carboximetilcelulosa

ePTFE: politetrafluoroetileno

Rpm: revoluciones por minuto

TCL: Analisis de cromatografia en capa fina
FTIR: Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de fourier
MEB: Microscopia electronica de barrido
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EDS: Espectrometria de dispersion de energia de rayos X

Rf: factor de retencion

“SINTESIS Y CARACTERIZACION DE MEMBRANAS
MUCOADHESIVAS DE ARILENAMINONA/QUITOSANO
CON POTENCIAL ACTIVIDAD CONTRA
STREPTOCOCCUS MUTANS”

2. RESUMEN

La caries dental es la destruccion localizada del tejido duro dental bajo la influencia
de la actividad microbiana. El Streptococcus mutans (SM) es el principal agente
microbiano que forma un biofilm en la superficie del diente y causa la caries dental.
Las intervenciones de control de caries se centran en disminuir los Estreptococos
cariogénicos de la cavidad oral, inhibir la produccién de glucanos y evitar la

formacion de biopeliculas.

El desarrollo de productos sintéticos para el cuidado bucal se ha enfocado en la
aplicacion de agentes anti-placa con un elevado efecto anti carioso. Las (-
enaminonas son compuestos biologicamente activos que se pueden usar de forma
sintética y en la quimica de farmacos. En el presente estudio una nueva
enaminona y se formularon nuevas membranas de quitosano/arilenaminona y
membranas de quitosano/glicerol/clorhexidina con potencial actividad contra S.
mutans. Se evalué la actividad antimicrobiana de las membranas y se consideran
una potencial alternativa en el tratamiento de la formacién de biofilm y la incidencia

de caries dental.

PALABRAS CLAVE: enaminona, quitosano, antibacterial, S. mutans, membrana,

clorhexidina y mucoadhesivo
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3. ABSTRACT

Streptococcus mutans (SM) is the principal microbial agent that forms a biofilm on
the tooth surface and causes dental caries. Caries control blasts focus on
decreasing cariogenic Streptococci from the oral cavity, inhibiting glucan
production, and preventing biofilm formation. The development of synthetic oral
care products has focused on the application of anti-plaque agents with a high anti-
carious effect. B-Enaminones are biologically active compounds that can be used
synthetically and in drug chemistry. In the present study, a new N-
diaryleneaminone was synthesized and new chitosan/aryleneaminone,
chitosan/glycerol/chlorhexidine membranes with potential activity against
Streptococcus mutans were formulated. The antimicrobial activity of the
membranes was evaluated, and it is considered a potential alternative in the

treatment of biofilm formation, reducing the incidence of dental caries.

Key words: enaminone, chitosan, antibacterial, S. mutans, film, clorhexidine and

mucoadhesive
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4. INTRODUCCION

La caries dental es la destruccion localizada del tejido duro dental bajo la
influencia de la actividad microbiana. El Streptococcus mutans (S. mutans) es
considerado como el principal agente microbiano que favorece la agregacion
bacteriana en un conjunto de poliespecies, conocido como biofilm, el cual se
adhiere a la superficie del diente. El biofilm produce diferentes enfermedades
bucales como la caries dental, enfermedad multifactorial que afecta ampliamente
al ser humano durante toda su vida. S. mutans se adhiere a las superficies de los
dientes mediante la sintesis de polisacaridos extracelulares a partir de sacarosa,
posteriormente, metaboliza azucares provenientes de la dieta en acidos organicos,

provocando desmineralizacién del esmalte dental.

Las intervenciones de control de caries apuntan principalmente a disminuir los
Estreptococos cariogénicos de la cavidad oral, inhibir la produccion de glucanos y
evitar la formacién de biopeliculas, para bloquear o modificar los sitios implicados
en la adherencia de S. mutans, lo que reduce la eficacia de las interacciones con
la superficie dental. Los dentifricos, enjuagues bucales y diversos productos
dentales en forma de gel, polvo, pasta o liquido poseen ingredientes activos que
cumplen multiples funciones con el propdsito de mejorar la higiene bucal y
mantener una buena salud bucal. El desarrollo de productos sintéticos para el
cuidado bucal se ha encauzado hacia la aplicaciéon de agentes anti-placa con un
elevado efecto anti carioso, por lo que, en el proceso de desarrollo de nuevos
compuestos farmacolégicamente activos, los compuestos sintéticos de origen

organico representan una importante fuente de moléculas potencialmente activas.

Las B-enaminonas, O=C-C=C-NH, son compuestos biolégicamente activos que
pueden usarse de forma sintética y en la quimica de farmacos. Los derivados de
enaminonas se utilizan como materiales de partida adecuados para el desarrollo
de moléculas bioactivas en quimica médica. Considerando su actividad
anticonvulsiva, antimicrobiana, antioxidante, antitumoral y citogenética, las
enaminonas representan un grupo prometedor de terapias. Actualmente, en la
literatura no existen estudios que determinen la actividad antimicrobiana contra S.

mutans de estos compuestos.
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En el presente trabajo se sintetiz6 una nueva arilenaminona y se formularon
nuevas membranas de quitosano/arilenaminona con potencial actividad contra S.
mutans. Se evaluo la actividad antimicrobiana de las membranas lo que permite
considerarlas como una potencial alternativa en el tratamiento de la formacién de

biofilm, disminuyendo la incidencia de caries dental.
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5. ANTECEDENTES

ANTECEDENTES GENERALES

CARIES

La caries dental es la enfermedad crénica mas prevalente en el mundo y afecta
del 60% al 90% de los nifios en edad escolar y la mayoria de los adultos. La caries
dental es una enfermedad dinamica, no transmisible, multifactorial, mediada por
biopeliculas, modulada por la dieta, que produce una pérdida de minerales de los
tejidos duras dentales. Esta determinada por factores biologicos, conductuales,
psicosociales y ambientales. La caries es principalmente causada por un cambio
ecologico en la composicion y actividad de la biopelicula bacteriana cuando se
expone con el tiempo a los carbohidratos fermentables, lo que provoca una ruptura

en el equilibrio entre la desmineralizacion y la remineralizacion (1,2).

Los primeros signos consisten en lesiones cariosas no cavitadas, es decir,
lesiones iniciales o de manchas blancas. La progresion del proceso de la
enfermedad con una mayor pérdida de minerales dentales conduce a una lesion
cavitada. Detener las lesiones cavitadas es mas dificil, ya que la pérdida de la
estructura del diente crea nichos para la biopelicula que no son facilmente
accesibles. Por lo tanto, la disminucidn de la carga bacteriana de la cavidad bucal
es uno de los objetivos biolégicos fundamentales en la prevencidn de la caries
dental; preservar la estructura dental y la salud de la pulpa también es un principio
rector para el tratamiento de las lesiones cariosas cavitadas (3,4).

Entre los microorganismos que se encuentran involucrados en el desarrollo de la
biopelicula o placa dental se encuentran el S. mutans, S. sanguis, Lactobacillus y
Veillonella spp. Especificamente el S. mutans se relaciona con la biopelicula
cariogénica. Su morfologia es de coco Gram positivo, anaerobio y aerobio
facultativo y se dispone en pares o en cadenas cortas. Antes de la formacion de
la caries dental tiene lugar un aumento significativo de S. mutans en la saliva.
Ademas, S. mutansy Streptococcus sobrinus (S. sobrinus) han sido considerados
como los principales patogenos orales involucrados en el inicio y desarrollo de la
caries dental; han mostrado niveles especificos de resistencia bacteriana a los
antibidticos (5).
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Entre los antimicrobianos locales, se encuentran los enjuagues bucales, los cuales
son soluciones hechas a base de antisépticos, estos se usan para disminuir el
numero de bacterias causantes de caries, dado que el gluconato de clorhexidina
es una bis-biguanida se considera de accion rapida y presenta un elevado indice
de adhesion residual o permanencia en la piel (sustantividad), con un tiempo de
duracion de 7 a 12 h en concentraciones al 0.12% y 0.2% y combinado con otros
compuestos como alcoholes, usado en los colutorios, presenta un amplio espectro
antimicrobiano y fungicida. Entre pH 5 y 8 el gel de gluconato de clorhexidina es
muy eficaz frente al S. mutans y la Céndida albicans (C. albicans), asi como a
otras bacterias Gram (+) y Gram (-) (5).

La efectividad de la clorhexidina ha sido demostrada ampliamente, al igual que los
efectos adversos relacionados con su concentracion, tales como, manchas en las
superficies de los dientes y en la lengua; para reducir estas complicaciones se
usan agentes antioxidantes y se disminuye la dosis diaria, pero ninguno de estos
meétodos ha logrado su objetivo, solo han obtenido un éxito parcial (Figura1) (5,6).

S. mutans

G y membranas de
Quitosano

(o) ' © Sabor desagradable
o© © Manchas dentales
Pastas © Téoéxico si se ingiere

© Rapida eliminacion
de cavidad oral

Aril-epaminona

Figura 1. Fuente propia. Desventajas de clorhexidina en el efecto contra S. mutans.

Por lo anterior, en el area de la odontologia se continua con la busqueda de
compuestos organicos de origen sintético que tengan propiedades

antimicrobianas ante S. mutans.
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ENAMINONAS

En la busqueda de nuevos compuestos farmacoldégicamente activos, las B-
enaminonas, O=C-C=C-NHR, representan una importante fuente de moléculas
potencialmente bioactivas. Estas consisten en un grupo amino unido por un doble
enlace carbono-carbono a un grupo carbonilo en donde el grupo carbonilo facilita
la preparacion, el aislamiento y el almacenamiento del complejo, proporcionando
la estabilidad requerida al sistema OH-C=C-C=NHR (Figura 2). La presencia del
grupo OH es esencial para obtener actividad biolégica probablemente debido a las
interacciones favorables a través de enlaces de hidrégeno establecidos (7—10).
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Figura 2. Fuente propia, b-enaminona, compuesto farmacolégicamente activo.

Las arilenaminonas son un subgrupo importante de enaminonas que se utilizan
para sintetizar varios analogos heterociclicos y biologicamente activos.
Naringrekar y Stella (1990) investigaron la estabilidad estructural de las N-
arilenaminonas y evaluaron su capacidad como profarmacos de aminas primarias.
Las N-arilenaminonas han recibido una gran atencién durante la ultima década y
se ha trabajado mucho para explorar nuevas rutas para la sintesis de

arilenaminonas (11).

