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ABREVIATURAS

SM Streptococcus mutans

CD Caries dental

GTFs Glucosiltransferasas

GBP Proteinas de union

%p/v Porcentaje peso por volumen

BHI-S Brain Heart Infusion suplementado con sacarosa
BHI Brain Heart Infusion

h Horas

mm Milimetros

UFC/mL Unidades formadoras de colonias por mililitro

mL Mililitros

pL Microlitros

mg Miligramos

MEB Microscopia electrénica de barrido
g Gramos

rpm Revoluciones por minuto

MS Agar Mitis Salivarius

SYP Agar Sacarosay Fosfatos

GSPM Goteo por Sellado en Placa Masivo



RESUMEN

El presente trabajo describe la actividad antiadhesiva contra Streptococcus mutans
de una formulacion novedosa de hidrogel de quitosano con Rumex obtusifolius al
1% en la superficie de o6rganos dentales primarios. La potencial actividad
antiadhesiva de algunos extractos organicos de plantas medicinales y/o
fitomoléculas son de gran interés como alternativa en el tratamiento de la caries
dental, con pocos efectos secundarios. En este sentido, el gel de gluconato de
clorhexidina (perioxidin) es usado como un agente antiadhesivo en control de la
caries actualmente, que limita el crecimiento de microorganismos cariogénicos
como S. mutans en la cavidad bucal, aunque causa alteracién en la sensacion del
sabor, erosion de la mucosa bucal, pigmentacion y efectos perjudiciales en los
tejidos y puede causar resistencia bacteriana.

El Hidrogel de quitosano/extracto etandlico Rumex obtusifolius posee actividad
antiadhesiva contra S. Mutans CDBB-B-1455 a los 20 y 60 minutos en medio de
cultivo Mitis Salivarius y Sacarosa y Fosfato. Se llevo a cabo la caracterizacion del
gel por microscopia electrénica de barrido y FTIR. Aunque se sugiere continuar con
estudios de biocompatibilidad, el Hidrogel de quitosano/extracto etandlico Rumex
obtusifolius puede ser una alternativa antiadhesiva utilizada como agente preventivo
para disminuir la incidencia y prevalencia de caries dental.

Palabras Clave: Rumex obtusifolius, Quitosano, Antiadhesiva, Hidrogeles,
Clorhexidina



ABSTRACT

The present work describes the anti-adhesive activity against Streptococcus mutans
of a novel formulation of chitosan hydrogel with 1% Rumex obtusifolius on the
surface of primary dental organs. The potential non-stick activity of some organic
extracts of medicinal plants and / or phytomolecules are of great interest as an
alternative in the treatment of dental caries, with few side effects. In this sense,
chlorhexidine gluconate gel (perioxidin) is currently used as an anti-adhesive agent
in caries control, which limits the growth of cariogenic microorganisms such as S.
mutans in the oral cavity, although it causes an alteration in the taste sensation,
erosion of the oral mucosa, pigmentation and harmful effects on tissues and can
cause bacterial resistance.

Chitosan based Hydrogel / Rumex obtusifolius ethanolic extract has antiadhesive
activity against S. Mutans CDBB-B-1455 at 20 and 60 minutes in Mitis Salivarius
and Sacarosa and Phosphate culture medium. The hydrogel characterization was
carried out by scanning electron microscopy and FTIR. Although it is suggested to
continue with biocompatibility studies, Chitosan based Hydrogel / Rumex
obtusifolius ethanolic extract may be an antiadhesive alternative used as a
preventive agent to reduce the incidence and prevalence of dental caries.

Keywords: Rumex obtusifolius, Chitosan, Antiadhesive, Hydrogeles, Clorhexidine



1. INTRODUCCION

El Streptococcus mutans (SM) es considerado como el principal agente microbiano
que favorece la agregacion bacteriana en un conjunto de poliespecies (biofilm)
conocido como placa dental (1), el cual se adhiere a la superficie del diente (2). El
biofilm produce diferentes enfermedades bucales como la caries dental (CD);
enfermedad multifactorial que afecta ampliamente al ser humano durante toda su
vida (3) (4). SM 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 &cidos organicos, lo que provoca
desmineralizacion del esmalte dental (5) (6).

Las intervenciones de control de CD, apuntan principalmente a disminuir los
estreptococos cariogénicos de la cavidad bucal, inhibir la produccién de glucanos y
evitar la formacion 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 (1). Sobre esta base, en el proceso de desarrollo de nuevos
compuestos farmacol6gicamente activos, los recursos naturales de origen vegetal,
representan una importante fuente de moléculas potencialmente activas (7).

Diversos estudios han reportado potente actividad antiadhesiva y antibacterial de
extractos naturales contra bacterias cariogénicas. Rumex obtusifolius es comun en
la region de Teziutlan, perteneciente a la familia Polygonaceae, donde crece en casi
cualquier tipo de suelo, pero prefiere suelos ricos en hierro, estanques, humedales,
y areas de bosque sombrio (8). Actualmente, no se encuentran en la literatura
estudios que determinen la activad antiadhesiva contra SM del extracto etandlico de
las partes aéreas de Rumex obtusifolius. Por lo que el siguiente estudio tiene como
propésito evaluar la actividad antibiofilm del extracto Rumex obtusifolius contra la
bacteria cariogénica primaria, SM.

Evaluar la actividad antiadhesiva del extracto permitira considerar el uso del
hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius como una potencial alternativa en el
tratamiento de la formacion de biofilm, disminuyendo la incidencia de CD vy el
tratamiento costoso para eliminarla.

Palabras Clave: Rumex obtusifolius, Quitosano, Actividad Antiadhesiva, Hidrogeles.



2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Biofilm

Un biofilm se define como una comunidad diversa de microorganismos que estan
unidos a una superficie 0 un grupo de microorganismos que forman agregados
microbianos, encerrados dentro de una matriz extracelular de polisacaridos,
proteinas y glicoproteinas, denominada sustancia polimérica extracelular (9). Las
distintas fases de desarrollo del biofilm, incluyen (10) (Fig. 1):

a)

b)

d)

Adsorcion de moléculas del huésped y bacterianas en la superficie del diente:
esta pelicula de acondicionamiento o pelicula adquirida se forma
inmediatamente después de la erupcion o limpieza e influye directamente en
el patron de colonizacién microbiana inicial;

Transporte pasivo de bacterias bucales a la superficie del diente: las
interacciones fisicoquimicas débiles y de largo alcance entre la superficie de
la célula microbiana y el diente recubierto de pelicula crean un area débil de
atraccion que facilita la adhesién reversible. Posteriormente, las
interacciones fuertes y de corto alcance entre moléculas especificas en la
superficie de las células bacterianas (adhesinas) y los receptores
complementarios en la pelicula pueden provocar una union irreversible;
Coagregacion: implica interacciones interbacterianas especificas de
adhesina-receptor que facilitan la organizacion funcional de la placa dental lo
gue conduce a un aumento en la diversidad de la biopelicula y a la formacion
de estructuras morfolégicas inusuales;

Multiplicacion de los microorganismos adheridos: la divisién celular conduce
a un crecimiento confluente y, finalmente, a un biofilm tridimensional
espacialmente y funcionalmente organizado, de cultivo mixto. La produccion
de polimeros da como resultado la formacién de una matriz extracelular
compleja compuesta por glucanos, fructanos y heteropolimeros solubles e
insolubles; la matriz puede ser biolégicamente activa y retener nutrientes,
agua y enzimas clave dentro de la biopelicula;

Desprendimiento activo: las bacterias pueden responder a sefiales
ambientales y desprenderse de las superficies, lo que permite colonizacion
en otros lugares.
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Fig.1 Fuente propia. Fases del desarrollo del biofilm.



Un biofilm dental maduro, es de naturaleza polimicrobiana que consta de hasta 100
especies diferentes, predominantemente bacterias, ademas puede contener
levaduras, protozoos, arqueas y virus. De acuerdo con estudios actuales, las
bacterias del biofilm son la principal causa de enfermedades dentales (11). Se cree
gue los principales agentes etioldgicos bacterianos y formadores de biofilm son los
dos estreptococos a hemoliticos, Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus,
potentes cariogénicos; también pueden estar implicados otros tipos de bacterias
(especialmente lactobacilos y actinomyces) (12).

SM es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, acidofilo, acidogénico (13) que
desempeiia un papel central en la patogénesis de la enfermedad, ya que produce
glucosiltransferasas (GTFs) y sintetiza glucanos a partir de sacarosa, los cuales
median la adhesion bacteriana y la acumulacién en la superficie del esmalte.
Después de la formacién del biofilm, los &cidos producidos por bacterias
desmineralizan la superficie del esmalte (7).

