UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE POSGRADO

D il < il N9

ee—————

FONONTS
\J

) |
/!!3“'""Ill.ﬁullllllllﬂg

ELABORACION DE BIOPELICULAS A BASE DE QUITOSAN Y PULULANO
ADICIONADAS CON EXTRACTOS DE CINCO DIFERENTES PLANTAS Y
SU EVALUACION EN CULTIVOS DE MICROORGANISMOS

PERIODONTOPATOGENOS

Por

M. C. AIDA RODRIGUEZ GARCIA

Como requisito parcial para obtener el Grado de

DOCTOR EN CIENCIAS con Especialidad en BIOTECNOLOGIA

Marzo del 2011






APROBACION DE TESIS DOCTORAL POR COMITE DE TESIS

ELABORACION DE BIOPELICULAS A BASE DE QUITOSAN Y PULULANO
ADICIONADAS CON EXTRACTOS DE CINCO DIFERENTES PLANTAS Y SU
EVALUACION EN CULTIVOS DE MICROORGANISMOS
PERIODONTOPATOGENOS

Comité de Tesis

Dr. Luis J. Galan Wong
Director de Tesis

Dra. Katiushka Arévalo Nifio
Co-Directora

Dra. Ma. Julia VVerde Star
Vocal

Dra. Ma. del Socorro Flores Gonzéalez
Vocal

Dr. Benito Pereyra Alférez
Vocal




APROBACION DE TESIS DOCTORAL POR COMITE ACADEMICO

ELABORACION DE BIOPELICULAS A BASE DE QUITOSAN Y PULULANO
ADICIONADAS CON EXTRACTOS DE CINCO DIFERENTES PLANTAS Y SU
EVALUACION EN CULTIVOS DE MICROORGANISMOS
PERIODONTOPATOGENOS

Comité de Doctorado

Subdirector de Estudios de Posgrado



Sin sueiros, Llas pérdidas se vuelven tnsoportables,
Las piedias del camino se tornan montainas,

Los fracasos se transforman en golpes fatales.
Mas, sl tenemos grandes suenos. ..

Los ervores productifin crectmiento,

Los desaflos producivan coraje.

Augusto Cu%



DEDICATORIA

A MI ESPOSO

por su apoyo y comprension al permitirme seguir
en el camino de la superacion profesional.

A MIS HIJOS:

ADRIAN Y ROCIO, ALE Y SERGIO Y MAURI
por su comprension a mis ausencias,

por ser participes directos de mis logros,

de mis angustias, de mis ratos felices.

Los quiero mucho y estoy muy orgullosa de ustedes.

Lo dedico a ustedes,
Con todo mi amor



AGRADECIMIENTOS

A DIOS por darme el gran regalo de existir, por la salud, por llenarme de bendiciones y
felicidad y por llenar mi vida de personas especiales.

Al Dr. Luis J. Galan, por su confianza al darme la oportunidad de realizar este proyecto
tan importante en mi vida profesional, en el Instituto de Biotecnologia a su cargo y por su
contribucion a mi formacidn. Por brindarme su sincera amistad, Gracias.

A la Dra. Katihuska Arévalo, quiero expresar mi mas profunda gratitud por asesorarme
guiarme y apoyarme durante todo el proyecto y por ser una persona de gran inteligencia
y profesionalismo a quien admiro y aprecio. Estoy y estaré a su disposicién en cualquier
ambito, en cualquier tiempo. Muchas Gracias!

A la Dra. Julia Verde, por sus sugerencias, su disposicién, su amabilidad y por su valiosa
colaboracion en el presente trabajo.

A la Dra. Socorro Flores, por su orientacién, asesoria y amistad. Por ser ejemplo de
dedicacion, trabajo y seriedad. Admiro enormemente su naturaleza estudiosa y su
auténtica vocacion cientifica.

Al Dr. Benito Pereyra por apoyarme y orientarme. Por el andlisis y revision de este
trabajo. Gracias por todo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada para la
realizacion de mis estudios de doctorado.

A mi madre, a quien considero un ser lleno de luz y una de las bendiciones directas de
Dios en mi vida.

A mi padre, por su inteligencia y por contagiarme su amor por la lectura. Aunque no
estés en este plano tu presencia me acomparfia siempre.

A mis hermanos, Nicolas y Ricardo por su carifio, apoyo y proteccion que siempre me
han brindado. Siempre me he sentido segura sabiendo que estan a mi lado. A Lety, mi
hermana de la vida por su carifio y cuyas palabras de &nimo me dan fortaleza. Y a mis
sobrinos que forman parte de mi vida. Agradezco muchisimo que estemos juntos.

A Martha Cecilia, mi amiga incondicional con quien comparto la misma profesion,
suefios y proyectos. Porque aun en la distancia, estas a mi lado en los momentos de
alegria y tristeza apoyandome y brindandome tu carifio. Gracias Melek.



A ti, que has estado a mi lado, que viste crecer mi suefio y me apoyaste y me estimulaste
a realizarlo. A ti que me has ensefiado que a pesar de las adversidades, mas alla de las
nubes, esta el sol brillando siempre. A ti que has entendido mis tiempos y destiempos,
mis desencuentros, mi perfeccionismo y terquedad. 55

A la Dra. Iza Peixoto, por su amistad y carifio. Por el honor de compartir los trabajos de
investigacion con los que hemos recibido muchas satisfacciones y por los nuevos
proyectos que se estan gestando.

Al Dr. Juan Manuel Fidalgo, maestro, tutor y amigo, ejemplo de honestidad, respeto y
rectitud, por compartir gustoso cada uno de mis logros y por sus valiosos consejos y ser
fuente de motivacion e impulso a la superacion. A la Sra. Laura, su esposa que ha
correspondido con gran ternura y afecto a nuestra amistad.

Al Dr. Enrique Nieto y la Dra. Adela Santos por haber participado en mi formacién como
odontopediatra, por sus ensefianzas dentro y fuera de la escuela, por su amistad y carifio
incondicional.

A la Dra. Chelito (QEPD), mi compafiera de viajes, maestra y amiga, por su ejemplo para
lograr todo lo que se propuso, rompiendo esquemas y adelantdndose a su época. En
donde este, Gracias!

Al Dr. Page Caufield, por su ejemplo, sus consejos, orientacion y por su sincera amistad.
BMMM.

A la Dra. Myriam De la Garza, por su orientacion para seguir creciendo en el &rea de la
investigacion, por su amistad y por las facilidades otorgadas para realizar parte de este
trabajo en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Odontologia de la
UANL, a su cargo.

Al Dr. Roberto Mercado, por su asesoria y contribucion con la Estadistica de este trabajo.

Al MC. Ismael Malagén Santiago, por toda su orientacién y ayuda incondicional en el
desarrollo de este trabajo.

A mis amigos: Norma, Mayra, Roberto, Sergio, Francisco, Lupita, Ismael, Rodolfo,
Gustavo, Miriam, Juanjo, Carlos, Anchel, por estar en mi corazén y formar parte de mi
historia. Gracias por su carifio.

A Vero, Ester, Karina, David, Andrés, Omar, por las risas y los ratos compartidos.

A mis queridos compadres Mirella y Oscar, Irma y Jesus, por los hermosos dias y las
noches compartidas. Mi carifio para todos.

A Katia, por su ayuda, por organizar mi tiempo y por ser parte de mi vida.

Vi



A Vilma por su disponibilidad, apoyo y carifio. Gracias por su valiosa amistad.
A Mayra, por su ayuda y asistencia en el L1.

Al personal del Instituto de Biotecnologia, Cristi, Norma, Edna, Mirna, Josué, Tere,
Silvia, por todas sus atenciones y amabilidad.

Al personal de Posgrado de Biologia, Carmen, Yadira, muchas gracias por su amabilidad,
por su tiempo.

A todas las personas, familiares y amigos que han estado presentes todo este tiempo y a
todos aquellos a quienes he desatendido debido a mi trabajo, mis mas sinceras disculpas.

Mi sincero agradecimiento



TABLA DE CONTENIDO

Seccién
1. RESUMEN
ABSTRACT
2. INTRODUCCION
2.1. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION
3. HIPOTESIS
4. OBJETIVOS
4.1 Obijetivo general
4.2  Objetivos particulares
5. ANTECEDENTES

5.1 Periodontitis
5.1.1 Agentes etioldgicos
5.1.1.1 Porphyromonas gingivalis
5.1.1.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans
5.1.2  Tratamiento
5.2 Plantas medicinales
5.2.1 Thymus vulgaris
5.2.2 Matricaria chamomilla
5.2.3 Croton lechleri
5.2.4 Calendula officinalis
5.2.5 Juliana adstringens
5.3 Biopolimeros
5.3.1 Quitosan
5.3.2  Pululano
5.4  Usos del quitosan y pululano

viii

Pagina

10
10

11
12
12
13
14
16

18
19
21
22
24

25
26
27
29



MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo
6.2  Extractos de plantas
6.3  Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de los extractos
6.3.1  Técnica de microdilucion en caldo
6.3.2  Técnica de dilucién en agar
6.4 Biopolimeros
6.4.1  Elaboracién de las peliculas de quitosan y pululano
6.5 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de las peliculas
adicionadas con los extractos
6.6  Determinacion de la vida dtil de las peliculas
6.7  Pruebas de solubilidad
6.8  Disefio experimental
RESULTADOS
7.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo
7.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
7.2.1  Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
7.2.2 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida
(CMB)
7.3  Elaboracion de las peliculas de biopolimeros
731 pH
7.3.2  Grosor de las peliculas
7.3.3  Resultado de las pruebas de solubilidad
7.4 Evaluacién del efecto antimicrobiano de las peliculas
7.4.1  Actividad antimicrobiana de las peliculas sobre Aa
7.4.2  Actividad antimicrobiana de las peliculas sobre Pg
7.4.3  Actividad antimicrobiana de las peliculas sobre E. coli 43895
7.4.4  Actividad antimicrobiana de las peliculas sobre E. coli
0157:H7
7.5 Determinacion de la vida util de las peliculas

7.5.1 Humedad relativa

7511 Efecto de la humedad sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de A.
actinomycetemcomitans

75.1.2 Efecto de la humedad sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de P.
gingivalis

75.1.3 Efecto de la humedad sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de E.
coli 43895

75.1.4 Efecto de la humedad sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de E.
coli 0157:H7

34
36
37
38
40

40

43
44
46
47

48
48
49

51
52
53
54
55
57
57
58
59

60

61

61

63

65

67



10.