Las arilenaminonas se utilizan como materiales de partida adecuados para el
desarrollo de moléculas bioactivas en quimica médica debido a la lipofilia y la
extrema sensibilidad a cambios menores. La principal ventaja de estos
compuestos es su estabilidad en condiciones de pH fisiolégico simulado y baja
toxicidad. Su actividad antibacteriana se ha probado contra cepas Gram + como,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis y cepas Gram - tales como,
Escherichia coli y Moraxella catarrhalis (12-14). En la figura 3 se observa la

estructura general de arilenaminonas que se sintetizaron en este trabajo.
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Figura 3. Fuente propia, estructura de compuesto de arilenaminona.

Ademas, se ha observado que los compuestos que contienen el fragmento de
arilenaminona exhiben actividad antibacteriana contra agentes patogenos, asi
como propiedades anticonvulsivas y antitumorales. Esto indica la amplia
importancia bioloégica de estas moléculas. En la busqueda de compuestos
antiepilépticos con una mayor selectividad y menor toxicidad, se han identificado
las arilenaminonas como sustancias quimicas prometedoras y se han evaluado
por su actividad anticonvulsiva y antibacteriana. La mayoria de las arilenaminonas
son de naturaleza basica, lo cual las convierte en excelentes candidatas para
detener las convulsiones a través de mecanismos tanto sinapticos como no

sinapticos, y también para prevenir los ataques convulsivos (15-17).

En el presente estudio se realizé una revisidon de la literatura sobre diversos tipos
de enaminonas y que bacterias fueron provadas contra ellas, para asi identificar

los efectos antimicrobianos que han sido reportados los ultimos 15 afios (Tabla 1).
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Tabla 1 Revision de actividad antibacteriana de enaminonas los ultimos 15 anos.

Afo Lugar Enaminona Bacterias Autor

2009 | Kuwalt Enaminonas ciclicas S. aureus, S Edafiogho
epidermidis, S. 1y cols.
pneumoniae, S.
pyogenes, E
faecium.

2010 | Pakistan 4-N,N-di-n-propilamina-pent-3-eno-2- S. aureus, E. coli. Tariq
ona(HL2), 4-N,N-diciclohexilamina-pent-3- Mahmud vy
ene-2-ona (HL3) cols.

2011 | Egypt tiadiazol-enaminonas S. aureus, B. Thoraya A

subtilis, P. ycols.
aeruginosa y E.
coli

2011 | Pakistan 4-N,N-dietilamina-pent-3-eno-2-ona [HL1], 4-N,N- E. coli, S. aureus, Tariq
dietilamina-pent-3-eno-2-ona [HL2] 4-N,N- g epidermidis. Mahmud y
diciclohexilamina-pent-3-eno-2-ona [HL3] cols.

2015 | Egypt Nafto[b]1,40xazina S. pneumoniae, Islham Hy
P. aeruginosa, B. cols.
subtilis, E. coli.

2015 | Kuwalt 3-(dimetilamino)-1-(tiophen-2-il)prop-2-en-1- B. subftilis, E. JeraghBy

ona. Y 3-(dimetilamino)-1-fenilprop-2-en-1-ona Coli, S aureus, S. cols.
typhi.

2017 | Croacia  4-[(2-hidroxi-5-metilfenil)amino]pent-3-en-2- S. aureus, E. Marina
ona (H2L1), 4-[(2-hidroxi-4- faecalis, E. coli. Cindri¢ vy
metilfenil)amino]pent-3-en-2-ona (H2L2), 4-[(4- cols.
hidroxi-2-metilfenil)Jamino)]pent-3-en-2-ona
(H2L3), 3-[(2-hidroxi-5- metilfenil)amino]-1-
fenilbut-2-en-1-ona (H2L4), 3-[(2-hidroxi-4-
metilfenil)amino]-1-fenilbut-2-en-1-ona (H2L5)

y 3-[(4- hidroxi-2-metilfenil)amino]-1-fenilbut-2-
en-1-ona (H2L6)

2018 | Croacia enaminona derivada de la benzilacetona ONO S. aureus, E. Pisk J vy

faecalis, E. coli, cols.
M. catarrhalis.

2020 | India S. aureus, S. Bangalore

Enaminona de Acido Usnico N-Propargil epidermidis  B. Py cols.
subtilis E. coli P.
aeruginosa K.
pneumoniae.

2020 | Iraq di-B-enaminona S. aureus, E. coli. Ahmed Ay

cols.

2021 | Morocco pirazolo-enaminonas E. coli, S. aureus. Akhramez

Sy cols.

2021 | EE. UU  Enaminonas ciclicas y aciclicas S. aureus, E. Isis J y
faecalis, E. coli y cols.
M. catarrhalis.

2022 | India enaminonas de acido Usnico unidas a aril-n- S typhi, B. subtili Bangalore

hexanamida S. mutans y E. Pycols.
coli

2022 | Iraq B-enaminona S. areus, B. Kadhom H
subtilis, K. ycols.
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2022 | India Aril-N-enaminona B. subtilis, S. Bangalore
mutans. E. coli, Py cols.
S. typhi.

QUITOSANO

En los ultimos afios, los polimeros naturales han recibido mucha atencién debido
a que pueden ser una alternativa a los polimeros sintéticos (11). El quitosano es
un copolimero aprobado por la FDA (Federal Drug Association), derivado
desacetilado de quitina que es el segundo polimero natural mas abundante
encontrado en conchas de crustaceos y paredes de hongos. El quitosano es una
sustancia no toxica, estable, esterilizable y biocompatible, presenta un perfil unico
y atractivo con propiedades antimicrobianas, inmunoestimulantes, hemostaticas,
de curacién, ha sido ampliamente utilizado en sistemas de administracién de
farmacos e ingenieria de tejidos, tiene propiedades importantes como bioactividad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad, mucoadhesion y actividad

antimicrobiana de amplio espectro (18,19).

Su carga positiva se acumula en las paredes celulares de las bacterias,
promoviendo una propiedad bactericida y bacteriostatica junto con la capacidad
de formar una pelicula y adherirse al diente, que promueven al quitosano como

una base ideal para la liberacion sostenida de medicamentos (20).

Recientemente, varios autores han informado sobre la actividad antimicrobiana y
antibiofilm del quitosano sobre varios microorganismos relacionados con
enfermedades orales. Bae y cols., en el 2006 informaron que presenta efecto
antibacteriano in  vitro sobre  Streptococcus mutans, Actinobacillus
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis (21). Ademas, mencionan
que el quitosano de bajo peso molecular evita la adsorcién de Streptococcus
mutans a la hidroxiapatita. La sal de amonio de quitosano se ha investigado
ampliamente contra Stafilococus aureus y Escherichia coli. El quitosano es
altamente efectivo contra una variedad de hongos y bacterias debido a que la
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mayoria de los productos y derivados a base de quitosano, como
micro/nanoparticulas, geles y las peliculas indican efectos antibacterianos (22).

Adicionalmente, los grupos amino protonados de la D-glucosamina en la
estructura del quitosano le permiten adherirse a la capa de moco cargada
negativamente por interaccion electrostatica y penetrar en las capas profundas del
epitelio. EI mecanismo antibacteriano del quitosano puede incluir la interaccion de
quitosano catiénico con la superficie celular anidnica, lo que aumenta la

permeabilidad y la fuga de la membrana de material celular (18).

El quitosano también puede interferir con la sintesis de ARNm, incluyendo sintesis
de proteinas, asi como también con la adhesién del S. mutans y formacion de
biopeliculas primarias, hasta una semana con poca o ninguna disminucion en la
eficiencia. Su actividad antibacteriana contra S. mutans y otros microorganismos
presentes en la cavidad oral lo convierte en un agente anti biofilm potencialmente
prometedor (23,24). El mecanismo exacto de la actividad antibacteriana aun no se
conoce por completo. La actividad antibacteriana propuesta mas prevalente del
quitosano es la unidn a la pared celular bacteriana cargada negativamente que
causa la interrupcion de la célula, alterando asi la permeabilidad de la membrana,
seguida de la union al ADN que provoca la inhibicion de la replicacion del ADN vy,
posteriormente, la muerte celular (25). Otro posible mecanismo es que el
quitosano actua como un agente quelante que se une selectivamente a
oligoelementos metalicos provocando la produccion de toxinas e inhibiendo el
crecimiento microbiano (25,26). El quitosano también mejora el proceso de
curacion al aumentar la infiltracion de células inflamatorias en el area lesionada y

al estimular los macrofagos vy fibroblastos (23).

El quitosano puede presentarse en varias formulaciones, con la finalidad de
administrarse como un sistema transportador de farmacos, con ciertas
propiedades mecanicas y con un intimo contacto en la mucosa oral. Segun el
campo de uso el quitosano se modifica mediante diferentes procesos quimicos o
enzimaticos a diversos derivados y formas, tales como geles, hidrogeles,

membranas, micro y nanoparticulas, etc. (26,27).
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GLUCONATO DE CLORHEXIDINA.

La clorhexidina es una sustancia activa utilizada para el control de la placa y la
gingivitis, asi como agente anticaries. Se presenta en forma de clorfenilbiguanida,
comunmente como sal de acetato o sal de gluconato, y se encuentra en colutorios,

geles, dentifricos y barnices (28).

Sin embargo, su uso en dentifricos no es apropiado, ya que la mayoria de ellos
contienen detergentes anionicos, como el lauril sulfato de sodio. Estos detergentes
son incompatibles con la clorhexidina y reducen significativamente su eficacia
antiplaca. La clorhexidina se une a grupos anionicos en la superficie de las
bacterias, lo que provoca una permeabilidad en la membrana celular y la liberacién
del contenido citoplasmatico. Ademas, en concentraciones mas altas, la

clorhexidina precipita las proteinas citoplasmaticas (22).

Yadiki y cols., mencionan que el gluconato de CHX es un agente antimicrobiano
utilizado como inhibidor y letal para las vegetativas Gram + y Gram -.
La sensibilidad y el amplio espectro de la actividad bacteriana son caracteristicas
principales de la CHX. Esta crea un ambiente bacteriostatico mediante la unién a
las superficies orales para su posterior liberacion (28). Abouassi y cols., analizaron
que el compuesto de CHX se ve afectado por las sustancias organicas; hay que
tener en cuenta que su aplicacion al 0,2% presenta excelentes resultados al
reducir la formacion de placa y compuestos antibacterianos en la cavidad oral.
Se ha comprobado que la Clorhexidina carece de toxicidad sistémica en su uso
oral y no genera resistencia microbiana. Sin embargo, su uso produce efectos
secundarios locales, reversibles, tales como manchas pardas en los dientes, la
lengua y en restauraciones con resinas, asi como alteraciones pasajeras de la
percepcion gustativa, por lo cual se recomienda no ingerir alimentos ricos en

cromogenos (café, té, entre otros) para evitar las pigmentaciones (29).