SM produce tres tipos de GTFs (GTFB, GTFC y GTFD) que polimerizan el resto
glucosilo de la sacarosa y carbohidratos en glucanos al-3 y a1-6. La union de los
glucanos mediante las proteinas de unién (GBPA, -B, -Cy -D) y las GTFs, facilita la
adherencia bacteriana, la adhesion inter-bacteriana y la acumulacion de biofilm en
las superficies dentales. GTFB, C y D y GBPA, B, C y D, junto con los glucanos
extracelulares adhesivos, constituyen la via dependiente de sacarosa para que S.
mutans se establezca en la superficie del esmalte y sea de importancia central en
la formacién de biofilm y desarrollo de CD. Los sustratos de carbohidratos pueden
estar disponibles directamente (como el azucar ingerido en alimentos y bebidas) o
derivarse del almidén de la dieta mediante la accién de amilasas bacterianas y
salivales (Fig. 2) (12).

Diversos métodos se han utilizado para eliminar, inhibir o matar a S. mutans, con el
objetivo de prevenir la formacion del biofilm (14) (15); por ejemplo, el uso de alcohol
o0 antibiéticos, como el gluconato de clorhexidina, eritromicina, ampicilina y
penicilina, los cuales han demostrado su eficacia en el mercado. Sin embargo, se
ha informado que el uso excesivo de estas formulaciones modifica la microbiota
bucal, con efectos secundarios como vomito, manchas en los dientes o cancer
bucal. Ademas, es importante destacar que los agentes antibacterianos pueden
promover el desarrollo de resistencia bacteriana (16).
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2.2 Rumex

En la busqueda de nuevos compuestos farmacolégicamente activos, los recursos
naturales de origen vegetal, representan una importante fuente de moléculas
potencialmente bioactivas (7). México usa alrededor de 7000 especies como plantas
medicinales (8), ya que contienen gran cantidad de principios activos utiles en el
tratamiento de multiples enfermedades (17).

La especie Rumex, perteneciente a la familia Polygonaceae, comprende unas 200
especies ampliamente distribuidas en todo el mundo. El nombre Rumex se origind
a partir de la palabra latina “dardo”, debido a la forma de las hojas (18). Rumex
obtusifolius o “Lengua de vaca”, es comun en la regidén de Teziutlan, Puebla, donde
crece en casi cualquier tipo de suelo, pero prefiere suelos ricos en hierro, estanques,
humedales, y areas de bosque sombrio en general. La planta mide 50 cm de altura
tiene hojas perennes, raices lefiosas y profundas. Las hojas son oblongas de 5 a 10
cm de largo, con forma de dardo en su base, anchas y largas, sin hojas superiores
a menudo con un tinte escarlata (8).

Se sabe gue las plantas que pertenecen a la familia Polygonaceae, producen una
gran cantidad de metabolitos secundarios biolégicamente activos, como
antraquinonas, naftalenos, estilbenoides, esteroides, glucésidos de flavonoides,
leucoantocianidinas y acidos fendlicos. Las hojas y las raices de la planta se utilizan
en la medicina tradicional para el tratamiento de varios trastornos de la salud como
infecciones, inflamacion, diarrea, estrefiimiento, diabetes, edema, ictericia,
antihipertensivo, diurético, analgésico, trastornos del higado y la vesicula.

En el area de la salud bucal, existen pocos reportes que muestran la actividad
antiadhesiva de Rumex obtusifolius, contra SM.

2.3 Quitosano

En los dltimos afios, los polimeros naturales han recibido mucha atencioén debido a
que pueden ser una alternativa a los polimeros sintéticos (19).

El quitosano es un derivado desacetilado de quitina, el segundo polimero natural
mas abundante encontrado en conchas de crustaceos y paredes de hongos. Es una
sustancia no toxica, estable, esterilizable y biocompatible; presenta un perfil Gnico y
atractivo con propiedades antimicrobianas, inmunoestimulantes y hemostaticas
(20). Su carga positiva se acumula en las paredes celulares de las bacterias, que
genera una propiedad bactericida y bacteriostatica junto con la capacidad de formar
una pelicula y adherirse al diente, haciendo del quitosano una base ideal para la
liberacion sostenida de medicamentos (21).



Recientemente, varios autores han informado sobre la actividad antimicrobiana y
antibiofilm del quitosano sobre varios microorganismos relacionados con
enfermedades bucales (19). Bae y cols, informaron que presenta efecto
antibacteriano in vitro sobre S. mutans, Actinobacillus actinomycetemcomitans y
Porphyromonas gingivalis. Ademas, mencionan que el quitosano de bajo peso
molecular evita la adsorcion de S mutans a la hidroxiapatita (22). Su actividad
antibacteriana contra S. mutans y otros microorganismos presentes en la cavidad
bucal lo convierte en un agente antiadhesivo potencialmente prometedor (23).



3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En el area de salud bucal, los efectos antiadhesivos de las moléculas
potencialmente activas de diferentes plantas han sido estudiados.

En 1985, Segal y cols, mencionaron las propiedades terapéuticas del regaliz
(Glycyrrhiza glabra) debido al contenido de flavonoides y en mayor cantidad de
glicirricina. Evaluaron la capacidad de inhibicion en el crecimiento de Streptococcus
mutans y la formacion de placa bacteriana mediante el método de adherencia al
tubo. Los resultados demostraron que el compuesto activo presente en el regaliz,
inhibe el crecimiento de SM y la formacién de placa. Sugieren que la glicirricina
podria servir como un vehiculo eficiente para medicamentos bucales tépicos (24).

En 2012, Al-Sohaibani y cols, mencionaron que la planta Salvadora pérsica
tiene uso extendido como medida de higiene bucal debido a la presencia de agentes
activos fitoquimicos. Evaluaron su capacidad de inhibicion de crecimiento y efectos
antibiofilm contra Streptococcus mutans in vitro mediante extractos metandlicos,
etandlicos, acetonicos y acuosos. La capacidad de formacion de biofilm se evalué
mediante dos métodos cualitativos diferentes: prueba de adherencia al tubo
(Christensen y cols, 1982) y método de Agar Rojo Congo; ademas utilizaron el
método cuantitativo en placas de microtitulacion. La actividad antibiofilm se
determind mediante el andlisis de placa de microtitulacion (Pitts y cols, 2003). Se
utiliz6 ANOVA de un factor para comparar los efectos de los diferentes extractos.
Los resultados mostraron que los agentes bioactivos, de extractos etandlicos y
metanodlicos de Salvadora pérsica inhiben en mayor porcentaje el crecimiento,
ademas controlan la colonizacion y acumulacion de S. mutans (25).

En 2005, Decker y cols, evaluaron el impacto de nuevas formulaciones de
clorhexidina con dos compuestos de quitosano bioadhesivos en dos formas de vida
diferentes (planctonicas y sésiles) de S. Sanguinis, con la utilizacién de una camara
de flujo preclinica que permitio el tratamiento por separado. Se realizaron dos tipos
de experimentos: a) tratamiento de estreptococos en estado plancténico y b)
tratamiento de estreptococos unidos al esmalte. El primer experimento consistio en
tratar durante 2 minutos los estreptococos planctonicos con una de las siguientes
formulaciones: solucién salina, clorhexidina, quitosano 1 (Tinocare CP, Ciba
Specialty Chemicals, Basle, Switzerland), quitosano 2 (CL 113, Biopolymer AS,
Drammen, Norway), combinacion 1 (quitosano 1 y clorhexidina), combinacion 2
(quitosano 2 y clorhexidina). Después de lavar con solucion salina, las bacterias se
suspendieron en saliva humana estéril y se expusieron a laminas de esmalte
insertados a la camara de flujo, finalmente, después de 60 minutos, se monitorizé
la viabilidad bacteriana en la suspensién salival y en las laminas de esmalte.



El experimento de estreptococos adheridos al esmalte consisti6 en exponer
estreptococos sésiles suspendidos en saliva humana estéril a laminas de esmalte
en la camara de flujo, después de 60 minutos, las bacterias unidas al esmalte se
trataron con los mismos seis agentes durante 2 minutos y posteriormente se
determind la viabilidad bacteriana. De acuerdo a los resultados, los autores
concluyeron que nuevas formulaciones de clorhexidina y quitosano son
beneficiosas al unificar las propiedades bioadhesivas del quitosano con la actividad
antibacteriana de la clorhexidina de forma sinérgica, lo que resulta en un efecto
antiplaca superior al de la clorhexidina sola (26).