11.

7.5.2 Temperatura

7521 Efecto de la temperatura sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de A.
actinomycetemcomitans

7.5.2.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de P.
gingivalis

75.2.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de E.

coli 43895
75.2.4 Efecto de la temperatura sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de E.
coli 0157:H7
7.5.3 lluminacion
75.3.1 Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la

actividad antimicrobiana de las peliculas en cepas
de A. actinomycetemcomitans

7.5.3.2 Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la
actividad antimicrobiana de las peliculas en cepas
de P. gingivalis

7.5.3.3 Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la
actividad antimicrobiana de las peliculas en cepas
de E. coli 43895

75.3.4 Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la
actividad antimicrobiana de las peliculas en cepas
de E. coli 0157:H7

DISCUSION

CONCLUSIONES

LITERATURA CITADA

ANEXOS

68

68

70

72

74
76

76

78

79

81

83

92

96

105



Figura

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
6.1.
6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.
6.9.

LISTA DE FIGURAS

Imagenes de la enfermedad periodontal
Thymus vulgaris

Matricaria chamomilla L.

Croton lechleri

Calendula officinalis L.

Juliana adstringens

Estructura quimica del quitosan

Estructura parcial del pululano

Técnica de pozo en agar

Técnica de microdilucion en caldo. (a) se observan los pozos con los
cinco extractos a diferentes diluciones. La columna 12 usada para
controles. (b) concentraciones finales de los extractos

Preparaciéon de los formulados de polimeros con los extractos de
plantas

Medicion del pH de la mezcla de polimero y extracto

(@) Mezcla de quitosan con extracto de J. adstringens siendo
distribuida en las placas molde. (b) Secado de las mezclas de
polimeros con los diferentes extractos

(@) Peliculas de quitosan y (b) pululano siendo separadas de las placas
después de su secado

Recorte y almacenamiento de los discos de polimeros. (a) perforador
de papel; (b) cajas de petri con cada uno de los diferentes polimeros;
(c) aspecto de los discos

Técnica de sensibilidad por difusion de disco en agar

Placa de 24 pozos conteniendo los discos de los diferentes polimeros
con los extractos de plantas

Pagina

11
18
19
21
22
24

19

21

38

39

41

42

42

43

43

44

45



6.10.

6.11.

7.1.

7.2.

7.3.

74.

7.5.
7.6.

1.1.

7.8.

7.9.

7.10.

7.11.

7.12.

7.13.

7.14.

7.15.

7.16.

Discos de polimeros almacenados en el desecador, a una HR del 60%,
cony sin luz

Discos de polimeros almacenados a 25% de HR, con y sin luz

Zonas de inhibicion de crecimiento microbiano

Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos de las
diferentes plantas sobre los microorganismos probados

Resultados de la concentracion minima bactericida (CMB) de los
extractos de las diferentes plantas

Resultados del pH de las formulaciones de polimeros adicionados con
los extractos de plantas

Resultados del grosor de las peliculas de polimeros

Tiempo de solubilidad de las peliculas de biopolimeros almacenadas
a una humedad relativa del 60%, con y sin luz

Tiempo de solubilidad de las peliculas de biopolimeros almacenadas
a una humedad relativa del 25%, con y sin luz

Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas
sobre cepas de A. actinomycetemcomitans

Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas
sobre cepas de P. gingivalis

Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas
sobre cepas de E. coli 43895

Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas
sobre cepas de E. coli 0157:H7

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 60% sobre A. actinomycetemcomitans

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 25% sobre A. actinomycetemcomitans

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 60% sobre P. gingivalis

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 25% sobre P. gingivalis

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 60% sobre E. coli 43895

xii

45

46

49

o1

52

54
55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66



7.17.

7.18.

7.19.

7.20.

7.21.

1.22.

7.23.

7.24.

7.25.

7.26.

1.27.

7.28.

7.29.

7.30.

7.31.

7.32.

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 25% sobre E. coli 43895

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 60% sobre E. coli 0157:H7

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 25% sobre E. coli 0157:H7

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una
temperatura de 25°C sobre A. actinomycetemcomitans

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una
temperatura de 4°C sobre A. actinomycetemcomitans

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una
temperatura de 25°C sobre P. gingivalis

Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una
temperatura de 4°C sobre P. gingivalis

Comportamiento de las peliculas almacenadas a una temperatura de
25°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895

Comportamiento de las peliculas almacenadas a una temperatura de
4°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895

Comportamiento de las peliculas almacenadas a una temperatura de
25°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7
Comportamiento de las peliculas almacenadas a una temperatura de
4°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7
Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de luz
en la actividad antimicrobiana de A. actinomycetemcomitans
Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de
obscuridad en la  actividad antimicrobiana  de A
actinomycetemcomitans

Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de luz
en la actividad antimicrobiana de P. gingivalis

Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de
obscuridad en la actividad antimicrobiana de P. gingivalis
Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de luz
en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895

66

67

68

69

70

71

72

73

73

75

75

77

77

78

79

80



7.33.

7.34.

7.35.

Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de
obscuridad en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895
Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de luz
en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7

Comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de
obscuridad en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7

Xiv

81

82

82



LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina
5.1. Principales aplicaciones del quitosan y pululano 30
6.1. Cepas bacterianas 35
6.2. Plantas y compuestos antimicrobianos 36
7.1. CMI y CMB de los extractos de plantas sobre las cepas probadas 50

7.2. Medias y desviaciones estandar del pH de las formulaciones 53



BHA
Aa
H,O
ATCC
Co
CMI
CMB
Cl

Ec

°C

BHI
Ja
uv
Mc
ML
mg
mL
nM
Pg

PCI
PJa
PTv

QClI
QlJa
QTv
Tv
Seg
PBS
UFC

NOMENCLATURA

Agar infusion cerebro corazon
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Agua

American Type Culture Collection
Calendula officinalis
Concentracion Minima Inhibitoria
Concentracion Minima Bactericida
Croton lechleri

Escherichia coli

Grados Celsius

Hora

Infusion cerebro corazén

Juliana adstringens

Luz ultravioleta

Matricaria chamomilla

Microlitro

Miligramo

Mililitro

Nanometro

Porphyromonas gingivalis
Potencial de hidrdgeno

Pululano

Pululano- Croton lechleri
Pululano- Juliana adstringens
Pululano- Thymus vulgaris
Quitosan

Quitosan- Croton lechleri
Quitosan- Juliana adstringens
Quitosan- Thymus vulgaris
Thymus vulgaris

Segundos

Solucién salina de fosfatos
Unidades Formadoras de Colonia

XVi



1. RESUMEN

La enfermedad periodontal es un proceso infeccioso inflamatorio de los tejidos de
soporte de los dientes iniciada por la acumulacion de una biopelicula bacteriana que
causa reabsorcidn del hueso y por lo tanto, pérdida de piezas dentales.

Dos de los principales microorganismos que han sido aislados de las muestras de
biopelicula  subgingival son Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

El tratamiento de la enfermedad consiste en educacién de higiene oral, curetaje,
cirugia periodontal y quimioterapia que incluye el uso de enjuagatorios con propiedades
antimicrobianas y la administracién de antibiéticos por via sistémica. Sin embargo, estos
pueden llegar a causar resistencia de las bacterias involucradas en el proceso, debido a
que tienen que ser administrados por periodos de tiempo prolongados.

A raiz de estos problemas de resistencia bacteriana a los antibidticos y de los
efectos secundarios causados por enjuagatorios como la clorhexidina, se han planteado
diversas alternativas al tratamiento clasico, resurgiendo el empleo de productos naturales
como los biopolimeros y los extractos de plantas, como nuevas fuentes de agentes
antimicrobianos.

El quitosan es un polisacarido derivado de la quitina y el pululano es producido
por un hongo. Ambos son atéxicos, biocompatibles, biodegradables y por sus
propiedades de adhesién a las mucosas pueden ser utilizados como vehiculos de
liberacion de principios activos de diversos compuestos como los extractos de plantas

En ese contexto, el objetivo de este trabajo fue la elaboracion de peliculas a partir
de quitosan y pululano, adicionadas con extractos acuosos de Thymus vulgaris,
Matricaria chamomilla L., Croton lechleri, Calendula officinalis L., Juliana adstringens
Schl. y evaluar, in vitro, su actividad antimicrobiana sobre cepas de Porphyromonas

gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Las peliculas fueron caracterizadas



en cuanto a su pH, grosor, solubilidad, actividad antimicrobiana y vida util. Esta ultima
considerd la evaluacion de las propiedades de las peliculas almacenadas bajo dos
condiciones de humedad relativa, de temperatura y de iluminacion.

Los resultados mostraron que las peliculas elaboradas de pululano sin extracto,
pululano con extracto de J. adstringens y con C. lechleri y quitosan con C. lechleri
mostraron los mejores resultados sobre cepas de A. actinomycetemcomitans mientras que
las peliculas elaboradas de pululano con T. vulgaris y C. lechleri tuvieron la mejor
actividad inhibitoria sobre cepas de P. gingivalis.

La humedad relativa y la temperatura no afectaron el comportamiento de las
peliculas, so6lo las condiciones de iluminacion tuvieron influencia en la actividad
antimicrobiana sobre cepas de P. gingivalis. Las caracteristicas de color y forma de las
peliculas se mantuvieron con el paso del tiempo.

En general, todas las peliculas tuvieron actividad antimicrobiana in vitro,
sugiriendo asi que presentan buen potencial para ser utilizadas como terapia en la

enfermedad periodontal.



ABSTRACT

Periodontal disease is an infectious inflammation of supporting tissues of the teeth
initiated by the accumulation of a bacterial biofilm that causes bone resorption and
therefore, loss of teeth.

Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans are
two of the most common microorganisms that have been isolated from the subgingival
biofilm.

Therapy for periodontal disease consists oral hygiene education, curettage,
periodontal surgery and chemotherapy that includes the use of mouthrinses with
antimicrobial properties and systemic administration of antibiotics. However, those may
eventually cause side effects and resistance of bacteria involved in the process due to they
have to be administered for long periods. Because of these problems, there have been
raised a number of alternatives to traditional treatment, and a resurgence in the use of
natural products such biopolymers and plant extracts, as new sources antimicrobial
agents.

Chitosan is a polysaccharide derived from chitin and pullulan is produced by
fungus. Both polysaccharides are non-toxic, biocompatible and biodegradable and have
properties of adhesion to the mucosa and can be used as delivery systems of active
ingredients of various compounds as plant extracts.

In this context, the objective of this work was the preparation of films from
chitosan and pullulan with aqueous extracts of Thymus vulgaris, Matricaria chamomilla
L., Croton lechleri, Calendula officinalis L., Juliana adstringens Schl. and the evaluation
of the in vitro antimicrobial activity on Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. The films were characterized in terms of pH, thickness,
solubility, antimicrobial activity and stability under different conditions of storage. The



latter considered assessment of the properties of the films stored at two conditions of
relative humidity, temperature and light.

The results showed that films made of pullulan without extract, pullulan added
with extract of J. adstringens and C. lechleri and chitosan with C. lechleri had the best
results on strains of A. actinomycetemcomitans while the films made of pullulan with T.
vulgaris and C. lechleri had the best inhibitory activity against strains of P. gingivalis.

Temperature and relative humidity did not affect the behavior of the films, but
lighting conditions influenced the antimicrobial activity against strains of P. gingivalis.
Characteristics of color and shape of the films were maintained during the testing time.
In general, all films had antimicrobial activity in vitro, suggesting that both polymers and

plant extracts have good potential to be used as therapy for periodontal disease.



2. INTRODUCCION

La enfermedad periodontal se caracteriza por inflamacién de los tejidos de soporte de
la estructura dentaria incluidas la encia, el ligamento periodontal, el cemento y el hueso
alveolar de soporte.

La gingivitis y la periodontitis son las enfermedades periodontales mas comunes.
Como en otras infecciones, la interaccién bacteria-huésped determina la naturaleza de la
enfermedad resultante. Los microorganismos patogénicos pueden producir la enfermedad
indirectamente debido, por ejemplo, al efecto de sus toxinas o bien directamente por
invasion de los tejidos. La respuesta del huésped a los microorganismos puede ser de
proteccion, de destruccion o ambas dependiendo de la amplia variedad de cambios en los
tejidos observados en los pacientes.

Una bolsa periodontal es una profundizacion patolégica del surco gingival y es
uno de los signos clinicos de la enfermedad. La formacion de la bolsa ocurre por la
migracion del epitelio de unién a lo largo de la raiz. La destruccion del ligamento
periodontal y del hueso alveolar ocurre como resultado de factores bacterianos y del
huésped.

La gingivitis tiene una prevalencia de méas del 80% y en algunas instancias cerca
del 100% de la poblacién mundial. La periodontitis afecta aproximadamente al 75% de la
poblacién de adultos de los Estados Unidos. La pérdida de hueso alveolar asociada a la
peridontitis puede iniciar a los 10 afos, sin embargo usualmente empieza en la edad
adulta y progresa con la edad. El género, factores socioecondémicos, raza y métodos de
deteccion contribuyen a los resultados de los indices de prevalencia.

En general, microorganismos anaerobios, gram negativos son las principales
caracteristicas asociadas a la mayoria de las bacterias causantes de enfermedades
periodontales. Las bacterias comunmente identificadas con esta enfermedad son:
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus vy
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

La terapia se enfoca en identificar, remover y controlar los factores etioldgicos y
corregir los defectos que esos patdgenos han creado. El tratamiento de la mayoria de las
enfermedades periodontales consiste en educacion de higiene oral, remocion de los
calculos (curetaje), uso de agentes quimicos incorporados a enjuagatorios y pastas como
clorhexidina, enzimas, fluoruro, aceites esenciales, compuestos cuaternarios de amonio,
agentes oxigenantes, triclosan, etc., asi como el uso por via sistémica de antibiéticos y
antiinflamatorios.

La Biotecnologia es una actividad multidisciplinaria que incluye el uso de células
vivas como levaduras, bacterias, células de mamiferos, o sus enzimas para la creacion de
nuevas drogas y mejores tratamientos (Galan, 2007). Los biopolimeros derivados o



presentes en la naturaleza son atractivos por su disponibilidad, biodegradabilidad y
biocompatibilidad, que ademas permiten se les pueden adicionar diversos materiales o
drogas para su aplicacién en medicina.

Los agentes topicos y de liberacion de farmacos para el control de la enfermedad
periodontal, son considerados los més deseables debido a la baja incidencia de efectos
secundarios indeseables que se tienen por la via sistémica.

Por sus propiedades de no toxicidad y ser considerado un biopolimero natural, se
han realizado estudios con quitosan (No et al., 2000).

En la actualidad, entre los usos médicos mas sencillos del quitosan, podemos
mencionar: la produccion de suturas quirurgicas a partir de quitina, produccién de gasas
y vendajes tratados con quitosan, cremas bactericidas para el tratamiento de quemaduras,
promueve la pérdida de peso (absorbe y compacta las grasas), usado para el control del
colesterol, promueve la recuperacién de Ulceras y lesiones, tiene accion antibacterial,
actia como antiacido, inhibe la formacién de placa dentobacteriana, ayuda al control de
la presion sanguinea, endurece los huesos (aumenta el contenido de calcio), reduce los
niveles de &cido urico en sangre, ademas de tener accion antitumoral, asi como la
utilizacion del quitosan en la liberacién controlada de diferentes principios activos.
Recientemente se ha estudiado su aplicacion en la liberacion nasal de insulina. Una de las
caracteristicas fundamentales del quitosan para ser utilizado en este tipo de aplicaciones
son sus propiedades mucoadhesivas, que facilitan la liberacion de los principios activos
directamente al tracto nasal o perioral y contribuye a que la asimilacion del principio sea
mas rapida y efectiva (Yang, 2002).

El pululano es un polisacarido extracelular producido a partir de almidén por el
Aureobasidium pullulans (Wolf, 2003). El pululano es un ingrediente sumamente versatil
que mantiene una plataforma de tecnologia para la innovacién del producto. Es un
excelente formador de pelicula que puede ser sellada por calor con una buena propiedad
de barrera al oxigeno y que también puede ser estampado. En la industria de alimentos, la
pelicula de pululano es considerada dentro de lo que se denomina “cubiertas
comestibles”, cuyo enfoque es el integrar los sistemas de empaque como parte del
alimento. Es importante resaltar, que colorantes, aromas e ingredientes funcionales
pueden ser incorporados en la matriz de la pelicula y estabilizados con eficacia. También
se emplea como cubierta para tabletas y en la formacion de capsulas en la industria
farmacoldgica. Junto con otros ingredientes como el mentol, carragenano, xantana y
timol, el pululano es unos de los principales componentes de las conocidas tiras
antisépticas orales Listerine Pocketpaks®, indicadas para eliminar gérmenes de la
cavidad oral y para refrescar el aliento.

Las medicinas alternativas han estado ganando popularidad en décadas recientes.
Se realizan investigaciones para validar sus propiedades terapéuticas tanto in vitro como
in vivo.

El tomillo Thymus vulgaris esta constituido por 20- 55% de timol el cual es un
excelente antiséptico que pertenece al grupo de los terpenos y que es usado en diversos
enjuagatorios bucales y en jarabes para tratar infecciones de vias respiratorias, tosy
bronquitis.

Por otro lado la manzanilla Matricaria chamomilla contiene flavonoides y aceites
esenciales que tienen propiedades sedantes, antiinflamatorias, antiespasmodicas vy
digestivas.



Debido a los compuestos polifendlicos, lignanos y alcaloideos, la sangre de drago
Croton lechleri tiene una marcada actividad antiinflamatoria, antioxidante y cicatrizante
de piel y mucosas.

Las virtudes medicinales y colorantes de la caléndula Calendula officinalis L. son
conocidos desde la antigiedad, en especial por los arabes e hindles. Es una planta
tradicionalmente usada en dermatologia por su actividad reepitelizante, cicatrizante,
antiinflamatoria y antimicrobiana debido a la accién de los flavonoides, triterpenos y
carotenos.

El cuachalalate Juliana adstringens Schl contiene varios compuestos como el
acido masticadienoico (triterpenos), salicilatos y B-sitosterol, que le confieren sus efectos
analgesicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, etc. Se usa para endurecer la encia y
lavar heridas, para disolucion de calculos renales, funciona como antidiabético,
antiséptico, cicatrizante y antibidtico.

Las propiedades antimicrobianas de los extractos de Thymus vulgaris, Matricaria
chamomilla, Croton lechleri, Calendula officinalis L., Juliana adstringens Schl en
combinacion con las caracteristicas fisico quimicas del quitosan y el pululano los
convierten en una buena opcion para evaluar su efecto en cultivos de bacterias
periodontopatégenas  como Porphyromonas gingivalis 'y  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

2.1. IMPORTANCIAY JUSTIFICACION

La enfermedad periodontal tiene una alta prevalencia en el mundo. Es una
enfermedad de la encia que destruye los tejidos blandos y el hueso de soporte de la
estructura dentaria. Puede causar pérdida de los dientes y, en el peor de los casos,
incrementa el riesgo de enfermedades cardiacas o accidentes cerebro vasculares, bebés
con bajo peso al nacer y problemas a la salud en general. Su tratamiento consiste en
higiene oral, curetaje, uso de enjuagues con antibacterianos y administracion de
antibidticos con efectos secundarios que causan desordenes en rifiones, higado, mucosa
gastrica, etc.