MEMBRANAS

El término "membrana” es ampliamente utilizado en varias disciplinas, como la
biologia, la quimica, entre otras. Se refiere a un sistema solido o liquido con un

espesor muy reducido en comparacion con su superficie, el cual separa dos fases
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macroscopicas (liquidos, gases o solidos) y controla la transferencia selectiva de
materia y energia entre ellas (25,30).

Algunas de las propiedades de la membrana que mas influyen en el proceso de
permeacion y/o transporte son: el espesor, la solubilidad de las especies
permeantes en la membrana, la carga eléctrica en las superficies de la membrana
y su signo y densidad, el diametro de los poros y la carga y movilidad de los iones
transportadores a través de los poros. Las membranas son sometidas sobre cierta
influencia o fuerza, donde se pueden considerar como barreras que permiten el
transporte preferencial de uno o0 mas componentes, ya sean moléculas, particulas
o iones y tienen la capacidad de regular la cantidad de especies que puede
atravesarlas desde una mezcla de sustancias o por si solas. Puede variar el grado
de paso de las especies por diversos factores, tales como: presion osmoética,
concentracion, diferencia de potencial quimico, temperatura, permeabilidad,
afinidad hacia las especies y la porosidad de la membrana (25).

Las membranas pueden ser de diferentes tipos de materiales, organicos o
inorganicos y, difieren entre ellas por su composicion quimica y fisica. Las
membranas pueden ser homogéneas molecularmente, es decir totalmente
uniforme, o ser quimicas, pero fisicamente heterogéneas. Pueden ser huecas o
porosas en su estructura o también ser completamente densas. Sus ventajas son:
baja energia de consumo, propiedades ajustables, operacion simple, bajos
requerimientos de mantenimiento, facil combinacion de otros procesos de

separacion y facilidades de escalamiento (30,31).

6. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

QUITOSANO

Tal y como informan Bae y cols., en 2006 el quitosano tiene un efecto
antibacteriano in vitro sobre S. mutans, Actinobacillus actinomycetemcomitans y
porhyromonas gingivalis. Se informd que el quitosano de bajo peso molecular
previene la adsorcion de S. mutans a la hidroxiapatita (20). La mayoria de las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del quitosano, como el grado de peso
molecular, viscosidad, solubilidad y biodegradabilidad depende del grado de
desacetilacion, y este debe ser proporcional a las propiedades deseadas del
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quitosano. Las caracteristicas destacadas son, el grado de desacetilacion en la
bioactividad celular, la proliferacion y la adhesion. La produccién de andamios con
mayor adhesién y proliferacion requieren un mayor grado de desacetilacion, ya
qgue es beneficiario también para la cicatrizacion de heridas, estas caracteristicas
permiten incorporarlo en la fabricacion de armazones para la regeneracion osea,

periodontal y dentino-pulpar (32).

Costa y cols., en 2014 evaluaron el efecto en la adherencia y las biopeliculas de
enjuagues bucales con quitosano sobre varios patégenos orales. Su estudio
consisti® en comparar formulaciones de quitosano con diferentes enjuagues
comerciales que contenian como principio activo aceites esenciales o clorhexidina,
utilizaron cinco microorganismos orales (4 bacterias y 1 levadura) como
microorganismos modelo y midieron la concentracion minima inhibitoria, la
adherencia, la formacion de biopeliculas y el efecto de los enjuagues sobre
biopeliculas maduras. Los resultados mostraron que el enjuague bucal a base de
quitosano (0.4%) fue capaz de inhibir la adhesion microbiana y la formacion de
biopeliculas al mismo tiempo que fue capaz de promover la disoluciéon de
biopeliculas ya formadas. Los autores concluyeron que el quitosano posee
actividad bioldgica igual o mejor que los productos comerciales disponibles en la
actualidad (33).

Pasquantonio G y cols., en 2008 evaluaron la actividad del quitosano en
biopeliculas de S. mutans in vitro e in vivo. La actividad antibacteriana del
quitosano se determiné mediante microdiluciones en caldo. Se evaluo el efecto del
quitosano a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion en biopeliculas
de S. mutans. Los resultados mostraron que S. mutans en la fase de adhesion fue
completamente inhibida por quitosano a cualquier concentracién o tiempo de
exposicidn investigado, mientras que S. mutans en etapas sucesivas de
acumulacion (12-24h) se inhibidé solo con concentraciones mas altas y tiempos de
exposicidon mas largos. Estos datos confirman la accion efectiva del quitosano
contra las biopeliculas de S. mutans. (21).

ENAMINONAS.

Mahmud y cols., en 2010 presentaron la sintesis, caracterizacion y actividad

antibacteriana de tres arilenaminonas y sus complejos con zinc y hierro. Las
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actividades antibacterianas de los ligandos sintetizados y sus complejos metalicos
se probaron contra cepas de bacterias, S. aureus y E. coli, utilizaron el método de
difusién por disco. El complejo Zn (HL1) tiene la mayor actividad contra el S.
aureus y E. coli, demostraron que tiene un buen potencial como bactericida. La
arilenaminona sintetizada por acetil acetona y dietilamina se utiliz6 como agente
localizador de cationes universal y asi mostraron colores caracteristicos con
diferentes metales. Debido a los avances sintéticos de compuestos
farmacolégicamente activos, los bloques de construccion arilenaminonas,
presentan una fuente importante de compuestos potencialmente activos, dénde
su principal ventaja es la estabilidad en condiciones de pH fisiolégico y baja
toxicidad (7).

Con base en la informacion anterior, es posible desarrollar nuevas formulaciones
a base de quitosano con compuestos potencialmente antimicrobianos como las
arilenaminonas, de lo cual no existen reportes que muestren la actividad
antibacteriana de Quitosano/arilenaminonas contra S. mutans, con potencial
actividad en el area odontoldgica. Por lo que, en el presente trabajo, se llevo a
cabo la novedosa sintesis y formulacibn de membranas mucoadhesivas de
Quitosano/arilenaminonas a diferentes concentraciones y su evaluacion

antibacteriana.

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caries dental es una enfermedad multifactorial causada por la presencia de
biofilm y agentes bacterianos como el S. mutans; principal microorganismo
involucrado en la etiologia, cuyo metabolismo depende de los azucares de la dieta.
Un meétodo de control es el uso de agentes antimicrobianos que limitan el
crecimiento de microorganismos cariogénicos tales como S. mutans en la cavidad
oral. En la practica odontologica, los enjuagues bucales con agentes
antibacterianos como la clorhexidina han demostrado su eficacia, sin embargo, se
ha informado que el uso excesivo de estos productos quimicos cambia el
microbioma oral e intestinal al causar efectos secundarios como la resistencia

bacteriana.

El quitosano tiene una nueva popularidad en este sentido, ya que no se informa
que las bacterias desarrollen resistencia al quitosano. Es aclamado por su
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naturaleza no toxica, biodegradabilidad, policationica, actividad antimicrobiana,
actividad antitumoral, actividad antioxidante, efecto anticolesterolemico,
hemostatico y analgésico, que al ser combinado con arilenaminonas se espera
una mayor actividad en comparacion con el uso de quitosano original. De igual
manera, las arilenaminonas son importantes intermedios organicos heterociclicos
y biologicamente activos, debido a su estabilidad estructural y su capacidad como
farmacos. Debido al gran potencial de actividad antibacteriana y al considerar la
propiedad de sistema transportador de farmacos del quitosano, se propone
desarrollar una nueva formulacion de membranas mucoadhesivas de
Quitosano/arilenaminona, para combatir al S. mutans dentro de la cavidad oral,
por esta razdn, la busqueda de nuevos compuestos con potencial actividad
antibacteriana es un tema de interés. De lo anteriormente mencionado, surge la

siguiente pregunta de investigacion:

8. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las membranas mucoadhesivas a base de quitosano/arilenaminona presentan

actividad antibacteriana contra S. mutans?
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9. JUSTIFICACION

La caries dental es una enfermedad dinamica, no transmisible, multifactorial,
mediada por biopeliculas, modulada por la dieta, que produce una pérdida de
minerales de los tejidos duros dentales. Esta determinada por factores biologicos,
conductuales, psicosociales y ambientales. La caries es principalmente causada
por un cambio ecoldgico en la composicion y actividad de la biopelicula bacteriana
cuando se expone con el tiempo a los carbohidratos fermentables, o que provoca
una ruptura en el equilibrio entre la desmineralizacion y remineralizacion. Hoy en
dia, el agente antimicrobiano mas probado y eficaz que se conoce es la
clorhexidina, la cual se ha utilizado por mas de tres décadas, pero su uso se limita
a corto plazo debido a sus efectos secundarios. Actualmente, la importancia del
estomatologo en el tratamiento de la caries dental debe enfocarse en la busqueda
de nuevas alternativas para el control de enfermedades, sobre esta base la
utilizaciéon de compuestos sintéticos para controlar el crecimiento de S. mutans ha

incrementado el interés para su estudio.

Por lo anteriormente citado, se busca la sintesis de membranas mucoadhesivas
de quitosano con arilenaminona que ofrezcan una capacidad antibacteriana,
mediante la inhibicion de la principal bacteria cariogénica S. mutans, que pueda
potencializar las acciones preventivas, disminucion de la incidencia de caries

dental.

La relevancia del trabajo estriba en la busqueda de alternativas con compuestos
de potencial actividad antibacteriana, con efecto inhibitorio en bacterias

cariogénicas, contribuyendo al control de la caries dental.
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10. HIPOTESIS

Hi: Las membranas mucoadhesivas de Quitosano/arilenaminona presentan

actividad antibacteriana contra S. mutans.

Ho: Las membranas mucoadhesivas de Quitosano/arilenaminona no presenta

actividad antibacteriana antimicrobiana contra S. mutans.

11. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de las membranas
mucoadhesivas de Quitosano/ arilenaminona a diferentes concentraciones

sobre S. mutans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Sintetizar la arilenaminona y su caracterizacion por TLC y FTIR.

e Sintetizar membranas de Quitosano/ arilenaminona a diferentes
concentraciones de 1, 3, 5, 7 % p/v.

e Realizar la caracterizacion de las membranas de quitosano/ arilenaminona
mediante FTIR, Microscopia 6ptica, MEB, EDS.

e Evaluar la actividad antibacteriana de membranas de
quitosano/arilenaminona a diferentes concentraciones utilizando el método
de sensidiscos.

e Evaluar la capacidad de hinchamiento, de absorcién de agua, pH de
superficie desintegracion, absorcion de humedad y mucoadhesividad de las
membranas de quitosano/ arilenaminona.

e Analizar grosor de las membranas de quitosano/ arilenaminona.

31



12. MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO.

Tipo de Investigacion: basica.

Tipo de investigacion en latin: in vitro.

De acuerdo con la intervencion del investigador: experimental.
De acuerdo con la medicién en el tiempo: prospectivo.

De acuerdo con el numero de mediciones: transversal.

De acuerdo con el numero de variables: analitico.

De acuerdo con la direccion del analisis: estudio experimental.
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POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTRA.

Poblacién: Discos de membrana de Quitosano/arilenaminona.

Muestreo aleatorio simple de 20 muestras por cada concentracién dando un total

de 80 muestras de los cuatro grupos experimentales, y dos grupos control positivo

y un grupo control (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucién de la muestra en los diferentes grupos de estudio.

Técnica de sensidiscos

Halo de inhibicion en mm donde exista la inhibicion de
crecimiento de las bacterias alrededor del sensidisco
impregnado con membrana de
Quitosano/Arilenaminona 1%.

Halo de inhibicion en mm donde exista la inhibicién de
crecimiento de las bacterias alrededor del sensidisco
impregnado con membrana de
Quitosano/Arilenaminona 3%.

Halo de inhibicion en mm donde exista la inhibicion de
crecimiento de las bacterias alrededor del sensidisco
impregnado con membrana de
Quitosano/Arilenaminona 5%.

Halo de inhibicion en mm donde exista la inhibicién de
crecimiento de las bacterias alrededor del sensidisco
impregnado con membrana de
Quitosano/Arilenaminona 7%.

Halo de inhibicion en mm donde exista la inhibicion de
crecimiento de las bacterias alrededor del sensidisco
impregnado con clorhexidina.

Grupos (n=120)

G1= Membrana de
Quitosano/Arilenaminona 1%
(n=20)

G2= Membrana de
Quitosano/Arilenaminona 3%
(n=20)

G3= Membrana de
Quitosano/Arilenaminona 5%

(n=20)

G4= Membrana de
Quitosano/Arilenaminona 7%

(n=20)

G5= Control positivo
membrana de gluconato de clorhexidina
(CHX) (n=20)

G6= Control negativo
membrana a base de quitosano

(n=20)

Halo de inhibicion en mm donde exista la inhibicion de
crecimiento de las bacterias alrededor del sensidisco
impregnado con quitosano.

CRITERIOS DE SELECCION.

8.3.1 Criterios de inclusidn: Discos de membrana de quitosano/arilenaminona.

8.3.2 Criterios de exclusion: Discos de membrana que se contaminen, se sequen,

que no tengan la concentracion adecuada.

8.3.3 Criterios de eliminacion: Discos de membrana que se muevan de su lugar,

que se contaminen a la hora de colocarlos y durante la incubacion.
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VARIABLES.

Tabla 3. Variables de estudio.

Variable

Dependiente

Microscopia 6ptica

Microscopia
electronica de
barrido (SEM)

Espectrometria de
dispersion de
Energia de rayos X

(EDS)

Mucoadhesividad

Hinchamiento

Absorcién de agua

Definiciéon

conceptual

Observacion de
estructuras biolégicas,
6érganos y organismos

microscoépicos.

Resolucion de

superficie por medio de

electrones

Analisis de
composicién quimica
elemental

Fuerza necesaria para
retirar una membrana
adherida a una

superficie

Masa ganada de agua
con respecto a la masa

de una membrana

Porcentaje de agua
absorbido por

membranas

Definicion operacional

Ampliacion y visualizacién

de la muestra

Diametro fibrilar

% Atdmico

Aplicacion de fuerza de 2N
por 100s y posteriormente
se inicia la prueba al
levantar la parte movil de
membrana en contacto

con una parte estacionaria

El indice de hinchamiento
que representa la masa
ganada de agua por 5 min
con respecto a la masa de
una membrana
completamente

Hi=(m2-m1)/m1

Seca

Pesar las membranas
desecadas toda la noche
en sulfato de sodio
anhidro hasta determinar
la masa ganada de agua

en 5 min

Escala Categorias
Cualitativa | No aplica
Cualitativa  No aplica
Cualitativa ~ Nominal
Cuantitativa Continua
Cualitativa | No aplica

Cuantitativa = Continua
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Desintegracion

Absorcion de

humedad

pH de superficie

Grosor

Espectroscopia de
transmision de
infrarrojo con
transformada de

Fourier (FTIR)

Andlisis de
cromatografia en

capa fina

Tiempo de disolucion

de

medio acuoso

membrana

Porcentaje
humedad

por membranas

en

de

absorbido

Potencial de iones de

hidrégeno H*
superficie

membranas

Dimension
de

membrana en

pequefia

dimensiones

Identifican
componentes
moleculares

estructuras

en
de

mas
una

tres

Distancia recorrida por

una

componente

dividida por la distancia

A.G.=(m2final—-m1)/mA1
X 100%

Sumergir las membranas
en cajas Petri con 10 ml de
saliva artificial a pH 7.54 y

se agitar a 60 rpm durante

3-6-9-12 h a una
temperatura entre  35-
36°C

Calcular hinchamiento en
camara de humedad por
12 dias y multiplicar x 100
para obtener el

porcentaje.

Colocar en un vaso con 5
ml de saliva artificial la
membrana, se deja por 5
min y se retira del vaso de
precipitado. Se determina
el pH de la solucion con

potenciometro

Colocar cada membrana
de un extremo hasta que
el micrémetro indique y se
obtiene la medida en

digital

Identificacion de bandas y

enlaces

Medicion del avance de
productos en
cromatografia de capa
fina (Rf)

Cualitativa | No aplica

Cuantitativa = Continua

Cuantitativa = Continua

Cuantitativa = Continua

Cuantitativa = Continua

Cuantitativa = Continua
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total recorrida por el

disolvente
Actividad Capacidad que | Medir en mm el halo de Cuantitativa | Continua
antibacteriana presenta un | inhibicién de la membrana

compuesto para inhibir | donde exista coloracién

el aumento (la = de bacterias viables.

presencia) de una

poblacién bacteriana.
Variable Definicion Definicion operacional Escala Categorias
Independiente conceptual
Membrana a base | Forma farmacéutica a Medir la cantidad de mg Cuantitativa Dimensiona
de quitosano/ = diferentes de Quitosano/ I
arilenaminona concentraciones  p/p  arilenaminona y cantidad
(G1, G2, G3, G4) (Quitosano/arilenamin | de quitosano p/p para

ona) de consistencia @ preparar la membrana a

semisolida de diferentes

liberaciébn prolongada concentraciones.

de farmacos.
Clorhexidina Agente desinfectante Cuantitativa | Dimensiona
(G5) bacteriostatico y I

bactericida

dependiendo de la

concentracion.
Membrana a base | Forma farmacéutica de Medir la cantidad de mg Cuantitativa Dimensiona

de quitosano (G6)

consistencia
semirrigida de
liberacién prolongada

de farmacos.

quitosano de alto peso
molecular (Sigma-Aldrich)
y mezclar en 37.6 mL
agua tridestilada y 1.2 mL

de acido acético a 60°C.

CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD.

Para la sintesis de la molécula de arilenaminona el investigador se capacitd

previamente. Para la sintesis de membranas de quitosano/arilenaminona y
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cuantificacion de bacterias cultivables el evaluador se capacité y se realizé una
estandarizacién intra-observador e inter-observador para evitar sesgos de
informacion. Ademas, las técnicas se realizaron por el mismo investigador con la

finalidad de evitar variaciones inter-operador.

UBICACION ESPACIO - TEMPORAL.

Unidad de laboratorio multidisciplinario de la Facultad de Estomatologia de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (FEBUAP).

Unidad de laboratorio de Fisiologia de la FEBUAP.
Direccion de Innovacion y Transferencia del Conocimiento (DITCo).
Laboratorio de biomateriales de la FEBUAP.

Departamento de Bioingenieria y Ciencias del Tecnoldgico de Monterrey.

PROCEDIMIENTOS, TECNICAS DE CARACTERIZACION.

Los reactivos utilizados en la investigacion fueron adquiridos con recursos del
laboratorio de fisiologia y en su requerimiento bajo los recursos del tesista con
Clave de beca Conacyt 2021-000001-01NACF-01416, se realizaron multiples
compras de los reactivos y solventes como Acido acético Glacial 99.8% (J.T Baker,
CDMX, México) Quitosano 85% desacetilado (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Burlington, MA, USA), Cloruro de sodio (J.T Baker, CDMX, México) Glicerol 99.5
+ (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Burlington, MA, USA), Agua destilada, Agua
tridestilada(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Burlington, MA, USA), Infusion Cerebro
Corazon ICC (BD Bioxon, CMDX, México) , Carboximetilcelulosa CMC (HCO,
Guadalajara, Jal. México), Poli D-glucosamino (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Burlington, MA, USA) Acetonitrilo 99.8% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Burlington, MA, USA) Saliva artificial (Viarden Lab, LH, texas, USA). (Tabla 4). Asi
como insumos como cajas Petri de diferentes volumenes (40ml y 20 ml). Los
materiales y equipos usados para todo el procedimiento estan resumidos en la
tabla 4 y tabla 5.

37



Tabla 4. Reactivos y solventes utilizados en laboratorio, pureza y marca.