En 2008, Pasquantonio y cols, evaluaron la actividad antiadhesiva y
antibiofilm de un derivado de quitosano soluble en agua contra cepas de S. mutans.
Como control negativo y positivo utilizaron agua destilada y una solucion de
digluconato de clorhexidina al 0.1% respectivamente. Las cepas bacterianas se
aislaron de la placa dental de 84 sujetos adultos inscritos en el estudio, con un
hisopo estéril y se cultivaron en caldos de infusién Brain Heart suplementado con
3% (%p/v) de sacarosa (BHI-S). Para el estudio clinico de la vitalidad de la
biopelicula los 84 participantes se sometieron a un tratamiento profilactico preliminar
con pasta y cepillo de dientes durante una semana antes de las 6 semanas de
pruebas. Se asignaron las siguientes sustancias: quitosano (concentracion final
1%), digluconato de clorhexidina (concentracién final 0.12%) y agua destilada. Para
establecer el indice de vitalidad (VI), se tomaron muestras de placa supragingival
de las superficies de los dientes 16 y 46 (V1) los dias 8, 22 y 36, y de los dientes
26 y 36 (IV2) los dias 11, 25 y 39. Las muestras se depositaron en un portaobjetos
y se tifieron directamente con diacetato de fluoresceina, que colorea los
microorganismos vivos en verde, y bromuro de etidio, que tifie de rojo las bacterias
muertas. La examinacion de las muestras y la vitalidad de la biopelicula fueron
determinadas mediante un microscopio fluorescente con una cuadricula para contar
el numero de bacterias vivas y se calcul6 el porcentaje de bacterias viables, es decir,
el indice de vitalidad. La formacién y cuantificacién in vitro de la biopelicula de S.
mutans se llevé a cabo en microplacas de 96 pocillos acondicionados con una
solucion de saliva artificial. Se afiadieron células de S. mutans a la densidad
apropiada a cada pocillo que contenia BHI-S. Las placas se incubaron a 37°C sin
agitar. La formacion de placa se dividio en 4 fases: adherencia, acumulacion activa,
acumulacion temprana, acumulacion tardia (4,12, 20 y 24 horas respectivamente).
La cantidad de formacion de biofilm se calculé con el método de violeta cristal. El
analisis estadistico se realiz6 en el programa Statgraphic Centurion XV (StatPoint
Inc.) y las diferencias entre los grupos se analizaron con una prueba t pareada.



Los resultados mostraron que S. mutans en la fase de adhesion (4 h) fue
completamente inhibida por quitosano a cualquier concentraciéon o tiempo de
exposicion investigado, mientras que S. mutans en etapas sucesivas de
acumulacion (12-24 h) se inhibié solo con concentraciones mas altas y tiempos de
exposicion mas largos. Estos datos confirman la accién efectiva del quitosano contra
las biopeliculas de S. mutans (23).

En 2013, Costa y cols, evaluaron el efecto del quitosano sobre la capacidad
de Streptococcus mutans para adherirse y formar biopeliculas. Ademas, evaluaron
el efecto sobre biopeliculas maduras y polimicrobianas. Para el estudio de la
adhesion utilizaron microplacas de 24 pocillos y para la formacion de biopeliculas
adaptaron el método descrito por Christensen. Los resultados obtenidos mostraron
gue el quitosano es capaz de interferir en la adhesién de S. mutans y la formacion
de biopeliculas primarias. Esta accion se observé hasta una semana con poca o
ninguna disminucion en la eficiencia. Asimismo, el quitosano fue capaz de inhibir las
biopeliculas formadas por dos microorganismos y pudo actuar sobre las biopeliculas
maduras, reduciendo significativamente (94%) la supervivencia de las biopeliculas
(27).

Costa y cols, en 2014, evaluaron el efecto en la adherencia y las biopeliculas
de enjuagues bucales con quitosano sobre varios patégenos bucales. Su estudio
consisti6 en comparar formulaciones de quitosano con diferentes enjuagues
comerciales que contenian como principio activo aceites esenciales o clorhexidina.
Utilizaron cinco microorganismos bucales (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 fue capaz de inhibir la adhesion microbianay la formacién de biopeliculas
al mismo tiempo que fue capaz de promover la disolucion de biopeliculas ya
formadas. Los autores concluyen que el quitosano posee actividad biolégica igual o
mejor que los productos comerciales disponibles en la actualidad (19).

En 2018, Goncalves y cols, evaluaron el efecto de los extractos
hidroalcoholicos de Myracrodruon urundeuva y Qualea grandiflora en la viabilidad
del biofilm de Streptococcus mutans y en la prevencion de la desmineralizacion del
esmalte. El extracto se obtuvo con etanol al 70% por percolacién a temperatura
ambiente. Los filtrados se concentraron en seco y a presion reducida a 40°C.
Finalmente fueron liofilizados, pesados y almacenados en una botella ambar a
temperatura ambiente. Se usaron cepas de S. mutans (ATCC 25175) reactivadas
en caldo de BHI. Se prepararon ciento treinta y cinco muestras de esmalte (4 mm x
4 mm) a partir de dientes de bovino con una maquina de corte de semiprecision.
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Las muestras de esmalte se distribuyeron aleatoriamente en los grupos de
tratamiento. Para la formacion de biofilm de S. mutans en el esmalte bovino, la cepa
se reactivé en caldo BHI y se diluy6 (concentracion de 5 x10° UFC/mL) en saliva
artificial. Veinticuatro placas con muestras de esmalte se llenaron con inéculo (5 x
10° UFC / mL de saliva artificial, 1.5 mL / pocillo), que se incubé al 5% de CO2y
37°C. Después de 8 h, se elimind el inéculo, las muestras se lavaron con soluciéon
salina y saliva artificial fresca que contenia ahora 0.2% de sacarosa en los pocillos.
Las microplacas se incubaron al 5% de CO2 y a 37°C durante otras 16 h. Durante
los siguientes 2 dias, la biopelicula fue tratada diariamente con los niveles
submicrométricos de extractos de Myracrodruon urundeuva y Qualea grandiflora
aislados o combinados. Después del tratamiento, las muestras se lavaron con
solucion fisiolégica y se afadié saliva artificial fresca con 0.2% de sacarosa.
Periogard se aplic6é como control positivo (clorhexidina al 0.12%, Colgate, Brasil);
solucion fisiologica pura como control negativo. Las microplacas se incubaron en
las mismas condiciones descritas anteriormente. La biopelicula se tifid con los
marcadores de acido nucleico diluidos en PBS (1 mL de PBS + 1 yL de SYTO9 + 1
uL de yoduro de propidio, 10 pL/ pocillo) (ensayo de viabilidad de las células Kit Live
& Dead®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) por 15 minutos en un
ambiente oscuro. Las bacterias vivas se tifieron con SYTO9 lo que genera una
fluorescencia verde y las bacterias muertas se tifieron con yoduro de propidio
/ISYTO9 lo que genera una fluorescencia roja. La biopelicula se examind con
microscopia de laser confocal-CLSM (Leica TCS SPE, Mannheim, Alemania) y el
software Leica Application Suite-Advanced Fluorescence (LAS AF, Mannheim,
Alemania). Se tomaron tres imagenes (275 uym?) de cada superficie de muestray se
analizaron mediante el software Biolmage L 2.0, para cuantificar las bacterias vivas
y muertas (%). Los datos se analizaron estadisticamente en el software Graph Pad
Instat para Windows (GraphPad Software, San Diego, EE. UU.). El porcentaje de
microorganismos vivos y muertos se compararon con el uso de la prueba estadistica
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn.

Los resultados mostraron que los extractos de Myracrodruon urundeuva en las
concentraciones 20.625 mg/mL fueron capaces de reducir la viabilidad de las
bacterias, mientras que Qualea Grandflora solo tenia efecto antimicrobiano a 5
mg/mL (6).

En 2017, Orban y cols, evaluaron la actividad antibacterial de las diferentes
especies de Rumex nativas de la cuenca de los Carpatos y aislaron los compuestos
activos de las especies mas eficientes. Evaluaron los efectos antibacterianos de n-
hexano, cloroformo y fracciones acuosas con extractos de metanol preparados a
partir de diferentes partes de 14 especies de Rumex (R. acetosella, R. acetosa, R.
alpinus, R. aquaticus, R. conglomeratus, R. crispus, R. hydrolapathum, R.
obtusifolius subsp. obtusifolius, R. obtusifolius subespinal subalpinus, R. patientia,
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R. pulcher, R. scutatus, R. stenophyllus y R. thyrsiflorus) contra Staphylococcus
epidermidis, S. aureus, Bacillus subtilis, Moraxella catarrhalis, Streptococcus
pyogenes, S. pneumoniae, S. agalactiae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae mediante el método de difusion en disco.

Los resultados de su estudio mostraron una alta actividad antibacteriana (zonas de
inhibicibn >15 mm) contra una o mMA&s cepas bacterianas. Respecto a los
compuestos activos encontraron naftalenos (musizina y su glucésido, toracrisona-
glucésido, 2-metoxiestipandrona), antraquinonas (emodina, crisofanol, parietina,
citreoroseina, crisophanol-8-O-glucosido), flavonoides (quercetina, quercetina-3,3
'dimetiléter, isokaempferido, quercetina 3-O-arabindsido, quercetina 3-O-
galactosido, catequina), estilbenos (resveratrol, piceid). Concluyeron que
especialmente los naftalenos ejercian notables efectos antibacterianos contra varias
cepas bacterianas (28).

Wegieray cols, en 2011, investigaron la actividad antibacteriana y antifingica
de los extractos de frutos de seis especies de Rumex: R. acetosa L., R. acetosella
L., R. confertus Willd., R. crispus L., R. hydrolapathum Huds. y R. obtusifolius L.
mediante agar y método de dilucion en caldo. Los resultados de su estudio
mostraron que los extractos de R. confertus, R. crispus, R. hydrolapathum y R.
obtusifolius ejercen un efecto inhibidor diferencial sobre el crecimiento de bacterias
Gram-positivas (estafilococos) y bacterias Gram negativas (Escherichia coli,
Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa. Ademas, los mismos extractos
inhibieron también el crecimiento de hongos (Candida spp., Trichophyton
mentagrophytes). Concluyeron que esto se debe al alto contenido en polifenoles,
derivados de antraceno y taninos (29).