En una sociedad que demanda la disponibilidad de medicamentos a base de
productos naturales sin efectos adversos en la salud y el uso de las nuevas herramientas
biotecnoldgicas en el desarrollo e implementacion de materiales renovables obtenidos del
metabolismo de algunos microorganismos o bien de productos presentes en plantas o
animales, justifican el llevar a cabo este proyecto en el cual se emplearan dos
biopolimeros presentes en la naturaleza: el quitosan, producido comercialmente de la
quitina a partir de los citoesqueletos de crustaceos y de algunos insectos, y el pululano,
producido por el hongo Aureobasidium pullulans.

Actualmente se desconoce del uso de polimeros como el quitosan o el pululano
per se, asi como en combinacion con los principios activos de los extractos de Thymus
vulgaris, Matricaria chamomilla L., Croton lechleri, Calendula officinallis L. y Juliana
adstringens Schl cuyas propiedades antisépticas, antiinflamatorias, bactericidas y
antifangicas las convierten en una excelente opcion para su evaluacion en cultivos de
Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans.



La originalidad de este proyecto radica en la elaboracion de peliculas a base de
productos biodegradables y biocompatibles adicionadas con extractos de plantas
cultivadas en nuestro pais para probarlas sobre cultivos de bacterias periodontopatdgenas.
Con todos estos elementos, podria desarrollarse un sistema de liberacion de drogas a
partir de materias primas de bajo costo, facil aplicacion y con caracteristicas adecuadas
para la funcion destinada; que sea clinicamente util como un agente antimicrobiano
topico para el tratamiento de la periodontitis sin tener los efectos secundarios y altos
costos de los medicamentos que se tienen en el mercado.



3. HIPOTESIS

Las biopeliculas a base de biopolimeros como el quitosan y pululano adicionadas
con extractos de Thymus vulgaris, Matricaria chamomilla L., Croton lechleri,
Calendula officinallis L. y Juliana adstringens Schl. tienen actividad antimicrobiana en
cultivos de Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans y

sirven como vehiculos de liberacién de los principios activos de los mismos extractos.



4.1.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Elaborar biopeliculas a base biopolimeros (quitosan y pululano) para su aplicacion

como vehiculo de liberacion de los principios activos de extractos de plantas y evaluar su

actividad antimicrobiana contra microorganismos periodontopatdgenos.

4.2.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar, in vitro, las propiedades antimicrobianas de extractos de
tomillo Thymus vulgaris, manzanilla Matricaria chamomilla L., sangre
de drago Croton lechleri, caléndula Calendula officinallis L. y
cuachalalate Juliana adstringens Schl en cultivos de Porphyromonas
gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans;

2. Determinar la Concentracién Minima Inhibitoria CMI y Concentracion

Minima Bactericida CMB de cada uno de los extractos;

3. Elaborar biopeliculas a base de quitosan Yy pululano, utilizando los

extractos con mayor actividad antimicrobiana;
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4. Evaluar el efecto antimicrobiano de las biopeliculas adicionadas con los
extractos en cultivos de Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter

actinomycetemcomitans;

5. Determinar la vida util de las biopeliculas;

5. ANTEDECENTES

5.1. PERIODONTITIS

La periodontitis es una enfermedad crdnica inflamatoria del periodonto, con base
inmunoldgica, iniciada por la acumulacién de una biopelicula bacteriana que se adhiere a
los dientes y causa erosion de los tejidos de soporte (Hojo et al., 2008) (Figura 5.1). Esta

placa dental es la fuente patogénica de caries dental y periodontitis.

Figura 5.1. (a) Surco gingival patolégico; (b) imagen caracteristica de la
enfermedad periodontal.

Estudios epidemiolégicos recientemente publicados han mostrado una
significativa relacion entre las enfermedades periodontales y las enfermedades
cardiovasculares, accidentes cerebro-vasculares y bajo peso al nacimiento (Joshipural et
al., 1996; Williams et al., 2000).

La placa dental es una compleja mezcla de diversas bacterias que se adhieren a las

superficies blandas y duras de los tejidos de la boca. Algunas de estas bacterias han sido



identificadas como los agentes etiologicos principales en el desarrollo de caries, gingivitis
y enfermedad periodontal (Socransky and Haffajee, 1994).

La gingivitis o inflamacion de la encia se caracteriza clinicamente por cambios de
color, forma, posicion y apariencia de la superficie de la gingiva. Puede haber sangrado y
exudado de liquido crevicular en algunos casos.

La periodontitis se presenta con extension hacia las superficies mas profundas del
periodonto. Hay formacion de bolsa, pérdida de hueso de soporte y movilidad. La
periodontitis puede ser localizada o generalizada y se clasifica en periodontitis del adulto
o juvenil dependiendo del sitio clinico especifico, de los microorganismos participantes y

de los factores del huésped que estan presentes al momento del diagnostico.

5.1.1 Agentes etioldgicos de la enfermedad

La causa primaria en las formas mas comunes de gingivitis y periodontitis son las
bacterias. Estas se organizan formando la placa la cual varia de un sitio a otro en la
misma boca. Una pequefia cantidad de placa puede ser controlada o tolerada sin causar
enfermedad periodontal debido, probablemente, a los mecanismos de defensa del
huésped. Cuando una bacteria especifica incrementa su nimero o produce factores de
virulencia, 0 ambos, el medio ambiente pierde su balance y se desarrolla la enfermedad.
La enfermedad también puede ocurrir por pérdida de la capacidad de defensa del
huésped, local o sistémica (Nisengard and Newman, 1994).

En general, microorganismos gran negativos, anaerobios, son las principales
bacterias asociadas a las enfermedades periodontales (Slots and Genco, 1984).
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus vy
Aggregatibacter actinomycetemcomitans son las bacterias mas comunes identificadas a la

fecha (Nisengard and Newman, 1994).

5.1.1.1 Porphyromonas gingivalis

Es un cocobacilo anaerobio, gramnegativo de pigmentacion negra que ha sido
asociado a la etiologia de varios tipos de enfermedad periodontal incluida la periodontitis
cronica del adulto y la periimplantitis (Quirynen et al., 2005). Esta bacteria es
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frecuentemente detectada en bolsas periodontales profundas de pacientes que presentan
periodontitis crénica y ocasionalmente en pacientes con tejidos periodontales sanos y sin
signos de inflamacion. También se le ha implicado con condiciones sistémicas como la
arterioesclerosis (Gibson et al., 2004) y la neumonia (Okuda et al., 2005).

Hay mucha diversidad en la virulencia de los microorganismos de individuos
sanos periodontalmente y de aquellos con periodontitis. En estudios previos se ha
mostrado que los diferentes factores de virulencia estan estrechamente relacionados con
su habilidad de producir fimbrias, colagenasas y proteasas como la tripsina que le

confieren la habilidad para colonizar e invadir los tejidos del huésped.

5.1.1.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Es un miembro de la familia Pasteurellaceae. Es un cocobacilo anaerobio
facultativo, gramnegativo, no movil, cuya presencia esta elevada en titulos de anticuerpos
en suero de sujetos con periodontitis agresiva. Su cultivo primario requiere de un medio
selectivo y la presencia de 5-10% de CO; (Slots, 1981). Las bacterias aisladas en cultivos
de agar, muestran una forma caracteristica de estrella en el centro de su estructura.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans fue originalmente descrito como
Bacterium actinomycetemcomitans por Klinger en 1912. Otro sinénimo es Haemophilus
actinomycetemcomitans dado por Potts y col. en 1985 (Norskov y Kilian, 2006).

Son parte de la flora oral humana y en ocasiones ha sido aislado de otras partes
del cuerpo como la sangre y el cerebro como causa de endocarditis y abcesos (van
Winkelhoff and Slots, 1999). La periodontitis agresiva localizada, anteriormente llamada
periodontitis juvenil localizada, afecta a ciertos dientes como los incisivos y premolares y
causa peérdida del hueso alveolar y también esta asociada a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Tonetti and Schmid, 1994).

Los neutrofilos son exitosamente destruidos por la mayoria de los patogenos
bacterianos pero el A. actinomycetemcomitans es capaz de producir una leucotoxina tnica
que es considerada como el factor de virulencia mas importante del microorganismo. La

leucotoxina pertenece a la familia de toxinas RTX y esta codificada por el gen operon



IktA que contribuye a matar los neutrofilos y monocitos humanos (Guthmiller et al.,
2001; Poulsen et al., 2003).

A. actinomycetemcomitans es una bacteria que muestra un diverso potencial de
virulencia que incluye mecanismos de evasion de la respuesta inmune y un novedoso
mecanismo de union e invasion de las células huésped, lo cual juega un papel crucial en
la patologia de la periodontitis agresiva localizada (Henderson et al., 2002).

En el estudio de Wu y colaboradores (2007) en China, encontraron que el gen IktA
fue significativamente més elevado en bolsas profundas o en sitios de gran destruccion
periodontal demostrando la importancia clinica en la patogénesis de periodontitis cronica.

En un estudio realizado en Newark, New Jersey, en 1075 estudiantes Africo-
americanos e Hispanos de edades entre 11 y 17 afios, se concluye que A.
actinomycetemcomitans esta altamente asociada con el desarrollo de periodontitis
agresiva localizada (antes conocida como periodontitis juvenil) y que su deteccion
temprana puede ser usada como un marcador de riesgo para el inicio de la enfermedad y
con esto se podran implementar medidas preventivas efectivas (Fine et al., 2007).

Ambos microorganismos (P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans) presentes
en placa subgingival también pueden ser encontrados en supragingival lo que indica que
esas bacterias anaerobias estan también presentes en atmosfera aerobia (Mager et al.,
2003; Cortelli et al., 2008).

5.1.2. TRATAMIENTO

La terapia periodontal convencional consiste en la remocion de la placa bacteriana
(Goodson et al., 2004) y de los productos bacterianos de las superficies radiculares. A
pesar de ésto, ciertos patdgenos como P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans pueden
resistir el curetaje, evadir la respuesta del huésped e invadir las células del epitelio a
través del liquido crevicular.