Reactivos y solventes Pureza Marca
Acido acético glacial 99.8% J.T. Baker
Quitosano 85% desacetilado Sigma - Aldrich
Cloruro de sodio - J.T. Baker
Glicerol 99.5+ Acros
Agua destilada - Sigma- Aldrich
Agua tridestilada - Sidma- Aldrich
Poli(D-glucosamino) Sigma - Aldrich
Acetonitrilo 99.8% Sigma - Aldrich
Saliva artificial - Viarden Lab
Infusién Cerebro Corazoén - MCD LAB
Carboximetilcelulosa - HCO
EQUIPOS E INSTRUMENTOS.
Tabla 5.Equipos e instrumentos para esta investigacion.
Equipos o | Marca Especificaciones
instrumentos
Balanza analitica OHAUS-Modelo- Capacidad (g): 260, Sensibilidad (mg): 0.1,
Adventurer Pro AV265C. | Repetibilidad (Desv-Std)(mg): 0.1, linealidad
(mg): £0.3, unidades de medicion: mg, g, kg, ct,
N, Ib, oz t, GN, dwt, mommes, carat,mesghal,
taels, modos de pesaje: basico, conteo de piezas,
porcentaje, chequeo de peso, totalizacion,
resultado sostenido.
Plancha Cole-Parmer  Modelo: | Longitud: 7(plg), ancho placa sup: 7(plg),
StableTemp. material: ceramico, temperatura minima: 30°C,
temperatura maxima: 540°C, baja velocidad
(rpm): 30, alta velocidad (rpm):1200.
Barra de agitacion BBTT.ful Tipo C. | Tamafio 50 mm largo.
Walfront Tipo C. Tamafo 15 mm largo.
Potenciémetro ROCA-Modelo: PHS- | Rango de pH: -2 a 19.99, resolucién de 0.01.
3CU. Rango de mV: 0 a 1999, resolucién de + 1 mV.
Rango de temperatura: 0 a 80°C, resolucion de
0.1°C.
Microscopio éptico Leica, DMSL -
Microscopio JEOL, JSM-6610 LV, |-
electrénico de barrido | Japén
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13. METODOLOGIA

SINTESIS DE LA ARILENAMINONA

El compuesto Acido 2-(2,6-diclorofenilamino)-fenilacético fue sometido bajo
condiciones térmicas en un tubo de alta presidn con el reactivo de Dimetilacetal

de la dimetilformamida (DMAMF) en ausencia de disolvente por 12-24 horas.

PURIFICACION

Columna cromatografica de la enaminona. La enaminona se purificé por
cromatografia en columna con una fase soélida de silice gel 200-400 mallas en una
proporcion 10g/1g del crudo de reaccion soportado en silice, se eluy6 con una fase
movil de Ciclohexano/Acetato de etilo.

CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS

ESPECTROSCOPIA DE TRANSMISION DE INFRARROJO CON
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Los espectros de FT-IR de los compuestos sintetizados y las membranas
formuladas se obtuvieron por la técnica de ATR por medio del uso del
espectrofotometro FTIR-ATR Perkin-Elmer (spectrum 2000) en el rango de 400 —
4000 cm™ para poder observar los grupos funcionales y enlaces quimicos
presentes ya que cada uno represento absorciones caracteristicas a diferentes
longitudes de onda.
Para el Infrarrojo Transformado de Fourier los espectros de las muestras
materiales se obtuvieron con 32 barridos en el intervalo entre 400 a 4000 cm™', con
una resolucion de 4 cm, los espectros se obtuvieron utilizando el ATR (atenuado
reflectancia total) (Bruker, modelo Vertex 70).

ANALISIS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TCL)

E. Merck silica gel 60 F254-coated 0.25 plates fueron visualizados a través de
lamparas de longitud de de onda corta de UV. Las columnas cromatograficas (CC)
se realizaron con silica gel (SiO.; 230-400 mesh); (SIGMA-ALDRICH, Co. St Louis,
USA)
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SINTESIS DE MEMBRANAS

La membrana de quitosano a diferentes concentraciones de arilenaminona se
obtuvo por un método evaporaciéon lenta de solvente. Primero se prepard una
solucidon acuosa con la cantidad correspondiente de quitosano y como agente
catalitico polimerizante 0.8 ml de acido acético. Esta mezcla se agité a 700 rpm a
temperatura 60°C durante 5 minutos hasta formar el hidrogel para posteriormente
vertir en placas Petri de plastico. En la tabla 6 se observan las diferentes
concentraciones y cantidades correspondientes de arilenaminona y quitosano

segun su porcentaje.

Tabla 6. Formulacién de membranas de quitosano arilenaminona con glicerol a diferentes concentraciones.

Concentracion | Arilenaminona | Quitosano
1% 3.5 mg 346.5 mg
3% 10.5 mg 339.5mg
5% 17.5 mg 332.5mg
7% 24.5mg 325.5 mg
10% 35 mg 315 mg

MICROSCOPIA OPTICA

Para el analisis mediante microscopia 6ptica, las muestras de membranas de
quitosano con arilenaminona se prepararon en laminas delgadas y se colocaron
sobre portaobjetos de vidrio. Se analizaron utilizando un microscopio 6ptico (Leica,
DMSL) en diferentes aumentos, incluyendo 4x,10x, 20x y 40x, con el fin de analizar

su estructura y caracteristicas de la membrana.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Para el analisis por microscopia electronica de barrido (MEB), las muestras se
recubrieron con una fina capa de oro mediante un método de pulverizacion
catédica (Denton Vacuum V), con el fin de observar las muestras mediante un
microscopio electronico de barrido (JEOL, JSM-6610 LV, Japon).
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ESPECTROMETRIA DE DISPERSION DE ENERGIA DE RAYOS X (EDS)

Los rayos X de dispersion de energia (Oxford, INCA) también se realizaron por
triplicado eligiendo sitios aleatoriamente en cada gel, los picos de elementos

conocidos como el oro se enmascararon.

PRUEBA DE MUCOADHESIVIDAD

La prueba de mucoadhesividad en 6rgano dentario se realiz6 en la maquina
Instron de una prueba modificade de Korel y col., en 2023 (40). En una superficie
de 4 x 4 mm de esmalte de incisivo se colocaron 50 microlitros de saliva artificial.
Se colocd un extremo de la membrana de 4 mm x 30 mm, parte estacionaria. El
extremo de la porcién movil se coloco a 90° como la figura 4. A la parte estacionaria
o de contacto se le aplicé una fuerza de 2N por 100s. Posteriormente, se inici6 la
prueba levantando la parte mévil a una velocidad de 0.01 mm/s. Los picos de
fuerzas (Fmax) de desunién fueron registrados. Estas mediciones se realizaron
con una n= 5. La prueba de adhesividad dentaria se realiz6 para las membranas
de quitosano/glicerol y quitosano/glicerol/clorhexidina con el mismo numero de

replicado.
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Figura 4. Prueba mucoadhesion en maquina universal.

CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO

Las membranas de quitosano fueron cortadas en pequefias piezas de 1.6 x 1.6
cm, desecadas toda la noche en sulfato de sodio anhidro hasta determinar su
masa seca (m4). Las membranas pesadas fueron colocadas en una caja Petri,
inmersas en 5 ml de saliva artificial (pH = 7.54) por 5 min a temperatura entre 35-
36°C para imitar las condiciones térmicas de la saliva en la cavidad oral. La masa
(m2) se registré después de limpiar suavemente la membrana con un trozo de
papel seco para eliminar el agua superficial. El indice de hinchamiento que
representa la masa ganada con respecto a la masa de una membrana

completamente seca se determiné con la siguiente ecuacion:
Hi= (m2—-m1)/ my

El experimento de hinchamiento se realizd por triplicado para cada grupo de
membrana: Q; CHQ; QA5%; QA7%

COMPORTAMIENTO DE ABSORCION DE AGUA

Las membranas de quitosano fueron cortadas en pequefias piezas de 1.6 x 1.6
cm, desecadas toda la noche en sulfato de sodio anhidro hasta determinar su

masa seca (m4). Las membranas pesadas fueron colocadas en una caja Petri,
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inmersas en 5 ml de saliva artificial (pH = 7.54) por 5 min a temperatura entre 35-
36°C para imitar las condiciones térmicas de la saliva en la cavidad oral. Las
membranas de quitosano se pesan después limpiar suavemente la membrana con
un trozo de papel para eliminar el agua superficial. La operacidn se repite
periédicamente hasta que la medicidén del peso de las membranas humedas no
varié 0.001 g en la cinética de hinchamiento. Por ultimo, la masa final (m2) (W.G.)
se registré después de limpiar gentilmente la membrana con la superficie de un

papel seco. La cantidad de agua ganada se determiné con la siguiente ecuacion:

A.G. = (mz final —m1) / m1 X 100%

El experimento se realiz6 por triplicado para cada grupo de membrana: Q; CHQ;
RQ5%; RQ7%; RQ10%; EQ20%.

DESINTEGRACION

La prueba de desintegracion se realizo utilizando un método de caja Petri. Se
sumergieron las membranas en cajas Petri con 10 ml de saliva artificial a pH 7.54
y se agitaron a 60 rpm durante 3-6-9-12 h a una temperatura entre 35-36°C para
imitar los movimientos y condiciones térmicas en la cavidad oral. Durante el

experimento se observo el tiempo de desintegracion de las membranas.

ABSORCION DE HUMEDAD

La absorcion de humedad de las membranas de quitosano se realizd
exponiéndolas a 75% de humedad relativa en un desecador con una solucién de
saliva artificial a temperatura ambiente. Las membranas fueron pesadas
previamente (m1) y almacenadas en la humedad del desecador por 10 dias.
Posteriormente, se pesaron a (m2). La capacidad de absorcién de humedad fue
calculada de la misma manera que la capacidad de hinchamiento y multiplicada
por 100 para obtener el porcentaje. El experimento se realizd por triplicado para
cada grupo de membrana: Q; CHQ; QA5%; QA7%
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PH DE SUPERFICIE

La membrana de una formulacion se coloco en un vaso con 5 ml de saliva artificial
como modificacion al método reportado por Korel et al. (44) La membrana se
hincho por 5 min y se retiré del vaso de precipitado. El pH resultante de la saliva
artificial se registr6 utilizando un potenciometro (ROCA- Modelo PHS-3CU) a
temperatura de 35°C y este se tom6 como un indicado de pH de la superficie de

la formulacion.

PRUEBA DE GROSOR

Las membranas se colocaron en un micrometro electronico (SHAHE-Modelo
T152002FR); éstas se colocaron cada una de un extremo de la membrana hasta
que el micrometro indicé y se obtuvo la medida en digital, la medida de espesor
comenzaba desde 0.001mm. El rango de medicidn del aparato fue de 0-25mm. Se

realizé la prueba con una n=5 de cada una de las formulaciones.