Yadav y cols, en 2010, evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de
extractos de benceno y acetato de etilo de Rumex nepalensis spreng contra dos
bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans), dos
bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) y un hongo,
Candida albicans mediante el método de difusion. Su estudio demostré un efecto
inhibidor significativo contra la mayoria de los microorganismos sometidos a prueba.
Concluyen que las raices y las partes aéreas de los miembros de la familia
Polygonaceae, incluidas las de Rumex, se han utilizado como hierbas medicinales
tradicionales en todo el mundo para una variedad de usos terapéuticos, como
psicofarmacos, antioxidantes, citotoxicos, antiinflamatorios, antimicrobianos,
actividad purgativa, antidiarreica y antiviral debido a que contienen gran cantidad de
compuestos quimicamente complejos y bioldgicamente activos (30).
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En 2017, Korkorian y cols, identificaron compuestos activos con actividades
antibacterianas y anti-quorum de extractos acuosos y de metanol de Rumex
alveolatus. La actividad antibacteriana se evalué mediante el método de difusion en
disco contra S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, S. typhi, S. sonnei, P. aeruginosa y
A. baumannii. La actividad anti-quorum se investigd contra la produccion de
piocianina, la produccion de proteasas y la formacion de biofilm. Los compuestos
activos en R. alveolatus se identificaron con el método de cromatografia de gases.
Los resultado mostraron que el principal compuesto fendlico obtenido fue &cido 1-
bencenodicarboxilico y que el extracto metandlico impidio la formacién de biofilm y
redujo la produccion de piocianina (31).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La CD es una enfermedad multifactorial causada por la presencia de biofilm y
agentes bacterianos como el Streptococcus mutans; principal microorganismo
involucrado en la etiologia, cuyo metabolismo depende de los azucares de la dieta.

Un método de control actual, es el uso de agentes antiadhesivos que limitan el
crecimiento de microorganismos cariogénicos tales como SM en la cavidad bucal.
En la practica odontoldgica, los enjuagues bucales con agentes antibacterianos
como la clorhexidina han demostrado su eficacia. Sin embargo, se ha informado
gue el uso excesivo de estos productos quimicos cambia la flora bucal e intestinal
lo que genera efectos secundarios.

Por esta razén, es conveniente investigar métodos alternativos, como el uso de
plantas medicinales que puedan ayudar en la actividad antiadhesiva contra
Streptococcus mutans y por consiguiente en la disminucion de la incidencia de
caries dental.

Actualmente, no se encuentran en la literatura estudios que determinen la activad
antiadhesiva contra SM de las partes aéreas de Rumex obtusifolius.

De lo anteriormente mencionado, surge la siguiente pregunta de investigacion:

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La aplicacion topica del Hidrogel a base de quitosano/extracto Rumex obtusifolius
inhibe la adhesién de S. mutans in vitro en érganos dentarios primarios?
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6. JUSTIFICACION

La CD es la patologia cronica mas extendida a nivel mundial, se atribuye
principalmente a la presencia de bacterias bucales como Streptococcus mutans y
Lactobacillus spp que forman una biopelicula que se adhiere a la superficie del
diente. Su incidencia ha disminuido continuamente en la mayoria de las ciudades
desarrolladas en los ultimos 30 afios, pero a pesar de esto continda altamente
prevalente en poblaciones con niveles socioeconémicos bajos. A nivel mundial
afecta del 60 al 90% de los escolares y casi el 100% de los adultos, en México se
dice que 9 de cada 10 personas han padecido caries dental o la padeceran en un
futuro.

Hoy en dia, el agente antiadhesivo mas probado y eficaz que se conoce en la
practica dental es el gluconato de 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 estomatélogo en el tratamiento de la caries dental,
debe enfocarse en la busqueda de nuevas alternativas para el control de
enfermedades bucales, sobre esta base, la utilizacién de plantas medicinales para
controlar la formacién de placa debido a sus componentes biolégicamente activos,
ha incrementado el interés por su estudio y uso.

Es por esto que se realiza la sintesis de hidrogel de quitosano con extracto Rumex
obtusifolius que ofrezca la capacidad de impedir la formacion de placa
dentobacteriana mediante la inhibiciébn de la principal bacteria cariogénica, para
potencializar las acciones preventivas, disminuir la incidencia de caries dental al
igual que las enfermedades periodontales y fomentar el uso de alternativas
terapéuticas naturales que eviten los efectos adversos de las terapias actuales.

La relevancia del trabajo estriba en la busqueda de alternativas naturales, no
toxicas, con efecto inhibitorio en la formacion de biopeliculas y por consiguiente en
el numero de bacterias cariogénicas adheridas al diente, mejorando el proceso de
remineralizacion-desmineralizacion, contribuyendo al control de la caries dental.
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7. HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion (Hi):

La aplicacion tépica del Hidrogel a base de quitosano/extracto Rumex obtusifolius
inhibe la adhesion de S. mutans in vitro en érganos dentarios primarios

Hipotesis nula (Hoy:

La aplicacion tépica del Hidrogel a base de quitosano/extracto Rumex obtusifolius
no inhibe la adhesion de S. mutans in vitro en érganos dentarios primarios.
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo General

Determinar la actividad antiadhesiva in vitro del Hidrogel de quitosano/extracto
etandlico Rumex obtusifolius contra Streptococcus mutans en o6rganos dentarios
primarios.

8.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar un Hidrogel de quitosano/ extracto etandlico Rumex obtusifolius.

e Sintetizar un Hidrogel de quitosano.

e Caracterizar un Hidrogel de quitosano/ extracto etandlico Rumex obtusifolius
por medio de microscopia electronica de barrido (MEB), Infrarrojo (FTIR) y
cinética de liberacion.

e Caracterizar un Hidrogel de quitosano por medio de microscopia electrénica
de barrido (MEB) e Infrarrojo (FTIR).

e Comparar la actividad antiadhesiva del Hidrogel de quitosano extracto
etandlico Rumex obtusifolius contra Streptococcus mutans con respecto a la
actividad antiadhesiva del gel bioadhesivo de digluconato de clorhexidina al
0.2%, Hidrogel de quitosano al 1% y control, a los 20 y 60 minutos
respectivamente.

e Comparar la actividad antiadhesiva entre los 20 y 60 minutos.
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9. MATERIALES Y METODOS
9.1 Disefio del estudio

e Tipo de Investigacion: basica, in vitro
e De acuerdo a la intervencion del investigador: cuasi-experimental
e De acuerdo al niumero de mediciones: longitudinal

9.2 Poblacion de estudio y muestra

e Poblacion: Dientes incisivos primarios humanos

e Muestreo: muestreo no probabilistico por conveniencia de dientes incisivos
que cumplan con los criterios de inclusion.

e La conformacion de los grupos de estudio se realizé de la siguiente forma

(Fig. 3):

Incisivos
primarios

Tiempo 20
n=12

Hidrogel de
Quitosano/ Hidrogel de Clorhexidina
Rumex Quitosano
Obtusifolius c2 =
n=3

Tiempo
(:11]
n=12
Hidrogel de Hidrogel

Quitosano/ do Clorhexidina Control
Rumex
G4 Obtusifolius

Control

Quitosano G3 G4
G2 g n=3

= G1
n=3 LSE n=3

Fig. 3 Cada muestra se trabajo6 por triplicado obteniendo una n=9 en cada grupo de estudio; obteniendo 36 muestras para el
tiempo 20 y 36 muestras para el tiempo 60.

9.3 Criterios de seleccion

9.3.1 Inclusién:

Esmalte sano de 6rganos incisivos primarios extraidos por razones de exfoliacion.

9.3.2 Exclusién:

Esmalte con defectos de anomalia de forma.

9.3.3 Eliminacion:

Esmalte que durante el estudio sufra algun tipo de fractura.
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9.4 Concordanciay fiabilidad

El presente trabajo no desarroll6 un nuevo procedimiento que deba ser
estandarizado, ya que actualmente existe literatura (Corral y cols, 2012) (32) que
describe la técnica que se utilizé en la presente investigacion.

Para garantizar una adecuada realizacion de la prueba antiadhesiva cada ensayo
se realiz6 por triplicado biolégico y bajo una campana de flujo laminar para evitar
contaminacion, de acuerdo con la norma NOM-007-SSA3-2011, Para la
organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos.