Los agentes quimioterapéuticos para el control de la placa se clasifican en primera
generacion e incluyen a los antibidticos, aceites esenciales, fluoruros, compuestos

cuaternarios de amonio, agentes oxigenantes, sanguinarina, triclosan, benzoato de sodio;
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y segunda generacion, como la alexidina, clorhexidina, antibidticos (tetraciclinas)
(Nisengard and Newman, 1994).

El tratamiento para la correccion de las bolsas periodontales incluye el curetaje,
raspado y alisado radicular y cirugias de colgajo que, ademas de causar molestias, son de
alto costo economico.

Una medida para eliminar estos patdgenos consiste en el uso de antibioticos por
via sistémica como la amoxicilina y la claritromicina (Burrell and Walters, 2008).

Muchos agentes antimicrobianos como la histatina, lactoferrina y lisozimas son
producidas en la cavidad oral (Tenovuo et al., 1991). La produccién de esos agentes es
considerada como uno de los roles de la respuesta inmune innata contra las infecciones
bacterianas aunque se conoce poco acerca del mecanismo de interaccion entre esos
péptidos y las bacterias. Péptidos sintéticos con actividad antimicrobiana contra bacterias
orales fue usado con éxito contra cepas de periodontopatogenos (Ouhara et al., 2005;
Bachrach et al., 2007).

En algunas enfermedades que se caracterizan por reabsorcion de hueso como la
osteoporosis, enfermedad de Paget, cancer, hipercalcemia, mieloma mdaltiple y
periodontitis, se han usado compuestos que favorecen la regeneracion Osea. Los
biofosfonatos son compuestos que tienen propiedades antiinflamatorias y que
contrarrestan la reabsorcion dsea. Fueron usados con éxito en un estudio en ratas en
donde se administrd este compuesto en el agua de beber y tdpicamente, teniendo buenos
resultados cuando se inyect6 localmente (Shinoda et al., 2008).

Los agentes quimioterapéuticos de liberacidn local o tdpicos son los mas deseados
por tener menos efectos indeseables que aquellos administrados por via sistémica. Los
enjuagues bucales ofrecen ventajas por su facil uso sin embargo tienen efecto en la placa
supragingival y poco o nulo efecto en la subgingival lo que limita su eficacia s6lo a
gingivitis pero con poco valor para la periodontitis. Varios tipos de vehiculos, como las
tiras de acrilico conteniendo antibioticos han sido usados colocandolos subgingivalmente.
Estos sistemas son prometedores para terapias en el futuro. Un producto muy estudiado
son las fibras de acetato impregnadas de tetraciclinas (Actisite) que es bien tolerado por
los tejidos orales.



La clorhexidina al 0.2 % ha estado disponible en Europa desde hace 20 afios y en
Estados Unidos en una concentracién del 0.12% ha sido aprobada por la FDA (Food and
Drug Administration) y la ADA (American Dental Association) pero tiene como efectos
adversos la pigmentacion del esmalte de los dientes, irritacion de las mucosas y alteracion
o peérdida del sentido del gusto. (Nisengard and Newman, 1994).

Los aceites esenciales contenidos en los enjuagues de Listerine® contienen una
mezcla de compuestos fenolicos y metilsalicilato reducen la placa un 25%
aproximadamente y el Unico efecto secundario reportado es la sensacion temporal
quemante.

Los compuestos cuaternarios de los enjuagues como el Cepacol® vy el Scope®
exhiben una moderada actividad antiplaca de aproximadamente un 25%. Algunos de sus
efectos incluyen la sensacion de quemadura de la lengua, irritacion de las mucosas y
pigmentacion menor reversible de los dientes.

El triclosdn es efectivo pero es necesario que esté adicionado a otras
formulaciones. Es parte de dentifricos como Colgate Gum Protection Formula®, Crest
Gum Health® y Mentadent®. Reduce la placa en rangos entre 0 y 30%.

El benzoato de sodio encontrado en el Plax® ayuda en la remocion mecanica de
la placa, sin embargo, en diversos estudios se reporta un minimo efecto.

Algunos antibidticos inhiben la formacidn de placa por periodos cortos de tiempo.
En situaciones limitadas se emplea en algunos tipos de enfermedad periodontal, como la
tetraciclina que es Util en el tratamiento de periodontitis juvenil por su accién sobre A.
actinomycetemcomitans. Sin embargo, su capacidad de reacciones de hipersensibilidad y
resistencia a los antibidticos por su prolongado uso, debe ser reservado para tratamientos
de infecciones sistémicas mas que para control de placa. La tetraciclina, clindamicina y
metronidazol, como cualquier antibidtico, es necesario evaluar sus efectos adversos antes
de prescribirlos. Se ha reportado que las tetraciclinas causan desordenes en rifiones e
higado; la clindamicina puede causar serios desordenes gastrointestinales incluyendo
colitis; y el metronidazol que es causante de cancer en ratas y causa mutagénesis

bacteriana (Nisengard and Newman, 1994).
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5.2. PLANTAS MEDICINALES

Hay evidencia de que los Neandertales que vivieron hace 60,000 afios ya usaban
plantas como medicinas para sus enfermedades, algunas veces con resultados
terapéuticos que curaban los sintomas pero también ocurria una gran cantidad de
envenenamientos. De un cuarto o la mitad aproximadamente de los productos
farmacéuticos a base de plantas dispensados en los Estados Unidos, muy pocos estan
indicados para su uso como antimicrobianos (Murphy, 1999).

Se ha reportado que, en promedio, dos o tres antibidticos derivados de
microorganismos son producidos cada afio (Clark, 1996). Por otro lado, muchas personas
estan actualmente interesadas en tener mas libertad en su cuidado médico. Una gran
cantidad de compuestos de plantas se consiguen facilmente en tiendas de comidas y
productos naturales.

Se estima que hay aproximadamente entre 250,000 y 500,000 especies de plantas
en el mundo (Borris, 1996). Sélo un pequefio porcentaje (1 al 10%) de ellas, son usadas
como comida tanto por humanos como por animales. En la Biblia hay descripciones de
aproximadamente 30 plantas curativas como el mirro. En la farmacopea de culturas como
la asiatica y la arabe, hay una gran cantidad de plantas con propiedades curativas. En
Estados Unidos, el uso de plantas medicinales viene de los nativos americanos y de los
migrantes europeos que llegaron ahi en el siglo 19.

Las plantas tienen sustancias aromaticas como los fenoles, terpenoides, quinonas
y taninos que son metabolitos secundarios. El tarragon y el tomillo contienen &cido
cafeico el cual es efectivo contra virus, bacterias y hongos (Murphy, 1999).

La produccion de los principios activos de las plantas depende de una serie de
factores durante el crecimiento vegetal y de los procedimientos después de la colecta.

Para garantizar la estandarizacion de un producto fitoterapéutico se requiere
conocer la influencia de otros factores como la calidad quimica de la materia prima
vegetal ya que las plantas pueden presentar variabilidad a lo largo de las diversas
estaciones del afio y las diferentes formas de extraccion.

Un factor a considerar durante la colecta es el estado de desarrollo de la planta

pues se han observado grandes variaciones en el contenido de los principios activos de



acuerdo a la época de la colecta (Oliveira et al., 1998). También se menciona que, de
acuerdo a las substancias presentes en la planta, existen horarios en que su concentracion

es mayor (Vigo et al., 2004).

5.2.1. Thymus vulgaris (Tomillo)

»

Figura 5.2. Thymus vulgaris

El tomillo es una planta aromatica, herbacea, perenne nativa del Mediterraneo
occidental, en especial del sur de Italia. Crece tanto en exteriores como en interiores. La
mayoria de las variedades crecen entre 10 y 40 cm. de altura. Las hojas son lineares,
hasta de 15 mm., de color verde-gris obscuro, flores color lila o blanco. Los egipcios
usaban el tomillo para embalsamar. Los griegos lo usaban en sus bafios, como antidoto
para las mordeduras de serpientes y como incienso en sus templos porque creian que era
fuente de valentia. Al parecer, fueron los monjes benedictinos quienes la introdujeron a
Centroeuropa. Se cultiva en casi todos los paises como planta aromaética culinaria.

El aceite de tomillo contiene un 40% de timol el cual es un excelente antiséptico y
es usado en diversos enjuagatorios bucales.

T. vulgaris tiene como principales componentes al timol y carvacrol, que han
demostrado eficacia antibacteriana. Mediante métodos de extraccion y de separacion
bioguiados, utilizando tanto bacterias grampositivas como Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis (Nostro et al., 2007) y gramnegativas: Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (Rosooli and

Mirmostafa, 2003), asi como hongos filamentosos (Aspergillus niger, Mucor spp. y
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Fusarium oxysporum) o levaduras como Candida albicans (Pinto et al., 2006), se ha
conseguido el aislamiento e identificacion por métodos espectroscopicos de timol y
carvacrol, fenoles volatiles monoterpénicos, como principales sustancias responsables de
la actividad antibacteriana y antifngica. También ha mostrado efectos contra Entamoeba
histolytica. (Behnia et al., 2008). El extracto etanolico (30%) de las hojas y flores de
tomillo, demostré efectos antitusivos y expectorantes (Alonso, 2007). Antes del
advenimiento de los antibiéticos modernos, era usado en apdésitos. EI tomillo a mostrado
ser efectivo en el tratamiento de hongos resistentes al fluconazol y que afectan con mucha
frecuencia las ufias de los pies (Pozzati et al., 2008).

El timol (2-isopropil-5-methil-fenol) es una sustancia cristalina incolora con un
olor caracteristico que esta presente en la naturaleza en los aceites esenciales del tomillo
o del orégano. Pertenece al grupo de los terpenos.

El timol se caracteriza por su poder desinfectante y fungicida. Por su sabor
agradable estd presente en la formulacion de diversos enjuagues bucales, pastas de
dientes etc. Una disolucion de 5 % timol en etanol se utiliza para la desinfeccion dermal y
contra infecciones con hongos.

La eliminacién de timol y carvacrol por via respiratoria produce una actividad
antiséptica respiratoria. Por su actividad antibacteriana, el tomillo tiene interés también
como antiséptico urinario y de la cavidad bucofaringea, asi como para el lavado de

heridas.