PRUEBA ANTIBACTERIANA

Se llevo a cabo la seleccion de colonias al cultivarse la cepa de SM CDBB-B-1455
en agar, se preparo la suspension del inéculo y se estandarizé la suspension del
in6culo. Se inoculo la placa y se colocaron los discos de antimicrobiano para
incubar la placa con ICC y posteriormente medir zonas de inhibicion,

posteriormente se interpretan los resultados de la inhibiciéon de dichas membranas.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA CONTRA S. mutans

Se esterilizé cada cara de la membrana por 20 minutos a luz UV, de este modo se
crecio el microorganismo S. mutans en 10 ml de medio liquido de Infusion Cerebro
Corazodn, se dejo crecer a camara de CO2 a 37°C x 24 horas. Se plaquearon 100
microlitros de cultivo en placas Petri con medio Infusion Cerebro Corazén Salido.
En el centro de la placa se coloco la membrana con ayuda de pinzas estériles. Se
incubaron las placas en CO2 a 37° x 24 horas. Para control positivo se utilizaron

membranas con clorhexidina; como control negativo se utilizé6 Quitosano/Glicerol.
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En el control de esterilidad se colocé cada membrana para corroborar que no
creciera nada en ICC.
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14. RESULTADOS

SINTESIS DE LA ARILENAMINONA.

El éster 2-(2,6-diclorofenilamino)-fenilacetato (3) de metilo se obtuvo en
rendimientos bajos en las condiciones térmicas y de presion descritas (Figura 5),
como un polvo fino café oscuro después de enfriar y separar por precipitacion. La
arilenaminona 3 se purifico por columna cromatografica de silice gel 200-400
mallas, con Ciclohexano/Acetato de etilo 6:4 para obtener un solido café claro con
un rendimiento de 30%, Rf = 0.18 en ciclohexano/acetato de etilo 1:1. El
compuesto se cristalizé en Acetato de etilo.

Cl cl
o o]
DMADMF

NH 120°C NH

OH / oO—

Cl Cl N—

Figura 5. Propuesta sintética tandem para la obtencion del derivado arilenaminona (3).

Las condiciones de reaccion generadas por el reactivo DMADMF proporcionaron
in situ un nucledfilo de MeO- (metoxilo) que esterificaron al grupo funcional acido
carboxilico en las condiciones basicas y térmicas. El compuesto 2 no se aislo.
Posteriormente en el seno de reaccion, el exceso del reactivo DMADMF (3.5 eq)
extrajo un protén alfa al grupo carbonilo, especie nucleofilica que atacé a la
especie electrofiica de DMADF para obtener el sistema push-pull en la
arilenaminona 3 (Figura 6).
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DMADMFE

Figura 6. Propuesta mecanistica para la obtencion del sistema push-pull de arilenaminona 3.

DESCRIPCION DE FTIR

En la tabla 7 de desplazamientos se observa la desaparicion de la banda

correspondiente al OH (3321.64 cm-') del compuesto 1 y la aparicion de una

banda en 1593.29 cm-" en el espectro del compuesto 3, correspondiente al enlace

N-Me. En dicho enlace N-Me se observa la presencia de banda extra (1561.20 cm-

1)_

Tabla 7. Desplazamientos de FTIR-ATR de compuestos 1y 3.

BANDA CM FTIR-ATR de 1 FTIR-ATR de 3
C-Cl 700-900 860.99, 838.33, 766.13, 949.21, 808.86,
741.43 750.13, 633.34
C-N 1020-1220 11567.83, 1094.14 1219.96,
1197.55,1154.28,
1088.50, 1048.36
NH, N-ME 3500-3560
1577.62, 838.33 1593.14; 1561.20
1560-1640 808.86
800
-OH 3600-3200 3321.64 ---
1640-1700
C=0 1600-1800 1729.05, 1690.70 1718.15, 1688.08
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DCF - Enaminona

1) MeO-, DMF
Bisicss, 120°C 120
— T,
2) DMADNF NH /
120°C 120

Figura 7. Espectros de FTIRATR de 1y 3.

En la figura 7 se observan los espectros de FTIR-ATR de Compuesto 1 (cm™):
3321.64, 3081.97, 2922.81, 2851.08, 2679.42, 2564.92, 2362.07, 2341.77,
2034.87, 1970.58, 1911.12, 1729.05, 1690.70, 1577.62, 1505.22, 1451.68,
1303.36, 1280.39, 1251.29, 1157.83, 1094.14, 939.13, 891.56, 860.99, 838.33,
766.13, 741.43, 711.07, 663.28, 628.72, 610.47, 524.06. y el FTIR-ATR
Compuesto 3 (cm™): 2229.76, 1894.81, 1718.15, 1688.08, 1593.14, 1561.20,
1489.15, 1420.97, 1397.29, 1302.81, 1279.89, 1219.96, 1197.55, 1154.28,
1088.50, 1048.36, 1015.72, 949.21, 808.86, 750.13, 633.34.

Se realizaron diferentes pruebas de formulacién para asi obtener las cantidades
deseadas y la prueba 4 de la tabla 8 fue nuestra formulacion correcta para realizar
las formulaciones agregando la Arilenaminona y obtener las membranas de
Quitosano/Arilenaminona. Para comenzar con la preparacion de la membrana, se
peso el quitosano en la balanza analitica y la arilenaminona, cada formulacién con

su dosis especifica segun la concentracion requerida de la membrana.

Tabla 8. Pruebas de formulacién de cantidades e ingredientes.

No. de | Glicerol Acido Agua Acetonitrilo CMC Quitosano
prueba Acético destilada
Prueba 1 0.28 ml 0.8ml 7ml + 9ml 0.7 ml 3.5mg 168 mg
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Prueba 2 N/A 0.8ml 7ml+9ml 0.1 ml 3.5mg 171.5mg
Prueba 3 8.75 mi 0.8ml 8.9 ml S ml -- 162.75 mg
Prueba 4 0.4 ml 0.8 ml 37.6 mi 1.2ml -- 350 mg

Segun los experimentos de disolucion realizados (tabla 9), se observo que el
acetonitrilo es el disolvente mas efectivo para incorporar a la matriz acuosa. Por
lo tanto, se modificé la técnica de preparacién de las membranas, comenzando
por disolver la cantidad correspondiente de arilenaminona en acetonitrilo a 60°C
durante 5 minutos para alcanzar la concentracion deseada. Posteriormente, se
afadi6 agua destilada o tridestilada con quitosano en polvo a la misma
temperatura. La reaccion se agité a 700 rpom durante 5 minutos.

Tabla 9. Pruebas de solubilidad de enaminona.

1.0 ml HCI (1ml) AAG
Acetona I I AS
Acetonitrilo S | AS
Etanol | | AS
Hexano | | |

*El acetonitrilo se seleccioné como el mejor medio para solubilizar el compuesto 3. S= Soluble. 1=
Insoluble. AS= Aparentemente soluble.

Se observa que el compuesto de arilenaminona no se integra como una mezcla
homogénea. La enaminona no se disolvié en el medio acuoso de preparacion de
membranas. Por lo que, se ensayaron pruebas de disolucion en diferentes
disolventes (Tabla 9), con la finalidad de poder generar una mezcla homogénea
de la preparacibn membranas de quitosano con arilenaminonas a diferentes
concentraciones para pruebas piloto de actividad antimicrobiana contra S mutans.
En las pruebas piloto de la tabla 8 se pudo observar que la utilizacion del glicerol
fue de gran avance en la mucoadhesividad, es decir, las propiedades
mucoadhesivas mejoraron y se determind esa concentracion de glicerol para la

formulaciéon de la membrana.
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SINTETIS DE LA MEMBRANA QUITOSANO/ARILENAMINONA

El quitosano y la arilenaminona se pesaron en una balanza analitica, cada
formulacion con su dosis especifica segun la concentracion requerida de la
membrana. Se colocé en un vaso de precipitado la dosis indicada de
arilenaminona la cual se mezcl6 con el 1.2 ml de acetonitrilo hasta disolverse por
completo. Después se agregaron 37.6 ml de agua tridestilada, y se dejaron en
agitacién a 700 rpm por 5 minutos, y se agregé 0.8 ml de acido acético glacial, por
ultimo, se agrego el quitosano, segun su concentracion, se dejo en agitacién por

5 minutos mas y se vierte en una caja Petri.

En la preparacion inicial de pruebas de membranas, se comenzé utilizando vaso
de precipitado, con agua destilada, mezclandose a 600 rpm la dosis de
enaminona, para después colocar acido acético glacial, algunas muestras fueron
sintetizadas con 0.28 ml de glicerol y otras sin glicerol como se muestra en la Tabla
7. Al final se agregd el quitosano dejandose en agitacion por 5 minutos,
posteriormente se vierte en caja Petri de plastico.

La siguiente prueba fue realizada utilizando agua destilada a 700 rpm, con la dosis
especifica de enaminona, para después colocar acido acético glacial, en la
siguiente prueba realizada no se utilizé glicerol, en esta mezcla se dejo por 5
minutos ya que no habia una buena disolucion, se agrego acido acético glacial y
se agrego el quitosano, para dejar en agitacion 10 minutos, posteriormente se
vierte en caja Petri de plastico.

Se realizé la siguiente prueba utilizando 8.9 ml de agua tridestilada, mezclandose
a 700 rpm con la dosis especifica de enaminona, para después colocar acido
acético glacial, se dejo por 5 minutos agregando acetonitrilo como disolvente, una
vez disuelto en su totalidad, se dejo en agitacion a 10 minutos, posteriormente se
vierte en caja Petri de plastico.

Las membranas resultantes no tienen propiedad mucoadhesiva ademas en las
pruebas de disolucidon se desintegraban inmediatamente. Por lo que se decidid a
realizar pruebas con otros componentes poliméricos. En la tabla 10 se resumen
algunas pruebas de formulacién con Carboximetilcelulosa (CMC) y glicerol como
componentes poliméricos de la matriz de membranas. Se observdé que las

membranas con CMC no presentaban las propiedades deseadas por nuestra
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investigacion. Mientras que en las pruebas el glicerol resulté un buen componente
en la formulacidon para que las membranas resultantes presentaran las

propiedades deseadas de flexibilidad, mucoadhesividad, etc.

PREPARACION DE MEMBRANAS CON Y SIN GLICEROL

P1CMC CON GLICEROL.

Se mezclé en un vaso de precipitado 1ml de agua tridestilada diluida con 3.5 mg
de CMC y después de disolverse se agregd 9ml de agua tridestilada, con 0.28ml
de glicerol. Posteriormente se puso en agitacion a 650 rpm y se le agregd 168 mg
de quitosano para finalizar se agregd 0.1 ml de acido acético y en seguida se vertio
en caja Petri para dejar en ventana de extraccion. En el caso de las membranas
de clorhexidina se sigui6 la metodologia anterior agregando clorhexidina en lugar

de la arilenaminona.