9.5 Ubicacion espacio-temporal

v" Unidad de laboratorio de Fisiologia de la FEBUAP

v Direccién de Innovacién y Transferencia de Conocimiento (DITCo) de la
BUAP

v Centro de Investigacion en Ciencias Microbiolégicas (ICUAP)de la BUAP

v Herbario y Jardin Botanico de la BUAP
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9.6 Variables

Variable Dependiente

Definicion
conceptual

Actividad antiadhesiva

Variable

Independiente

Capacidad para inhibir

la adhesion de las
bacterias en el
esmalte

Definicion
conceptual

Definicion Escala Categorias

operacional

Cuantificar Cuantitativa  Discreta
UFC/mL

Definiciéon Escala

operacional

Categorias

Hidrogel a base de
guitosano/ extracto
Rumex obtusifolius

Hidrogel a base de
quitosano al 1%

Gluconato de
clorhexidina al 0.2%

Agua destilada

Forma farmacéutica
de consistencia
semisolida de
liberacion prolongada
de farmacos

Forma farmacéutica
de consistencia
semirrigida de
liberacion prolongada
de farmacos

Agente desinfectante
bacteriostéatico y
bactericida
dependiendo de la
concentracion

Sustancia estéril que
se utiliza como control
negativo

Grupo 1 Cualitativa Nominal

(Hidrogel de
quitosano/
extracto Rumex
obtusifolius)

Grupo 2 Cualitativa Nominal

(Hidrogel de
quitosano)

Grupo 3 Cualitativa Nominal

(Clorhexidina)
Nominal

Grupo 4 Cualitativa

(Control)
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9.7 Procedimientos y técnicas

9.7.1. Obtencion del extracto etandlico de Rumex obtusifolius y clasificacion
etnobotanica

Se recolectaron las hojas de la planta Rumex obtusifolius, se dejaron secar a
temperatura ambiente por 2 semanas. Posteriormente, se trituraron con Moulinex y
se maceraron exhaustivamente con etanol por 48 horas con agitacion esporadica,
después se filtraron y el disolvente se elimind a presion reducida con rotavapor
BUCHI R-100 para obtener el extracto etandlico. Para identificar la especie de la
planta Rumex, se recolecté un espécimen completo y se envio al Herbario y Jardin
Botanico de la BUAP para reservorio y clasificacion etnobotanica (Fig.4) (Anexo 1).

Fig. 4 Extraccion de extracto etandlico Rumex obtusifolius
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9.7.2 Sintesis de Hidrogel de quitosano/ extracto etandlico Rumex obtusifolius al 1%

El procedimiento que se llevé a cabo para la sintesis del Hidrogel de quitosano/
extracto etanolico Rumex obtusifolius al 1% fue (Fig. 5):

1.
2.

6.

Previamente se pesaron los materiales en una balanza analitica.

Se disolvieron 0.005 g del extracto etandlico de Rumex obtusifolius en 4.81
mL de agua destilada, con ayuda de un mortero y pistilo.

La solucidén que se obtuvo, se calentdé a 60°C y se mantuvo en agitacion a
700 rpm con un agitador magnético.

Posteriormente se agregaron en forma de lluvia 0.169 g de quitosano a la
solucion.

Una vez que se finalizé la incorporacion del quitosano se agregaron 0.095
mL de &cido acético.

Se continué la agitacion hasta la formacion del hidrogel.

9.7.4 Sintesis de Hidrogel de quitosano

El procedimiento que se llevo a cabo para la sintesis del Hidrogel de quitosano fue
el mismo que para la sintesis del hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius excepto
gue no se agrego el extracto etandlico.

Fig. 5 Fuente propia. Sintesis de Hidrogel de quitosano/ extracto etandlico Rumex
obtusifolius
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9.7.5 Caracterizacion de Hidrogel de quitosano/extracto etandlico Rumex
obtusifolius

La morfologia de la superficie del Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius se
estudio utilizando microscopia electronica de barrido.

La presencia de varias frecuencias vibratorias de moléculas funcionales (grupos) se
analiz6 por espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR).

Adicionalmente se realiz6 la cinética de disolucion colocando 1g del Hidrogel de
guitosano/Rumex obtusifolius en un vaso de precipitado previamente pesado en una
balanza digital. Posteriormente se agregaron 500 mL de saliva artificial y luego se
coloco el recipiente en una parrilla de agitacion a 37°C a 100 rpm con un agitador
magnético. Se tomaron muestras cada minuto y a cada muestra se le tomo6 una
medida de absorbancia en el espectrofotébmetro a una longitud de onda de 365
nanometros (Fig. 6).

Fig. 6 Fuente propia. Cinética de disolucion del Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius
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9.7.6 Caracterizacion del Hidrogel de guitosano

Se observo la morfologia del Hidrogel de quitosano utilizando microscopia
electronica de barrido.

Las caracteristicas del hidrogel se estudiaron por espectroscopia infrarroja con
Transformada de Fourier (FTIR).

9.7.7 Recoleccidon de las muestras

Dientes incisivos primarios humanos sanos extraidos por indicacion de persistencia
o proximos a exfoliar (Anexo 2,3) fueron recolectados y preservados en una solucion
de cloramina T al 0.5% (Anexo 4) (33) hasta el comienzo del experimento.

9.7.8 Evaluacion de la actividad antiadhesiva (Fig. 7)

e Compra de la cepa
Se utilizo la cepa de Streptococcus mutans CDBB-B-1455 procedente del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV) del I.P.N. (Anexos 5).

e Preparacion del medio de cultivo
Los medios de cultivo que se utilizaron en este estudio, fueron Agar Mitis Salivarius
(MS) y Agar Sacarosa y Fosfatos (SYP).

e Sembrado e inoculacién

La cepa se sembro de forma masiva en 10 placas Petri en medio Mitis Salivarius en
la campana de flujo laminar. Posteriormente se incub6 a 37°C por 72 horas. Para
evaluar la actividad antiadhesiva, se prepardé una suspension bacteriana de
aproximadamente 1.5 x 10° UFC/mL de Streptococcus mutans CDBB-B-1455.

e Preparacion de las muestras

Se aplicé los distintos tratamientos a cada muestra con ayuda de un ultrabrush.
Después de 30 minutos, las muestras de cada grupo se sumergieron en tubos
Falcon con 1 mL de suspension bacteriana durante 20 y 60 minutos
respectivamente.

e Inoculaciéon de las muestras

Después de 20 y 60 minutos respectivamente cada muestra se transfirid a un tubo
Eppendorf con 1 mL de agua destilada estéril. Las bacterias que se adhirieron a las
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muestras se dispersaron agitando vigorosamente con ayuda de un vortex durante
40 segundos. La suspension generada se utilizo para realizar diluciones seriadas
en factor 1:10 para cuantificar el nimero de bacterias adheridas mediante el método
de Goteo por Sellado en Placa Masivo (GSPM). El experimento se realizé por
triplicado biologico (n = 3 para cada réplica).

e Cuantificacion de bacterias adheridas por el método de GSPM

Mediante el método GSPM se cuantificaron las bacterias adheridas presentes en la
suspension generada. Para ello se colocaron 100 pL de la suspension generada de
cada muestra en la parte derecha de una placa multipozos (Columna 1).
Posteriormente se depositaron 180 L de agua destilada estéril en el resto de los
pozos (Columna 2 a 6). Una vez lista la placa, se realizaron diluciones seriadas en
factor 1:10 con ayuda de una pipeta multicanal:

I.  Con puntas estériles se tomaron 20 yL de la Columna 1 y se transfirieron a
la Columna 2, diluyendo y homogenizando las muestras en el agua contenida
en los pozos por medio de resuspension que consistio en subir y bajar 3
veces la suspensién a través de las puntas de la pipeta
II.  Las muestras de la Columna 2 resultaron en una dilucién 1/10.
lll.  Posteriormente se tomaron 20 pL de la Columna 2 y se transfirieron a la
Columna 3
IV. Las muestras de la columna 3 resultaron en una dilucién 1/100.
V.  Se continud hasta diluir la muestra a 1/100000 (Columna 6).

Una vez lista la placa, cada una de las diluciones fue inoculada en los medios de
cultivo (MS y SYP) con ayuda de un replicador estéril, el cual permitié6 tomar un
volumen de 1.65 pL de cada una de las muestras de la placa multipozos y
depositarlas en los medios de crecimiento en forma de gota. Una vez que las
muestras fueron inoculadas en el medio respectivo, las placas se incubaron a 37 °C
por 48 h.

e Evaluacién del efecto antiadhesivo

Posterior a las 48 h de incubacion se midio las UFC/mL, estos datos se recolectaron
en una hoja de Excel. Para calcular el nimero de UFC/mL en cada una de las
muestras, se tomo el numero de colonias de la dilucion contable. Asumiendo que
una colonia es igual a una UFC/mL, el valor equivale al nimero de UFC/mL que
existe en el volumen de la gota que dejo el replicador. Después mediante una “regla
de tres”, se determin6 el numero de colonias que hay en 100ul y después en 1 mL
(Anexo 6).
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Fig. 7 Fuente propia. Evaluacién de la adhesion: a) Preparacion del indculo, b) Aplicacion del tratamiento, c) y d)
Inmersiodn en suspensién bacteriana, e) Muestras para 20 minutos, f) Muestras para 60 minutos, g) Inoculacion de las
muestras, h) Dispersion de las bacterias adheridas, i) Cuantificacion de bacterias adheridas por GSPM, j) Replicador.
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9.8 Logistica

9.9.1 Recursos Humanos

Para la ejecucion de la presente investigacion se requirié de:

e Un tesista de Maestria en Estomatologia con terminal en Pediatria
e Un director

e Un codirector

e Un director disciplinario

e Un director metodolégico

9.9.2 Recursos Materiales

e Extracto etandlico de Rumex obtusifolius al 1%
e Mortero y pistilo

e Agua destilada

e Parilla de agitacibn magnética

e Quitosano (Sigma —Aldrich)

e Acido acético

e Cloramina T al 0.5% (Sigma-Aldrich)

e Solucion salina

e Balanza analitica

e Agar Mitis Salivarius (Sigma —Aldrich)

e Agar Sacarosa y fosfatos

e Tubos Falcon

e Tubos Eppendorf

e Puntas para micropipeta azules

e Puntas para micropipeta amarillas

e Pipeta multicanal

e Pipeta ajustable multivolumen

e Placas de microtitulacion de 96 pozos estériles
e Placas de Petri

e Campana de flujo laminar

e Replicador

e Gel bioadhesivo de digluconato de clorhexidina al 0.2% (Perioxidin)
e Incubadora

e Contador de colonias

e Cepa bacteriana de S. mutans CDBB-B-1455 (Adquirida en el CINVESTAV)
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9.9.3 Recursos Financieros

Recursos propios de Formulacién de Inoculantes de Segunda Generacion.