5.2.2. Matricaria chamomilla L. (Manzanilla)

Figura 5.3. Matricaria chamomilla L.


http://es.wikipedia.org/wiki/Tomillo
http://es.wikipedia.org/wiki/Or%C3%A9gano
http://es.wikipedia.org/wiki/Terpeno

Se trata de una planta herbacea anual perteneciente a la familia de las
Compuestas, caracterizada por presentar una altura de 30 cm aproximadamente. Cada
rama presenta en su extremo el botdn floral de color amarillo- y ligulas de color blanco
dorado.

Oriunda de Europa, norte de Africa y Asia Occidental, siendo cultivada en toda
América. La especie fue llevada a México en épocas de la conquista y rdpidamente fue
extendiéndose al resto del continente. La parte utilizada estd compuesta por las
inflorescencias secas. Presenta sabor levemente amargo y olor aromatico caracteristico.
Composicion Quimica:

Aceite esencial (0.3%-1.5%). Es el componente mas importante que se obtiene de las
cabezuelas de la planta y constituyen el grupo lipofilico de la droga. Mas del 50% del
total de la esencia se compone de la siguiente manera:

Azulenos (26-46%). Sesquiterpenos. Lactonas sesquitérpicas. Carburos terpénicos:
principalmente camuzaleno (6-15%) y en menor medida guajazuleno. Los azulenos se
emplean en pastas dentifricas por sus propiedades antiinflamatorias de la encia.

Los flavonoides (1-3%) son junto con el aceite esencial, los compuestos responsables de
todos los efectos farmacoldgicos de las cuales destaca su actividad sedante,
antiinflamatoria, antiespasmadica y digestiva (Alonso, 2007). En animales, el flavonoide
apigenina ha demostrado un efecto antiinflamatorio in vitro superior al evidenciado por
la indometacina, persistiendo 18 horas después de su administracion (Retamar, 1988). Por
otro lado también demostro in vitro un efecto inhibitorio de la activacion transcripcional
de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) asi como un marcado efecto inhibitorio de la
activacién transcripcional de la Oxido nitrico sintasa inducible en lipopolisacaridos
activados por macréfagos. La importancia de estos resultados radica en la relacion
existente en los procesos de inflamacion y la carcinogénesis (Liang et al, 1999). El poder
antiinflamatorio topico resulto de igual magnitud que el demostrado por la benzidamida.

La actividad antimicrobiana se ha probado en especies de Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis y fungicida frente a Candida

albicans debido principalmente al camuzaleno.
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5.2.3. Croton lechleri (Sangre de Drago)
Sinonimia: Jatropha Dioica

Se trata de un arbol o arbusto, perteneciente a la familia de las Euforbiaceas,

caracterizado por presentar un didmetro de 40 cm y una altura entre 5 y 6 metros; corteza
blanquecina de 20-25 mm. de espesor provista de un latex rojizo, ramaje cubierto por
pelos estrellados, hojas anchas, ovales, cordiformes y plurinervadas; peciolos alargados.
En América, este género cuenta con 400 especies, de las cuales 5 producen latex rojizo:
C. xalapensis en México y Centroamérica. Es originaria de las regiones templadas de
Sudamérica (en especial Pert, Bolivia, Colombia, Ecuador y Brasil) y también de Africa.
Composicion quimica:
Alcaloides, de los cuales la taspina es la mas importante, con una concentracion en el
latex del 9% sobre el peso seco. Lignanos como el dihidro-benzofurano 3,4-O-dimetil-
cedrusina. Tiene ademas derivados de la catequina (epicatequina, galocatequina,
epigalocatequina), clerodanos (acido hardnickico), polifenoles, proantocianidina B-1, B-4
y SP-303. El conjunto de estas sustancias representan mas del 90% del peso seco de la
planta.

Su accién farmacologica se centra en su accion cicatrizante en piel y mucosa

géstrica, antiinflamatorio y antioxidante (Alonso, 2007).



En el campo odontologico, la resina también ha sido ensayada con éexito bajo la
aplicacion topica en casos de alveolitis seca dolorosa, siendo su efecto cicatrizante
comparativamente superior a los productos convencionales. Esta resina ha sido empleada
con el fin de reemplazar al eugenol y al 6xido de zinc como sustancias cementantes de
conductos radiculares, con el proposito de disminuir el 7.38% de fracasos o
complicaciones observados en este tipo de trastornos (Alonso, 2007).

La actividad antiinflamatoria esti determinada en mayor medida por el lignano
dihidrobenzofurano 3’,4’-O-dimetilcedrucina (Chen, et al., 1994). Mostré actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y E. coli (McRae et al.,
1988). El oligbmero SP-303 (PROVIR®) esta patentado desde 1993 por Shaman

Pharmaceuticals Inc. (Alonso, 2007).

5.2.4. Calendula officinalis L. (Caléndula)

Figura 5.5. Calendula officinalis L.

Se trata de una planta aromatica anual, perteneciente a la familia de las Asteraceas
(Compuestas), caracterizada por presentar una altura cercana al medio metro; tallos
erectos y ramificados; hojas oblongo-lanceoladas, pilosas por ambas caras, de 5 a 15 cm.
de largo y margenes dentados; capitulo grande (3- 7 cm de diametro), conformado por
flores ligulares de color amarillo-rojizo, brillantes y dispuestas en filas simples o dobles;
y también por flores tubulares centrales. Las flores hacen su aparicion durante gran parte

del afio. EIl fruto es un aquenio espinoso y curvado (Alonso, 2007).
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Es oriunda de la region mediterranea (algunos piensan que proviene de Egipto) y
se encuentra ampliamente distribuida en todo el mundo como planta ornamental. Por lo
general es cultivada en zonas de clima templado, tolerando todo tipo de suelos,
preferentemente arcillosos, de ahi que se emplee extensamente en jardines urbanos.

La droga vegetal estd constituida por las inflorescencias o capitulos enteros.
Tambien se utilizan los flésculos aislados. En menor medida se emplean las hojas. Los
pétalos suelen ser sustitutos del azafran y pueden ser incorporados a ensaladas, caldos, y
tortillas. Los holandeses la utilizan para darle un toque original a sus sopas y estofados.
La cocina francesa la afiade a sus pescados, carnes y, en algunos casos, a las bebidas.
Composicion quimica:

El aceite esencial presenta una concentracion variable, hasta 0.12% en las flores liguladas
y hasta 0.4% en el receptaculo. Es abundante en mono y sesquiterpenos oxigenados:
carvona, geranilacetona, cariofilencetona, mentona, isomentona, y-terpineno, y y o-
cadineno, cariofileno, pedunculatina, etc. Saponosidos: calendulésidos A, B, C, D, D2, F,
G y H. Carotenoides: calendulina, B-caroteno, licopeno, neolicocina, rubixantina,
violaxantina, citroxantina, zeina, crisantemoxantina, flavoxantina, auroxantina, luteina,
etc. Los carotenoides son compuestos relativamente estables, siendo solubles en grasas e
insolubles en agua. Esto es importante cuando se deba seleccionar un medio de
extraccion para la elaboracion de preparados a base de caléndula.

Flavonoides: En las flores liguladas hasta 0.88% y en el receptaculo hasta 0.33%.
Constituidos principalmente por derivados del quercetol y del isorramnetol. Alcoholes
triterpénicos pentaciclicos: arnidiol, faradiol, lupol, taraxasterol, etc. Polisacaridos:
ramno-arabino-galactano y dos arabinogalactanos. Acido malico (6.8%), mucilago (1.5-
4%), resina, goma, taninos, poliacetilenos, esteroles, &cido salicilico. Tiene actividad

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Entamoeba histolytica (Alonso, 2007).



5.2.5. Juliana adstringens Schl. (Cuachalalate)
Sinonimia: Amphipterygium adstringens.
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Figura 5.6. Juliana adstringens

El cuachalalate es la corteza seca del tronco del arbol Amphipterygium
adstringens Schiede ex Schltedl. Esta especie es nativa de Meéxico y pertenece a la
familia de las Julianaceas. Otros nombres comunes con los que se conoce son: palo de
rosa, cuachalala, maxiteran y volador. Por lo general crece en selvas bajas caducifolias en
los estados de Jalisco, Colima, Guerrero, México, Puebla, Nayarit, Morelos, Michoacan,
Oaxaca y la Cuenca del Balsas. Regularmente la especie existe en la tierra caliente, en los
climas semitropicales y templados. El vocablo “cuachalalate” proviene del término
nahuatl “cuauchachalatli", que significa arbol de la chachalaca. Las infusiones de la
corteza son usadas para tratar numerosas condiciones como la colelitiasis, Ulceras,
fiebres, gastritis, Ulceras gastricas (Navarrete et al., 2005), cancer gastrointestinal,
enfermedades de las encias y otras enfermedades inflamatorias (Olivera et al., 1999).
Composicion Quimica: Investigaciones fitoquimicas de la corteza de A. adstringens han
resultado en el aislamiento e identificacion de varios triterpenoides (Soriano et al., 1987;

Watson et al., 1987; Navarrete et al., 1989). Otros compuestos aislados de la corteza del
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cuachalalate son el &cido masticadienoico y el &cido 3a-hydroxymasticadienoico
(Navarrete et al., 1998). El acido masticadienoico es un triterpeno que deriva del
escualeno al igual que los esteroides como el colesterol, el cual a su vez, es precursor de
los &cidos biliares, la vitamina D, hormonas sexuales y de corticosteroides.

Otro de los componentes que se encontraron en el cuachalalate es el B-sitosterol
(Arrieta et al., 2003). Tal compuesto es el fitosterol mas abundante en la dieta. La
capacidad para disminuir los niveles de colesterol es debida en gran parte al B-sitosterol.

Un tercer tipo de compuestos son los acidos salicilicos. Los salicilatos en general
son inhibidores reversibles de la ciclooxigenasa excepto el &cido acetilsalicilico.
(Oliveraet al., 1999).