P2 CMC SIN GLICEROL.

En un vaso de precipitado se colocé 9ml de agua tridestilada para que
posteriormente se vierten 1ml de agua tridestilada diluida en 3.5 mg de CMC y se
agregaron al vaso de precipitado 171.5 mg de quitosano, se dejo en agitacion a
650 rpm por 2 minutos, para finalizar se le agregd 0.1ml de acido acético y en
seguida se vertié en caja Petri para dejar en ventana de extraccion.
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MODIFICACION DE LA SINTESIS DE MEMBRANA DE QUITOSANO/
ARILENAMINONA

Finalmente, se concluydo la formulacion de la membrana de quitosano/
arilenaminona, con las siguientes indicaciones: En un vaso de precipitado de 50
ml la arilenaminona disuelto en 1.2 ml de acetonitrilo, se afiadié 37.6 ml de agua
tridestilada, y 0.4 ml de glicerol. La mezcla se dejé en agitacién a 700 rpm por 5
minutos, y a continuacion se agrego el quitosano, segun su concentracion.
Finalmente, se adicion6 0.8 ml de acido acético glacial. La reaccion se dejoé en
agitaciéon por 5 minutos mas y se vertid en una caja Petri (Figura 8). Para la
formulacion de membranas de CHX se procede bajo el mismo procedimiento

sustituyendo la arilenaminona por CHX (Figura 9).

Figura 8. Secuencia de la formulacién de membrana quitosano/ arilenaminona.

52



L. A)' e Sl
3. Se disolvio la arilenaminona con

1.2 ml de acetonitrilo.

Pesaje de quitosano en
balanza analitica.

P

=

-

< i : . T %
4. Se agregaron 37.6 ml de agua 5. Se dejo en agitacicn a 700 rpm y se 6. Se agregaron 0.8 ml de acido
destilada en vaso de precipitado. anadio 0.4 ml de glicerol. aceticoy se dejo en agitacion x 5 mins.
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2.Se agrego 0.8 ml de glicerol.

3. Se anadio 1.2 ml de clorhexidina
al 2%.a 700 rpm x 5 mins

1. En un vaso de precipitado se colocé
1.2 ml de clorhexidina al 2%.

e

e 3 _ - alos 0
"‘-"5'9 agregaron 5/. 5. Posteriormente se realizé la mezcla 6. Se agrego el quitosano, se dejo en

”
£
=

de agua destilada. itacion x 5 mins mas.

a 700 rpm x5 min reaccion por ag

. Nt
9. Se obtuvo membrana de
caja Petri. extraccion x 24 hrs. quitosano/ clorhexidina

e~

8. Se dejo en ventana de

7. Finalmente se vertio la mezcla en

Figura 9. Formulacion de membrana quitosano/ clorhexidina.
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CARACTERIZACION DE MEMBRANAS

En la figura 10 se observan los espectros de FTIR-ATR de las membranas de
Quitosano (color azul), arilenaminona al 1% (color verde) y 5%(color gris) donde
se observa la similitud de bandas entre estas membranas. Por otro lado, al
comparare con el espectros marcados en el compuesto Quitosano/clorhexidina,
se observan diferencias en el desplazamiento de las bandas en color amarillo.

- M Control QG MQG Enaminona 1 MQG Enaminona 5% MQG CHX0.12

1.10

0.83

0.55

0.28

547.77195 1010.67782 1473.58369 1936.48956 2399.39543 2862.30130 3325.20717 3788.11304

Figura 10. FTIR Quitosano, arilenaminona y clorhexidina.

MICROSCOPIA OPTICA.

Para el analisis mediante microscopia éptica, las muestras de membranas de
quitosano con arilenaminona se prepararon en laminas delgadas y se colocaron
sobre portaobjetos de vidrio. Se analizaron utilizando un microscopio 6ptico (Leica,
DMSL) en diferentes aumentos, incluyendo 4x,10x, 20x y 40x. En la muestra de
membrana de quitosano/arilnaminona 5% y 7% (Figura 11 y 12), se observan
fibras entrelazadas de quitosano y una distribucion homogénea de particulas de

enaminona.
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Figura 11. Membrana Quitosano/ Arilenaminona al 5%. (4x). Figura 12. Membrana Quitosano/Arilenaminona al 5% (10x).

La morfologia general de la membrana mostré una superficie rugosa con una

variabilidad de poros de diferente diametro (Figura 13).
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Figura 13. Membrana Quitosano/arilenaminona al 5% (20x).

En la membrana de quitosano/ arilenaminona al 5% a 40x, se observan cristales

bien definidos de forma romboidal (Figura 14).
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Figura 14. Membrana Quitosano/arilenaminona al 5% (40x).

En la membrana quitosano/arilenaminona a 7% (Figura 15), se observa mayor

concentracion de enaminona y una distribucion mas heterogénea de particulas.

- » T W

Figura 15. Membrana Quitosano/arilenaminona al 7% (4x).

Aumenta la presencia de estos poros interconectados de diferente diametro,
presentando un aspecto mas rugoso (Figura 16), lo cual se observa como una

estructura porosa, la cual es adecuada para la actividad antimicrobiana (Figura
17).
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Figura 17. Membrana Quitosano/arilenaminona al 7% (20x).

En el caso de la membrana de quitosano/ arilenaminona al 7% a 40x, se observan
un mayor numero cristales bien definidos de forma romboidal, con zonas
conglomeradas de color marron sugiriendo mayor presencia de arilenaminona,

donde se confirma la mayor concentracién de ésta (Figura 18).
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Figura 18. Membrana Quitosano/arilenaminona 7%(40x).

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

En los resultados del anadlisis por MEB de Ilas membranas
Quitosano/Arilenaminona 5% y 7% presentan diversas particulas aglomeradas
dando un aspecto rugoso (Figura 19) mostrando asi también poros
interconectados de diferente diametro en la membrana, con una superficie de

rugosa.

Figura 19. Imagen MEB de membrana Quitosano/arilenaminona 5%.
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Analisis de EDS

El analisis de EDS se utilizd para evaluar la composicion quimica de las
membranas Quitosano/Arilenaminona 5%, dentro de los cuales encontramos
carbono (C), cloro (Cl), calcio (Ca), oxigeno (O) y silicio (Si) presentes, sin
embargo, en el caso de las membranas Quitosano/Arilenaminona 7%
encontramos un pico correspondiente a Cloro (Cl) en diferentes porcentajes
atomicos, asi como también se observé calcio (Ca), oxigeno (O), carbono (C) y
silicio (Si) observados en la Figura 20.

Spectrum 1

1 2 3 4 5 6 7
Full Scale 1319 cts Cursor: 0.000 keV

Figura 20. Imagen EDS de membrana Quitosano/arilenaminona 5%.
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Figura 21. Imagen MEB membrana Quitosano/arilenaminona 7%.

En la imagen de la membrana quitosano/arilenaminona al 7% (Figura 21) se

observan menos poros y presencia de aspecto rugoso.

Tr r r.prrrrrrrrvUrrrre;rrrrU1rrrerrrCTTT

1 2 3 4 5 6 7
Full Scale 1563 cts Cursor: 0.000 keV

Figura 22. Imagen EDS de membrana Quitosano/arilenaminona 7%.
En la figura 22 se observo un pico correspondiente a Cloro (Cl) en diferentes
porcentajes atdmicos, asi como también se observo calcio (Ca), oxigeno (O),

carbono (C) y silicio (Si).
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA CONTRA S. mutans.

Se realizaron las pruebas piloto de inhibicion, a diferentes concentraciones que
aparecen en la Tabla 8, en las cuales, dentro de los porcentajes evaluados, el
resultado de la prueba a 5% resultoé positivo, formando halo de inhibicion contra S.

mutans.

Se obtuvieron los resultados de la actividad antibacteriana déonde se observd
actividad inhibitoria unicamente al 5% de Quitosano/Arilenaminona, por lo cual se

procedio a realizar las siguientes pruebas unicamente al 5% y 7%.

La arilenaminona fue sintetizada por segunda vez. Se trabajo con 2 formulaciones,
la primera, utilizando agua tridestilada y en la siguiente prueba, utilizando agua
destilada, dénde se observé que la primera formulacion tuvo resultados mas
favorables, (Figura 23) es importante sefalar que el cambio de agua a destilada
también afectd en los resultados de inhibicién antibacteriana.

Figura 23 Actividad antimicrobiana de Quitosano/arilenaminona/Glicerol 5% contra S mutans.

En la segunda prueba de actividad antibacteriana, no se lograron obtener
resultados positivos, después de realizar las formulaciones nuevamente; en los
resultados de la segunda prueba tampoco se logré obtener halo de inhibicion como

en el control de quitosano con glicerol (Figura 24).
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Figura 24. Actividad antimicrobiana de Quitosano/glicerol contra S. mutans.

En la ultima prueba se realiza todo tal y como se realizé en la primera formulacion
y no se logro obtener halo de inhibicion. La unica prueba que nos arroja resultados
positivos, es decir, halo de inhibicibn esperado fue la membrana de
Quitosano/Glicerol/Clorhexidina de 0.775 mm; esta prueba se realiz6 como prueba

control (Figura 25).

Figura 25. Actividad antimicrobiana de Quitosano/glicerol/clorhexidina.

En el presente trabajo se evalué la actividad antibacteriana in vitro de la membrana

de Quitosano/arilenaminona a diferentes concentraciones. En una prueba piloto,
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la membrana al 5% presenta actividad antimicrobiana por el método de sensidisco.

Este resultado no se logro reproducir al escalar o repetir la sintesis nuevamente.

PROPIEDADES DE LAS MEMBRANAS

Hinchamiento de membranas

Se pueden observar en la tabla 10, los resultados de hinchamiento después de 5
minutos en saliva artificial a 35°C y pH de 7.54, con una n=3 de membranas de
quitosano/arilenaminona 5%, con un promedio de 2.61 de hinchamiento y
desviacion estandar de 0.38341, la membrana de quitosano/arilenaminona 7%,
con un promedio de 2.31 de hinchamiento y desviacion estandar de 0.32648, para
finalizar, la membrana de clorhexidina obtuvo un promedio de 2.95 de
hinchamiento y un promedio de 0.29681 de desviacion estandar.