9.9 Bioética

Esta investigacion se realizara conforme a los principios éticos del Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas en colaboracion con la
Organizacion Mundial de la Salud: CIOMS/OMS (2002); asi como también se apega
a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion. De acuerdo con el articulo
13, en el cual prevalecera el criterio de respeto a su dignidad y la proteccion de sus
derechos, asi como el bienestar de los sujetos que aceptaron donar sus 6rganos
dentarios.

Una vez concluido el procedimiento y la fase experimental se procedi6 a eliminar
todo residuo generado durante el estudio, de acuerdo con la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002. (NORMA Oficial Mexicana NOM- 087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental — Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos -
Clasificacion y especificaciones de manejo).

9.10 Andlisis estadistico

Los datos fueron vaciados en el programa Excel 2013 para posteriormente pasarlos
al paquete estadistico SPSS, version 22.

Para la estadistica descriptiva se analizaron medidas de tendencia central y
desviacion estandar.

Para la estadistica inferencial se utilizé la prueba de Kruskal Wallis y la prueba U de
Mann Whitney con una significancia de p<0.05.
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10. RESULTADOS

10.1 Caracterizacion de Hidrogel de quitosano/ extracto etandlico
Rumex obtusifolius e Hidrogel de quitosano

En las Imagenes del MEB (Fig. 8) del Hidrogel de quitosano se observo que el
hidrogel presenta varias capas irregulares entrecruzadas de quitosano con un borde
irregular, mientras que en los Hidrogeles de quitosano con el extracto etandlico
Rumex obtusifolius se observd un borde liso y formacién de una red fibrilar sin
porosidad. El cuerpo fibrilar es de aproximadamente 20 micras, estos cuerpos estan
entrecruzados con fibras de 10 micras aproximadamente.

Fig. 8 Fuente propia. Imagenes ABC: Hidrogel de quitosano; Imagenes DE: Hidrogel de
quitosano con extracto etanélico Rumex obtusifolius
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Mediante la comparacién de los espectros infrarrojos con Transformada de Fourier
(FT-IR) (Fig. 9) del Hidrogel de quitosano (Infrarrojo rojo) y el Hidrogel de quitosano
extracto etandlico Rumex obtusifolius (Infrarrojo azul) fue posible observar la
aparicion y desaparicion de grupos funcionales, que indican los cambios quimicos
en los materiales iniciales hacia la formacién del hidrogel entrecruzado con el
extracto.
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En cuanto a la cinética de disolucion se observé un comportamiento acelerado de
absorcion en los primeros instantes de tiempo en contacto con los fluidos y después
de cierto tiempo, empezo a perder velocidad de absorcion, debido a que el hidrogel
comienza a alcanzar su equilibrio fisicoquimico, en donde presenta el maximo
contenido de fluido retenido en el interior de su matriz polimérica (Grafico 1).
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Grafico 1 Fuente propia
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10.2 Evaluacién de la actividad antiadhesiva

En el cuadro I, se observa el promedio y desviacion estandar del efecto
antiadhesivo de cada sustancia empleada en medio Mitis Salivarius y Sacarosa y
Fosfatos a los 20 minutos, en donde el Hidrogel de quitosano (G2) muestra un
mayor efecto antiadhesivo comparado con las otras sustancias, con un promedio de
2020.20 + 4285.50 en medio MS y un promedio de 2693.60 + 6144.20 en medio
SYP.

Cuadro I. Promedio = DS del Efecto antiadhesivo (UFM/ mL) en medio MS 'y

SYP alos 20 MIN

Grupo MS SYP
Gl 4040.40 + 8570.99 3367 +£10101.01
G2 2020.20 = 4285.50 2693.60 + 6144.20
G3 7407.41+ 20049.93 79461.28 + 220639.45
G4 876094.29 + 2183604.30 35016.84 + 43994.51

Cuadro 1 Fuente propia. G1: Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius; G2: Hidrogel de quitosano; G3: Gel de
clorhexidina; G4: Control (agua destilada).
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En el cuadro Il, se observa el promedio y desviacion estdndar del efecto
antiadhesivo de cada sustancia empleada en medio Mitis Salivarius y Sacarosa y
Fosfatos a los 60 minutos, en donde el Hidrogel de quitosano (G2) muestra un
mayor efecto comparado con las otras sustancias con un promedio de 0 + 0 en
ambos medios.

Cuadro Il. Promedio + DS del Efecto antiadhesivo (UFM/ mL) en medio MS 'y

SYP alos 60 MIN

Grupo MS SYP
Gl 2693.60 = 8080.80 0+0
G2 00 0+0
G3 43771.04 £+ 67131.83 57912.45 + 59312.80
G4 38383.83 + 26417.57 92255.89 + 194147.09

Cuadro 2 Fuente propia. G1: Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius; G2: Hidrogel de quitosano; G3: Gel de
clorhexidina; G4: Control (agua destilada).
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Se realiz6 la prueba estadistica de Kruskal Wallis para comparar los grupos de
estudio a los 20 minutos y a los 60 minutos respectivamente en ambos medios de
cultivo (Cuadro 3).

Cuadro lll. Comparacién entre los grupos de estudio segun el tiempo y el

medio de cultivo

Medio | Tiempo G1 G2 G3 G4 Sig.
20 4040.40 + | 2020.20 + | 7407.41+ 876094.29 + | 0.029*
MS 8570.99 4285.50 20049.93 2183604.30
60 2693.60 * 00 43771.04 38383.83 + | 0.000*
8080.80 67131.83 26417.57
20 3367 £ 2693.60 = | 72727.27 + 35016.83 + | 0.141
SYP 10101.01 | 6144.20 200481.51 43994.50
60 00 00 57912.45 + 92255.89 + | 0.000*
59312.80 194147.09

Cuadro 3 Fuente propia. Los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(Kruskal-Wallis p<0.05). MS: medio Mitis Salivarius; SYP: medio sacarosa y fosfatos; G1: Hidrogel de
quitosano/Rumex obtusifolius; G2: Hidrogel de quitosano; G3: Gel de clorhexidina; G4: Control (agua destilada).

En el cuadro lll, se observa las diferencias estadisticas entre los grupos a los
diferentes tiempos en los medios de cultivo MS y SYP. Se encontr6 que existen
diferencias significativas entre los grupos en ambos tiempos de trabajo en medio
Mitis Salivarius con una significancia de p<0.029 y p<0.000 respectivamente y a los
60 minutos en el medio Sacarosa y Fosfatos con una significancia de p<0.000.
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Para determinar en qué grupos existen diferencias estadisticamente significativas
se realizo la comparacion por parejas (Cuadro 1V).

Cuadro IV. Grupos en los que hubo diferencia estadisticamente

significativa
Medio | Tiempo Muestra 1- Muestra 2 Sig.
MS 20 Hidrogel de quitosano- Control 0.011
20 Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius- Control 0.015
20 Clorhexidina- Control 0.016
60 Hidrogel de quitosano- Control 0.000
60 Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius- Control 0.003

60 Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius- Clorhexidina | 0.006

SYP 60 Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius- Control 0.001
60 Hidrogel de quitosano- Clorhexidina 0.006
60 Hidrogel de quitosano- Control 0.001

Cuadro 4 Fuente propia MS: medio Mitis Salivarius; SYP: medio sacarosa y fosfatos.
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Se realiz6 la prueba estadistica de U de Mann-Whitney para comparar los tiempos
de trabajo (20 minutos y 60 minutos) en ambos medios de cultivo (Cuadro V).