El acido anacardico contenido en la corteza (Navarrete et al., 1989) ha mostrado
actividad anti Helicobacter (Castillo et al., 2007) y antitumoral (Oviedo et al., 2005;
Sung et al., 2008).

Los demas efectos reportados del cuachalalate pueden deberse a la accion de taninos
presentes en la planta. Las drogas que poseen taninos son Utiles en la proteccion de boca
y garganta ante eventos inflamatorios y han sido empleadas como antidotos en la

intoxicacién de metales pesados, alcaloides y glicésidos.

5.3 BIOPOLIMEROS

Uno de los desarrollos mas importantes de los Gltimos afios es la investigacion de
los biopolimeros como recursos biotecnolégicos que tienen propiedades Unicas de
ausencia de toxicidad, degradables y biol6gicamente compatibles.

Entre los principales biopolimeros utilizados en la elaboracion de peliculas se
encuentran el almidon, la celulosa, el acido poliléctico, el quitosan y el pululano.

Los polimeros juegan un rol importante en la industria de los alimentos, en la
encapsulacién de lipidos y sabores volatiles que son susceptibles a oxidacion y
degradacion. Aungue las proteinas son reconocidas también como buenos materiales de
recubrimiento, los polisacaridos son mas comunmente usados debido a su funcionalidad,

bajo costo y aspectos de seguridad.



Dentro de los polisacaridos mas comunmente estudiados esta el quitosan. Este
polisacarido presenta diversas caracteristicas de interés como es su accion antimicrobiana
(bactericida y fungicida), estimula la proliferacién celular (Muzzarelli, 1996) también por
ser biodegradable y biocompatible (Sharma, 2001).

5.3.1 Quitosan

Es producido comercialmente por la quitina, obtenida por los desechos de los
exoesqueletos de los crustaceos y de algunos insectos.

Chitosan, o (1—4)-unido a 2-amino-2-deoxy-s-D-glucan, es preparado por N-
desacetilacion de la quitina, la cual es el segundo polisacarido méas abundante en la
naturaleza después de la celulosa (Kurita, 1998).

1= 3o )
units

Figura 5.7. Estructura quimica del quitosan que consiste en N-acetyl-D-glucosamina y
unidades de glucosamina.

Se ha demostrado que el quitosan es un material invaluable en el campo de la
biotecnologia y la ingenieria biomédica debido a su gran variedad de aplicaciones
(Sharma, 2001).

El quitosan es insoluble en agua, acidos concentrados, alcalis, alcohol y acetona,
siendo completamente soluble en soluciones de acidos organicos cuando el pH es menor
a 6. Algunos acidos inorganicos como el nitrico, perclérico o fosférico pueden ser

utilizados en la preparacion de soluciones de quitosan, mientras la solucion sea
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mantenida bajo agitacion por un largo periodo para que pueda haber una completa
disolucidn del polisacérido.

El quitosan es un excelente floculante debido a la presencia de grupos amino
(NH3) en su estructura, los cuales pueden interactuar con coloides cargados
negativamente. Otra importante propiedad del quitosan se refiere a su capacidad de union
a iones metalicos por lo que resultan de utilidad en la quelacion de hierro, cobre y
magnesio. Esto posibilita su utilizacion en procesos de remocién de iones de metales
pesados, tales como plata, cadmio, niquel y cromo que se encuentran encima de los
limites de tolerancia o permitidos.

Actualmente, las mayores aplicaciones del quitosan estan centradas en la
purificacion de agua, en el procesamiento de alimentos y en la quelacion de iones
metalicos.

Kurita (1998) evalud el efecto del peso molecular del quitosan y su actividad
antibacteriana de contra especies de Streptococcus ademas de actividad fungicida,
hemostatica y antitumoral, y constaté que a mayor peso molecular, mayor la inhibicion
del crecimiento bacteriano. También Muzzareli et al (1990), encontr6 propiedades
antimicrobianas y antifungicas en el quitosan.

En la industria alimentaria es usado por sus propiedades antimicrobianas contra
microorganismos que producen la descomposicion de alimentos (Hoon et al., 2001).

Las peliculas sirven para proteger los alimentos de la degradacion por hongos y
modifican la atmdsfera de frutos frescos. Las peliculas de quitosano son claras, fuertes y
flexibles. Se forman por moldeo de la solucién acuosa y sirven como barrera al oxigeno
de frutas y otros alimentos.

Sus aplicaciones son muy amplias: en biomedicina, biotecnologia, agricultura, cosmético,

shampoos, lentes de contacto, emulsiones, adhesivos, cubiertas, etc.

5.3.2 Pululano

Es un polisacarido de origen microbiano (Aureobasidium pullulans) que es
comestible y biodegradable. Las peliculas de pululano formadas en solucién acuosa son

claras, incoloras, insaboras, buenas barreras al oxigeno, resistentes al aceite y sellables



por calor (Kawahara et al., 2003). Las coberturas de pululano se han usado exitosamente
para prolongar la vida de anaquel de los alimentos (Aleman, 2006). El pululano y sus
derivados tienen numerosos usos demostrados en la industria de alimentos, farmaceutica,
de manufactura y electrénica.

El pululano es polisacarido agua-soluble natural, producido del almidon por
fermentacion. Estd disponible en la forma de polvo blanco, inodoro, insipido, y muy
estable. El pululano es esencialmente un glucano lineal que consiste principalmente de
unidades de maltotriosa (3 moléculas de glucosa unidas por enlaces o-1,4) unidas por

enlaces a-1—6.
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Figura 5.8. Estructura parcial del Pululano

Su patron unico de enlaces, confiere al polimero distintivos rasgos fisicos que
incluyen las propiedades adhesivas, la capacidad para formar fibras, el moldeo por
compresion y la fuerza oxigeno-impermeable de sus peliculas. De hecho, las peliculas y
fibras de pululano son parecidas a algunos polimeros sintéticos derivados del petroleo.

Aunque es mas caro que estos plasticos, los productos de pululano son
comestibles y biodegradables y el pululano no derivado es altamente soluble en agua. Las
peliculas son transparentes y pueden medir de 5-60u de grosor.

El pululano seco es un polvo blanco, no higroscopico que se disuelve rapidamente en
agua fria o caliente. Es no toxico, no mutagenico, no tiene olor ni sabor y es comestible.

Bauer (1938) realizd las primeras observaciones del polimero extracelular
producido por A. pullulans, y Bernier (1958) aisl6 y empezd a caracterizar el
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polisacarido, Bender y col. (1959) estudiaron este nuevo glucano y lo nombraron
“pululano” (Leathers, 2003).

La produccion comercial empezéd en 1976 por Hayashibara Company, en
Okayama, Japon. La produccion de pululano fue una proyeccion extra del negocio
original de produccion de jarabe de almidén de Hayashibara, fundada en 1883. Los films
de pululano fueron comercializados por Hayashibara en 1982. La compafiia permanece
como principal proveedor de pululan en la actualidad.

Los cultivos de A. pullulan son agitados y aereados a una temperatura de 30°C. El
rendimiento es mas del 70% del substrato inicial. Las condiciones de cultivo y la
seleccién de las cepas son importantes para obtener pululano de alto peso molecular el
cual es relativamente libre de melanina. Las células de A. pullulan son removidas por
filtracion del medio de cultivo diluido. La melanina es removida por tratamiento con
carbén activado y el pululano es recuperado y purificado por precipitacién con solventes
organicos, particularmente alcoholes. El pululano requiere una purificacion mayor por
medio de ultrafiltracion de resinas de intercambio i6nico. Aureobasidium es considerada
una “levadura negra” y la melanina que es removida es el unico problema que incrementa
el costo de produccion de pululano (Leathers, 2003).

La produccion de pululano por Hayashibara es aproximadamente de 300
toneladas por afio. El pululano grado alimenticio se vende en Jap6n a un costo
aproximado de US $20/kg, y el de grado farmacéutico por aproximadamente US $25/kg.

5.4. Usos del quitosan y el pululano.

La biocompatibilidad, biodegradabilidad, bioactividad y bajo grado de toxicidad
de los polimeros como el quitosan y el pululano hace que sean muy atractivos para
diversas aplicaciones como biomaterial en area medica y farmacéutica (Galaev and
Mattiason, 2008), asi como en la industria alimentaria (Tabla 5.1).

La incorporacion de farmacos o principios activos con propiedades
antimicrobianas, se presenta como una de las innumerables aplicaciones en la industria

farmacéutica. Numerosos sistemas de liberacion de drogas son descritos en la literatura



en los cuales el principio activo puede ser incorporado o disuelto en la misma estructura
de las peliculas durante las diferentes etapas de preparacion de las mismas (Wang et al.,
2007).

Las propiedades fisicas y quimicas de las membranas presentan un importante
papel en la determinacién de la tasa de liberacion de drogas incorporadas, siendo que, el
medio utilizado para la disolucion de un farmaco puede tener efecto decisivo en su
cinética de liberacion (Wang et al., 2000).

Dentro de las etapas comUnmente empleadas en el proceso de elaboracién
de peliculas es el empleo de soluciones de quitosan del 1 al 5% diluido en &cido acético,
neutralizacion y (o) estabilizacion con hidroxido de sodio y el uso de placas de Petri
como moldes.

El quitosan y el pululano pueden ser empleados en forma aislada o en
combinacion con otros compuestos, observando una mejoria en sus caracteristicas fisicas,
mecanicas y (0) biologicas. Algunos de los agentes que son utilizados en conjunto con
estos materiales son: alginato (Wang et al., 2001), gelatina (Cheng et al., 2003), fibroina
(Kweon et al., 2001), agentes antimicrobianos (Loke et al.,, 2000), entre otros

componentes.