Tabla 10. Hinchamiento. Después de 5 minutos en saliva artificial a 35°C y pH 7.54.

n=3 MQGE5% MQGE7% Clorhexidina

Indice de|

hinchamiento 2.61 +/-0.38341 2.31 +/- 0.32648 2.95 +/- 0.29681

ABSORCION DE AGUA

El porcentaje de absorcion de agua también fue medido a 5 minutos en saliva
artificial a 35°C y pH de 7.54, las membranas de quitosano/arilenaminona al 5%
tuvieron una media de 200.82% y su desviacion estandar fue de 0.32924, en las
membranas de quitosano/arilenaminona 7% se obtuvo una media de 108.30% y
una media de 0.76663 y por ultimo las membranas de clorhexidina tuvieron una
media de 347.76% y una media de 0.260227 (Tabla 11).

Tabla 11. Porcentaje de absorcion de agua. 5 minutos en saliva artificial a 35 °C y pH 7.54.

% absorcion de % absorcion de % absorcion de
agua MQGE5% agua MQGE7% agua Clorhexidina
Promedio 200.82% +/- 0.32924 108.30% +/- 0.76663 347.76% +/- 0.26022
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n=3

PH DE SUPERFICIE

El pH de la saliva fue medido en cada una de las membranas dénde se obtuvieron
resultados con una media de pH 7.42 para las membranas de
quitosano/arilenaminona 5%, con una desviaciéon estandar de 0.01527. Las
membranas de quitosano/arilenaminona 7% obtuvieron una media de pH 7.24 y
desviacion estandar de 0.0472. Por ultimo las membranas de clorhexidina
obtuvieron una media de pH 7.38 y su desviacion estandar de 0.01732 (Tabla 12).

Tabla 12. pH de la saliva 7.54.

Membrana MQGE5% MQGE7% Clorhexidina

Media 7.42 +/- 0.01527 7.24 +/-0.04725 7.38 +/-0.01732
n=3

MUCOADHESION

Se realizé medicidén de fuerza de mucoadhesion con un area de contacto de 16
mm?, se realizé la prueba por duplicado, la membrana quitosano/glicerol obtuvo
valores de 3.08 y 2.07, con un promedio de 2N y prueba de clorhexidina por

duplicado con un promedio de 1.3N

Tabla 13. Prueba de muchoadhesividad.

Membrana Membrana QG

QG Clorhexidina
Prueba 1 3.08 N 12N
Prueba 2 2.07 N 14 N

*Area de contacto 16 mm?2
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15. DISCUSION

La caries dental es la destruccidon localizada de los tejidos duros del érgano
dentario bajo la influencia de los acidos producidos por el metabolismo de
bacterias del biofilm. El agente etiologico bacteriano de la caries dental es S.
mutans (34,35). Por otro lado, los compuestos sintéticos de origen organico son
fuente de moléculas con potencial actividad antimicrobiana. En este estudio se
probé la actividad antimicrobiana de formulaciones de membranas de quitosano
para la liberacion de un derivado de N-arilenaminona (8). Reportes previos de
nuestro grupo de investigacion, Ortiz Y. y cols. probaron en la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi este derivado de arilenaminona contra E. faecalis,
los cuales tuvieron actividad inhibitoria en el crecimiento de esta bacteria (36,37).
En nuestro estudio, se plantea la posibilidad de una falla en la formulacién,
especificamente en la sintesis de la arilenaminona. Durante la busqueda de
posibles causas, se descubrio un defecto de sellado en el tubo utilizado para llevar
a cabo dicha sintesis, lo que resulto en fugas al momento de sellarlo. Es importante
mencionar que se requieren realizar pruebas adicionales sobre esta enaminona,
ya que ha demostrado un potencial antimicrobiano en nuestros resultados. Este

estudio tiene un alto valor e importancia en el campo de la investigacion.

La unica prueba que arrojo resultados positivos y contundentes, en términos de la
formacion esperada del halo de inhibicion, fue Ila membrana de
Quitosano/Glicerol/Clorhexidina, que se utilizO como prueba control en
comparacion con nuestros resultados de actividad antimicrobiana de la membrana
de quitosano/arilenaminona al 5%. Este campo de estudio carece de
investigaciones sobre las propiedades mecanicas de la formulacién
quitosano/glicerol/clorhexidina en los ultimos 15 afos, segun la literatura revisada.
Nuestros resultados para esta membrana muestran propiedades de hinchamiento,
absorcion, mucoadhesividad y grosor. Estos hallazgos nos motivan a considerar
la oportunidad de desarrollar y utilizar esta formulacion en futuros estudios en el
campo de la odontologia pediatrica (38-40).

Dentro de las pruebas de Hemmingsen | y cols., en 2021, en sus formulaciones no
se evaluaron pruebas de propiedades mecanicas: hinchamiento con una media de
2.61, absorcion con un promedio de 200.82%, mucoadhesividad de 3.08N y grosor
(41).
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Se realiz6 una busqueda en la literatura encontrando diversos estudios de
enaminonas que presentaban actividad antibacteriana contra S. aureus, B. subtilis,
S. epidermis, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. faecalis, Salmonella, S.

pneumoniae, S. pyogenes, S. mutans. (Figura 26) (Fuente propia).

Bacterias vs Enaminonas
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Figura 26. Bacterias estudiadas contra enaminonas para actividad antimicrobiana. Fuente propia.

En esta busqueda de la literatura, se observa el incremento de interés por estudiar
estas enaminonas, las cuales pueden diferir en su sintesis, pero todas con un
interés en actividad bioldgica, principalmente guiada hacia la actividad
antimicrobiana (37-40), en este caso, los estudios hacia el S. mutans son muy
pocas (Figura 27) (Fuente propia), por lo cual es interesante e innovador el giro
que se ha dado en esta investigacion, donde las pruebas han dado resultados

positivos, que se tienen que seguir explorando.
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Figura 27. Incremento de estudios de enaminonas con actividad antibacteriana en los ultimos 15 afios.
Fuente propia.

Si bien existen algunos reportes de membranas para aplicacién oral, es importante
que las membranas fabricadas se evaluen sus propiedades fisicoquimicas
(26,34,36). En el caso de las membranas fabricadas en este proyecto se evaluaron
las propiedades de absorcion de agua con un promedio de 200.82%, hinchamiento
con una media de 2.61, presenta un resultado de mucoadhesividad de 3.08 N en
membranas de quitosano y 1.2 N en membrana de quitosano con clorhexidina, pH
con un promedio de 7.42 en membranas de quitosano/ arilenaminona 5%, 7.24 en
membranas de quitosano/arilenaminona 7% y 7.38 en membranas de quitosano
con clohexidina, en el grosor se obtuvo un promedio de 0.157mm en membranas
de quitosano, 0.323mm en membranas de quitosano/clorhexidina, 0.172mm de
promedio en membranas de quitosano/arilienaminona 5% y 0.162mm en

membranas de quitosano/arilenaminona 7%.
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16. CONCLUSION

Las membranas de quitosano con enaminona no presentaron actividad
antimicrobiana reproducible contra Streptococcus mutans CDBB-B-1455 por el

método de sensidiscos.

Las membranas de quitosano con clorhexidina presentan una buena actividad
antimicrobiana contra Streptococcus mutans CDBB-B-1455 por el método de
sensidicos. Las propiedades fisicoquimicas y mucoadhesivas de las membranas

formuladas son prometedoras para la aplicacién en cavidad oral.
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18.

ANEXOS

FORMATOS DE RECOLECCION DE DATOS

Tabla 14. Medicién de halo de inhibicion en mm.

Grupo experimental (GE) Controles positivos
Actividad G1 G2 G3 G4 G5 (Quitosano) | G6
antimicrobiana (1%) (3%) (5%) (7%) (CHX)
S. mutans Halode | 1.-.0 1.-0 1.-0.27 1.-0 1.-.0 1.-0.7
inhibicion en mm 2.0 2.0 2.0 2.-0 2.0 2.0.8
3.0 3.0 3.0 3. - 3.0 3.0.7
4.0 4.0 4.0 4. - 4.0 4.09
Tabla 15. Hinchamiento. Después de 5 minutos en saliva artificial a 35°C y pH 7.54.
MQGE5% MQGE7% Clorhexidina
Peso Peso final Peso Peso Peso Peso
Membrana| inicial (me) Hi inicial final Hi inicial final Hi
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
1 28.90 117.00 3.05 18.00 63.1 2.51 43.90| 161.60 2.68
2 37.8 126.5 2.35 20 69.7 2.49 25.9 110.6 3.27
3 29.3 100.5 2.43 14.3 419 1.93 41.3 161.6 2.91
Promedio 2.61 2.31 2.95
Desviacion
estandar 0.38341 0.32648 0.29681
Tabla 16. Porcentaje de absorcion de agua. 5 minutos en saliva artificial a 35 °C y pH 7.54.
MQGE5% MQGE7% Clorhexidina
.PE?SP P.eso % absorcion .PE?SP P.eso % absorcidon .PE?SP P.eso % absorcidon
Membrana | inicial | final de agua inicial | final de agua inicial | final de agua
(mg) |(mg) (mg) | (mg) (mg) | (mg)
1| 289| 95.8| 228.71% 18.00 43.1] 139.44 % 43.90| 209.7| 377.6%
2| 37.8] 116.9] 209.25% 20 52.9| 164.5% 25.9| 112.9| 335.90%
3| 29.3| 77.5]| 164.50% 14.3 27.3| 20.97% 41.3| 177.5( 329.78%
Promedio 200.82% 108.30% 347.76%
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Desviacion

estandar 032924 0.76663 0.260227
Tabla 17. pH de la saliva 7.54
MQGE5% MQGE7% Clorhexidina
Membrana
1 7.44 7.23 7.36
2 7.43 7.21 7.39
3 7.41 7.3 7.39
Media 7.42 7.24 7.38
Desviacidn
estandar 0.01527525 0.04725816 | 0.017320508
Tabla 18. Prueba de mucoadhesividad.
Membrana Membrana QG
QG Clorhexidina
Prueba 1 3.08N 1.2N
Preba 2 2.07N 14N
*Area de contacto 16 mm?
Tabla 19. Grosor de membranas.
Medida Quitosano Clorhexidina | MQGE 5% MQGE 7%
1 0.179 0.364 0.122 0.127
2 0.1 0.312 0.096 0.162
3 0.138 0.321 0.192 0.203
4 0.165 0.322 0.233 0.178
5 0.205 0.297 0.219 0.143
Promedio 0.157 0.323 0.172 0.162
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