Cuadro V. Comparacion entre los tiempos de trabajo

Medio | Grupo 20 minutos 60 minutos Sig. Estadistica
Gl 4040.40 + 8570.99 2693.60 + 8080.80 0.73
MS G2 2020.20 + 4285.50 0+0 0.43
G3 7407.41+ 20049.93 43771.04 £+ 67131.83 0.19
G4 | 876094.29 + 2183604.30 & 38383.83 + 26417.57 0.86
Gl 3367 +£10101.01 00 0.73
SYP G2 2693.60 + 6144.20 00 0.43
G3 72727.27 + 200481.51 57912.45 + 59312.80 0.11
G4 35016.83 +£43994.50 | 92255.89 + 194147.09 0.34

Cuadro 5. Fuente propia. MS: medio Mitis Salivarius; SYP: medio sacarosa y fosfatos; G1: Hidrogel de
quitosano/Rumex obtusifolius; G2: Hidrogel de quitosano; G3: Gel de clorhexidina; G4: Control (agua destilada).

En el cuadro V, se observa las diferencias estadisticas entre los 20 minutos y 60
minutos en los diferentes grupos de estudio y medios de cultivo. Se encontré que
no existen diferencias significativas entre los tiempos de trabajo en ambos medios.
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11.DISCUSION

La caries dental es uno de los problemas mas importantes de salud bucal que afecta
a bebes, nifios y adultos (34,35), se considera una enfermedad dinamica,
multifactorial, mediada por la presencia de biofilm (36,37).

La adherencia bacteriana tiene un papel central en la patogénesis de la caries dental
y enfermedad periodontal, también conocidas como enfermedades inducidas por
placa. Se reconoce que el principal agente etioldgico de la CD es el Streptococcus
mutans (38), ya que es capaz de formar una biopelicula en la superficie de los
dientes que consiste en glucanos insolubles y solubles en agua sintetizados a partir
de sacarosa por varias isoformas de la enzima glucosiltransferasa (GTF) presentes
en el microorganismo. S. mutans y otros estreptococos presentes en la placa dental,
también tienen la capacidad de metabolizar carbohidratos de la dieta (sacarosa,
galactosa, fructuosa, almidén, etc.) lo que conduce a la liberacion de &cidos
organicos como el acido lactico, acido acético, acido propionico y acido férmico
como subproductos. Los acidos organicos liberados reducen el pH de la placa dental
y generan desmineralizacion del esmalte dental (39).

En este contexto, a pesar de los avances que existen en la prevencion de la CD
como la aparicion del fluoruro de sodio, pastas dentales con fluoruro, fluoracion del
agua, selladores dentales, programas educativos de salud bucal y varios enjuagues
bucales con antisépticos, los estudios epidemioldégicos muestran claramente una
tendencia al aumento global de la caries dental (40).

Un método de control actual, es el uso de agentes antiadhesivos que limitan el
crecimiento de microorganismos cariogénicos como S. mutans en la cavidad bucal.
En la practica odontolégica, los enjuagues bucales con agentes antisépticos como
la clorhexidina han demostrado su eficacia; la clorhexidina es una sustancia quimica
con excelente accion antimicrobiana. Sin embargo, estudios previos mostraron que
a una concentracion de mas del 0.05% inhibe completamente la sintesis de
proteinas en las células del ligamento periodontal humano. Asimismo, puede causar
efectos perjudiciales en los tejidos vitales. Ademas, se ha reportado que la
clorhexidina causa alteracion en la sensacion del sabor, erosion de la mucosa bucal,
pigmentacion en los tejidos y puede causar resistencia bacteriana (16,41,42). Por lo
anterior, muchos estudios se han dirigido a investigar los extractos organicos a partir
de plantas medicinales para modular la actividad cariogénica de las bacterias,
prevenir y usarlas como una alternativa en el manejo de la caries dental.
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Por lo tanto, es importante disefiar nuevos productos farmaceéuticos para inhibir la
formacion de biopeliculas dentales, ya que la inhibicién de la adherencia bacteriana
a la pelicula adquirida puede desempefiar un papel en la prevencion de
enfermedades bucales. Actualmente, a medida que el enfoque se dirige hacia
alternativas mucho mas seguras, los productos naturales o sus componentes
representan una importante fuente de moléculas potencialmente activas.

En el presente estudio se evalué la actividad antiadhesiva del Hidrogel de
quitosano/Rumex obtusifolius y el Hidrogel de quitosano comparado con el agente
mas utilizado como la clorhexidina contra Streptococcus mutans (CDBB-B-1455) en
dos medios de cultivo, Mitis Salivarius y Sacarosa y Fosfatos a los 20 y 60 minutos
en cada medio.

Los resultados de la presente investigacion evidenciaron que el Hidrogel de
quitosano (G2) tuvo mayor actividad antiadhesiva contra Streptococcus mutans a
los 20 y 60 minutos en los dos medios de cultivo como se observa en el Grafico 2.

Estos resultados coinciden con el trabajo de Costa y cols, quienes mostraron que
enjuagues con quitosano durante 30 o 90 segundos, presentaron altos porcentajes
de inhibicién de la adhesion de S. mutans (19). Esto es debido a las propiedades
del quitosano, que es un polisacarido adquirido naturalmente que se prepara
mediante la desacetilacion de la quitina, que se obtiene principalmente de las
conchas de cangrejo y camarones; se considera un material no toxico,
biocompatible, biodegradable y es de naturaleza intrinsecamente antibacteriana. En
el campo dental, la literatura menciona que se ha utilizado en estudios para la
prevencion de caries dental ya que proporciona caracteristicas bactericidas y/o
bacteriostaticas. Ademas, el quitosano se ha sugerido como polimero bioadhesivo
que proporciona un tiempo de retencion prolongado (43). El analisis estadistico en
la presente investigacion muestra que no hay diferencias significativas entre los
tiempos de exposicion 20 y 60 minutos en términos de inhibicion de la adhesion.
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Grafico 2 Fuente propia. Actividad antiadhesiva del Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius (G1), Hidrogel de quitosano
(G2), Gel de clorhexidina (G3) y control (agua destilada) (G4) contra Streptococcus mutans (CDBB-B-1455) A) a los 20
minutos; B) a los 60 minutos. El nimero de bacterianas adheridas presentes en la biopelicula se expresé como LOG

UFC/mL.
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Asimismo, se observd que el Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius presento
mejor actividad antiadhesiva que el gel de clorhexidina (perioxidin) (Grafico 1). Estos
resultados sugieren que los metabolitos activos (polifenoles, flavonoides,
antraquinonas, estilbenoides) presentes en la planta Rumex obtusifolius podrian
tener propiedades antiadhesivas y/o alterar la estructura de S. mutans
(29,31,8,17,18,5,44). Sin embargo, el andlisis estadistico no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre el Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius,
Hidrogel de quitosano y gel de clorhexidina a los 20 minutos ni a los 60 minutos en
el medio Mitis Salivarius, lo cual determina que todos los agentes presentan la
misma actividad antiadhesiva pero en el medio Sacarosa y Fosfatos a los 60
minutos existen diferencias entre el Hidrogel de quitosano/Rumex obtusifolius y el
gel de clorhexidina y el Hidrogel de quitosano y el gel de clorhexidina. Aunque en
estudios previos realizados por Pasquantonio y cols, reportan que en una prueba
antiadhesiva la viabilidad de S. mutans fue menor (16.9%) utilizando clorhexidina
(23). La diferencia podria explicarse debido a que en la presente investigacion se
utilizé la clorhexidina en una presentacion de gel bioadhesivo (Digluconato de
clorhexidina 0.2%) mientras que en el trabajo mencionado se utiliz6 en una
presentacion de enjuague (Digluconato de Clorhexidina 0.12%), ademas el medio
de cultivo utilizado fue distinto, por lo que se sugiere que la presentacion del
producto favorece el crecimiento de S. mutans a los 20 y 60 minutos en medio
Fosfato y Sacarosa.

Los resultados de la presente investigacidbn sugieren que el Hidrogel de
quitosano/Rumex obtusifolius y el Hidrogel de quitosano inhiben las propiedades de
adhesion de S. mutans.

Los esfuerzos dirigidos a inhibir los factores de adhesion de los agentes etioldgicos
en la formacién de biopeliculas, con extractos ricos en metabolitos activos como
polifenoles, naftalenos, estilbenoides y flavonoides, podrian facilitar la accion de los
agentes remineralizantes en la saliva y dar como resultado un mejor control sobre
la incidencia de caries dental. Dichas medidas estan en relacién con las revisiones
actuales que han subrayado la necesidad de estrategias terapéuticas para
desorganizar el nicho patogénico al enfocarse en el microambiente complejo de las
biopeliculas.
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12.CONCLUSIONES

En el presente estudio se demostrd que el Hidrogel de quitosano/ extracto etandlico
Rumex obtusifolius posee actividad antiadhesiva contra S. Mutans CDBB-B-1455 a
los 20 y 60 minutos en medio de cultivo Mitis Salivarius y Sacarosa y Fosfato.

Se sugieren mas estudios para determinar la biocompatibilidad de los metabolitos
activos del Rumex obtusifolius y comprender su mecanismo de accion antiadherente
sobre S. mutans.

Ademas, para determinar la influencia del Rumex obtusifolius en la expresion génica
se recomienda realizar estudios de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real. Asimismo, para determinar el efecto en la viabilidad celular del Rumex
obtusifolius contra el S. mutans, realizar ensayos de vivo/muerto.

El Hidrogel de quitosano/extracto etandlico Rumex obtusifolius puede ser una
alternativa antiadhesiva utilizada como agente preventivo para disminuir la
incidencia y prevalencia de caries dental.
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14.ANEXOS

14.1 Anexo 1 Clasificacion etnobotanica

DR. ALBERTO JEREZANO DOMINGUEZ
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA BUAP
PRESENTE

Por medio de este conducto reciba un cordial saludo asi mismo aprovecho la presente
para entregarle la identificacién de la planta solicitada, misma que realizé el Botanico Allen J.
Coombes, siendo la siguiente:

D NOMBRE FAMILIA No. Colecta

74859 Rumex obtusifolius Polygonaceae 1

Sin mas por el momento me despido de usted,

ATENTAMENTE

PENSAR BIEN PARA VIVIR MEJOR BT
Puebla Pue.a 7 de Febrero dylbl T
PSS

>/F

Vi

o 5 ey
A il A
Dra. Maricela Rodriguez

c.c.p. Archivo

Jardin Botdnico | Prolongacién 24 Sury Av. San Claudio,
Universitario Edif. HJBL, Ciudad Universitaria,
{  Col. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
8 01 {222) 229 55 00 Ext. 7030y 7031



14.2 Anexo 2 Consentimiento informado
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

Como padre o tutor del nifio(a): declaro
que de manera clara se nos ha explicado el objetivo de la investigacién por lo que AUTORIZO
CONSCIENTEMENTE donar los dientes que estén en condiciones de exfoliacion a corto plazo,
mismo que me fue demostrado radiograficamente con la pérdida de la raiz y clinicamente con la
movilidad que presentan los dientes, para ser utilizados con fines de estudio e investigacion por los
especialistas de la Maestria en Estomatologia con terminal en Pediatria de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla.

Por ultimo declaro que no tengo ninguna duda y reitero mi consentimiento para la participacion de
mi hijo.

Firma del padre o tutor Firma L.E Mariana Ruiz Herrera

Firma de testigo

14.3 Anexo 3 Asentimiento informado

ASENTIMIENTO INFORMADO

Hola mi nombre es Mariana y estudio en la clinica de Nifios para cuidar los dientes. Actualmente
estoy realizando un estudio para conocer acerca de cdmo quitar bichos de las boquitas de los nifios
facilmente y para ello queremos pedirte que nos apoyes regaldndonos tus dientes que se mueven.
Tu participacién en el estudio consistiria en intercambiar tu diente por un certificado y un premio que
podras darle al raton de los dientes. Tu donativo es voluntario, es decir, aun cuando tu papa o mama
hayan dicho que si, si ti no quieres hacerlo puedes decir que no. Si nos ayudas muchos nifios podran
sonreir.

Si aceptas donar tus dientecitos, te pido que por favor pongas una ( ¥') en el cuadrito de abajo que
dice “Si quiero donar” y escribe tu nombre.
Si no quieres donar, no pongas ninguna ( ¥'), ni escribas tu nombre.

[ si quiero donar

Nombre:
Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Fecha: de de
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14.4  Anexo 4 Comprade Cloramina T

s Master MASTER LEAV SA DE CV Pagina 1
Leav RIO PAPAGAYO Ay
S A de C v 4031053 Pedido 005727
Feriammisanian pore of pogrone Fecha 8 octubre 2018
Cliente No 11093 Atencion
MARIANA RUIZ
Transporte
Comentario
. Vendedor
Condiciones 001  LISSETTE PONCE
VENTA A 30 DIAS
OC/Folio 2013
Flete:N Ocure: N Seguro:N  Moneda: MN oo
Clave Descripcion Al Ubic  Pedido Surtido Precio %Des  Subtotal
23270-50G CHLORAMINE T TRIHYDRATE 01 1 800.00 800.00
NOVECIENTOS VEINTIOCHO PESOS 00/100 M. ——
Partidas 1 Unidades 1.00 Disponibles Subtotal : 800.00
Surtio ; Fecha _ [/ | Empaco: IVA : 128.00
09/10/2018 02:03:27 p. m. TOTAL - 928.00
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145 Anexo 5 Compra de la cepa S. Mutans CDBB-B-1455 en el
CINVESTAV

CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL LPN.

Coleccién Nacional de Gepar Microbianars
y Cultivos Celulares

2019, Ano del Cawdillo del Sur, Emilians Zapata"
1 de octubre de 2019
L.E. Mariana Ruiz Herrera,
Facultad de Estomatologia.
Benemérita Universidad Autdonoma de Puebla,
Presente,
Junto a la presente se hace |a entrega de la cepa por ustedes solicitada y cuyos
registros en f@a Coleccidn Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares
afiliada a la WFCC (World Federation for Culture Collection) bajo en acronimo
CDBB corresponde a:
Streptococcus mutans CDBB-B-1455

Con esta, se adquiere ¢l compromiso de ulilizar el material biologico para fines de
investigacion y no hacer uso comercial, donarlos y/o intercambiarios, asl mismo sl
generan publicaciones de las invesligaciones realizadas, agradeceremos se haga
referancia a la coleccidn de procedencia del cultivo.
Anexo la informacitn reporiada para la cepa asi como el perfi bioguimico.

Sin mas por el momento le envio un cordial saludo,

Atentamente,

—V 3 _‘,(\
A4 Lo

Biol, Juan C. Estradga Mora,
Coleccidn de Cultives Microblanos
CINVESTAV

Av. lastituss Pelitiznico Neckousd N* 2500, Cod San Pedns Zasvienos, Alealdia Gistave A Madero, COMX. C.P 07360
Yel <52 55} 57 41. 0408 Pax: 250 |95) 57-47-To42

TRTTR R | ST IR T
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14.6  Anexo 6 Formato de recoleccion de datos

Muestra Dilucidn Mo de Colonias UFC /200 microlL UFC/1000 microL UFC/ml ariginal

Mitis Salivarius (MS5)

L = N N I

Promedio total

LOG
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15.Productos de la investigacién

15.1 Participacién en el Xl Encuentro Internacional de Cuerpos
Académicos y Grupos de Investigacion Odontolégica. CONSEJO
NACIONAL DE CUERPOS ACADEMICOS EN ODONTOLOGIA

CORACAD

Universidad Veracruzan s
Odomtologla I Veracnz—Boca del Rio
Direccian
XI Encuentro Internacional de Cuerpos Académicos v Grupo: de Investizacion Odontologica

COMSEID NACONAL DE CUERPOS ACADEMICOS EN ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD VERACRUZANA
FACULTAD DE ODONTOLOGEA

Estimados Participanies:

Pazos-Guarneros, Diana del Carmen'; Jerezane Dominguez, Alberio Vinicio®, Tuarez-Dhaz,
Ismael * Flores-Tochibuitl, Tulia®, Castillo-Silva, Brenda®, Fuiz-Herrera, Mariana®.

Diireccise: Hos complace commnicarle que el trabajo tnlado:
Av 5.5, Fuam Pablo I s'n . .
Zona Universitriz PLANTAS MEDICINALES Y FITOMOLECULAS EN ODONTOLOGIA
Mocasmha, O 9% #a sido ACEPTADO conla CLAVE: CIBP-6
' Por el Comité Cientfico del XTI Encuentro Internacional de Cuerpos Académicos ¥ Grupos de Investigacion
Telefomes:  Odontologica, el cual considera que el misme retne las condiciones requeridas para ser presentade en el Concurso
[Z25) T30 M ga Tnvestigacién del evento.
B 2407 g urgente envie ustad su participacion en extenso con la version seleccionada, publicacion de Articnlo en la Revista
Correo Elecrromico:  Mexicana de Medicina Forense de la Universidad Veracmuzana, con IS5N e indexada o como un Capitulo de Libro
cpammiEmv.ex con ISEN, para la Revisidn v Aceptacion del Comité Editorial Pars ello es indispensable envie su trabajo en los
formatos especificados para cada uno en la paging de conacaome.org, 3 mas tardar el dia 10 de febrero de 2019, Los
resamenes MO pueden ser publicados.
Para que su trabajo en exfenso pueda participar en el evento v ser incluide en el suplemento de la revists, o como
Capitulo de Libro debera entregar em el tiempo requerido v em el formate establecido, cubrir el pago de
inscripcion, v envisr su comprobamte de pago escaneado, snotando la clave asignada en la carta de aceptacion ¥
nombre completo del amtor, amtes del 15 de febrero del2019a la sizmiente direccion elactromica:
ronacas.nviaEmail com

Debe confirmar sus datos de participacion en el registro de la pagina v efectuar su pago comespondiente en el Banco
SANTANDEE. Cusnm: 20-00575950-2 CLABE: 014249200057395023 a CONACAQ ¥ enviar su ficha de pago
escaneada con el nombre completo escrito, al cormeo alectronico

Sera un placer recibirles ¥ compartir con ustedes estos dias de intercambio de experiencias donde pretendemoes
promover el rescate de las iowvestigaciomes, mostrande la calidad de las mismas, realizadas por egresados y
estdizntes.

f
/i

Boca del Rio , Vef a 31 de Eiero del /2019
COMITE CIENTIFICO
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