Tabla 5.1. Principales aplicaciones del quitosan y pululano
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Area industrial

Area de la salud

Purificacion de agua residual de industrias
Estabilizante de aceites en preparaciones alimenticias
Estabilizante de aromas

Medio de cambio i6nico

Aditivo de cosméticos y shampoos

Absorvente en la remocion de metales pesados
Proteccion bactericida de semillas

Estabilizante de frutas y verduras perecederos
Agente para inmovilizacion de microorganismos
Cubiertas de alimentos

Agente de absorcion de grasas en la dieta
Reduccion de colesterol LDL
Regeneracion de piel

Antiacido

Aucxiliar en el control de presion arterial
Regenerador de estructura 6sea
Reduccion del nivel de acido Urico
Promotor de pérdida de peso
Bactericida/antiviral

Inhibidor de la formacién de placa dental

Auxiliar en la absorcion de calcio
Membrana artificial

Elaboracién de lentes de contacto
Vehiculos de liberacion de drogas y
vacunas

Elaboracion de suturas
Elaboracién de tabletas y capsulas
Adhesion de placas dentales
Refrescantes del aliento

Los polimeros biodegradables han encontrado uso en aplicaciones dentales. Son
empleados para llenar la cavidad alveolar tras la extraccion de dientes, las particulas de
los polimeros porosos ayudan a que la cicatrizacion sea mas rapida. Como membranas en
la Regeneraciéon Guiada de Tejidos (GTR), para evitar la migracion epitelial después de
una cirugia periodontal. La fijacion hace que las células epiteliales tengan mas apoyo y
que haya un lento de crecimiento del tejido conectivo, incluyendo ligamentos y células
proliferativas. Tres ejemplos de estos materiales RTG son Resolut de WL Gore
(Flagstaff, AZ), Atrisorb de Atrix Laboratories (Fort Collins, CO), y malla de Vicryl
Ethicon.

En el campo de la medicina, diversos estudios han demostrado la capacidad del
quitosan para reducir de forma efectiva la absorcion de grasa de la dieta, reducir la
presion sanguinea y disminuir los niveles de colesterol sérico. Esto se produce gracias a
un mecanismo de formacion de enlaces idnicos que sirven para fijarse a diferentes tipos
de aniones tales como &cidos grasos libres, y a su capacidad de formar micelas con el

colesterol.



Sus propiedades bioadhesivas y antimicrobianas brindan efecto paliativo como
recubrimiento de lesiones en boca como candidiasis y aftas orales (Aksungur et al.,
2004). Como vehiculo en la liberacion prolongada de antibioticos (San et al., 2009;
Ramdas et al., 1999; Bhattarai et al., 2006).

La quitina y el quitosan han sido usados desde la antigiiedad para acelerar la
curacion de heridas. Por ejemplo, los antepasados de Corea usaban la quitina en el
tratamiento de abrasiones (obteniéndola a partir de las plumas de calamar) y los
antepasados de México aplicaban quitosan para la acelaracion de la cicatrizacion de
heridas (obteniéndolo de las paredes celulares de algunos hongos).

El quitosan presenta baja solubilidad a pH fisiologico. El quitosan es soluble so6lo
en soluciones acuosas acidas que tengan un pH menor a 6.5. Por esta razon ha sido
empleado en la liberacion de drogas colon-especificas (Jain et al., 2007; Shimono et al.,
2002, Tozaki et al., 1997).

La utilizacién del quitosan en la liberacién controlada de diferentes principios
activos, como la liberacion nasal de vacunas. Recientemente se ha estudiado su
aplicacion en la liberacion nasal de insulina (Dyer et al., 2002). Una de las caracteristicas
fundamentales del quitosan para ser utilizado en este tipo de aplicaciones son sus
propiedades mucoadhesivas, que facilitan la liberacion de los principios activos
directamente al tracto nasal o perioral y contribuyen a que la asimilacion del principio sea
mas rapida y efectiva (He et al., 1999).

En el 2007, El-Kamel y col. desarrollaron una pelicula de liberacion de
metronidazol para el tratamiento de enfermedad periodontal. Ellos concluyen que se
requirié una menor concentracion del medicamento que el usado por via sistémica para
obtener buenos resultados y que su uso es cdmodo para ser aplicado por el propio
paciente.

Son diversos los usos del quitosan como vehiculo de liberacion de drogas:
liberacion de ketorolaco en mucosa nasal (Chelladurai et al., 2008), en peliculas de
liberacion ocular de Gatifloxacin, una fluoroquinolona de cuarta generacion que es usada

para tratar la conjuntivitis bacteriana (Gorle and Gattani, 2009).
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El quitosan ha sido usado para ayudar a la reparacion expontanea del tejido de los
meniscos, lo cual es extremadamente dificil. Los resultados indican que este polisacarido
natural es bien tolerado por el liquido sinovial ya que favorece y estimula el proceso de
reparacion de ese tipo de lesiones (Muzzarelli, 2009).

La diabetes mellitus es generalmente controlada con la administracion de
medicamentos orales o con el uso de inyecciones de insulina. La insulina oral es una
promesa en el campo experimental. Se estudié un sistema adhesivo de liberacion de
insulina para el control de los pacientes diabéticos. Los polimeros naturales como el
quitosan y el alginato estan encontrando muchas aplicaciones en la industria de la
biotecnologia como agentes formadores de peliculas de alta porosidad a los cuales se les
agregan medicamentos como la insulina la cual es liberada lentamente y las peliculas son
biodegradadas normalmente (Sarmento et al., 2007).

Peliculas de quitosan/gelatina fueron preparadas por evaporacion del solvente y
caracterizadas por su permeabilidad al oxigeno transparencia Optica y propiedades
mecéanicas en la elaboracion de lentes de contacto. El estudio confirma que sus
propiedades de permeabilidad, transparencia y biocompatibilidad, podrian ser
potencialmente explotados para la elaboracién de lentes de contacto (Xin and Tian,
2004).

Los biopolimeros a base de quitosan resultaron efectivos en la reduccion de la
hidrofobicidad y la adhesion de C. albicans a células, las cuales son importantes factores
de virulencia relacionados con la colonizacion de los tejidos blandos del hospedador o
superficies acrilicas presentes en el sistema estomatognatico (Azcurra et al., 2006).

El pululano puede ser usado para incorporar aromas, colorantes y otros
ingredientes activos. Debido a sus excelentes propiedades de flexibilidad estructural, alta
solubilidad y capacidad de servir como barrera al oxigeno, puede ser usado para
propdsitos médicos como industriales. En forma de pelicula, puede ser usado en la
elaboracion de cubiertas para tabletas y en la formacion de céapsulas en la industria
farmacoldgica. Estas peliculas permiten un nuevo sistema de liberacion para algunos
ingredientes como los medicamentos (Lee et al., 1999).

Es usado como fibra dietética en ratas y humanos (Oku et al., 1979). Como

prebiotico promueve el crecimiento de bifidobacterias (Mitsuhashi et al., 1990).



El pululano y sus derivados exhiben propiedades adhesivas (Hijiya and Shiosaka,
1975) y puede ser usado como compuesto para cicatrizacion de heridas (Leung et al.,

2001) y como adhesivo en prdtesis dentales removibles.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas analizadas en este trabajo se muestran en la Tabla 6.1.

Los estudios experimentales in vitro se realizaron con cepas procedentes de la
American Type Culture Collection y elegidas por ser consideradas como los principales
microorganismos causantes de enfermedades periodontales.

Para la preparacion de los indculos bacterianos se procedio a la siembra e
incubacion de las bacterias en diferentes medios de cultivo.

Cepas de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 fueron activadas en la camara

de anaerobiosis (Plans Labs, Lansing, Mich.) y sembradas en caldo de tripticaseina de
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soya, infusion cerebro-corazén, en caldo Mueller-Hinton y en caldo Mueller-Hinton
adicionado con extracto de levadura y se incubaron bajo condiciones de anaerobiosis a
35°C por 24 horas.

Cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718 fueron activadas
en camara de anaerobiosis y posteriormente sembradas en caldo de tripticaseina de soya,
infusion cerebro-corazén, en caldo Mueller-Hinton y en caldo Mueller-Hinton con
extracto de levadura. Se incubaron a 35°C por 24 horas en condiciones de 5% de CO,
empleando una jarra de anaerobiosis y colocando un sobre de Gaspak (BD GasPak™
EZ).

Escherichia coli ATCC 43895 y Escherichia coli 0157:H7, fueron usadas como
bacterias de control negativo por ser ampliamente empleadas para pruebas de
susceptibilidad a antibidticos. Se activaron en la campana de flujo laminar (Labconco
Purifier Class Il Biosafety Cabinet), sembrandolas en los diferentes medios de cultivo
empleados con las cepas de periodontopatogenos.

Se hizo un cepario de cada uno de los microorganismos empleados, preparando
criotubos que contienen 700 pL de caldo, 200 uL de glicerol y 100 pL de in6culo. Los
viales se mantienen en el REFCO a -70°C.

A partir de la resiembra de las cepas activadas, se prepararon suspensiones
celulares de 10® UFC/mL en solucién amortiguadora salina de fosfatos (PBS) para cada
uno de las pruebas y se ajusto a la concentracion correspondiente al 0.5 de la escala de
McFarland y mediante un espectrofotdmetro con una longitud de onda de 625nM se

ajusté a un rango de 0.08 a 0.1, equivalente a 1.5x10® UFC/mL.

Tabla 6.1. Cepas bacterianas

ATCC Condiciones de

Descripcion Number Fuente crecimiento
Porphyromonas
gingivalis 33277 American Type Culture Collection Anaerobiosis
Aggregatibacter 43718 American Type Culture Collection 5% CO?
actinomycetemcomitans
Escherichia coli 43895 American Type Culture Collection Aerobiosis
Escherichia coli 0157:H7 American Type Culture Collection Aerobiosis




Para encontrar el medio mas adecuado para cada cepa, se emplearon los medios
sugeridos por ATCC: agar soya tripticaseina para Porphyromonas gingivalis, infusion
cerebro corazon para Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Mueller-Hinton para
Escherichia coli. Una vez activadas se hizo un stock de cada cepa Yy fueron almacenados
en el REFCO a -70°C hasta su uso.

También se sembraron en varios medios de cultivo sélidos para evaluar su
Optimo crecimiento: en agar tripticaseina de soya, agar eosina y azul de metileno (BD
212126) y agar infusion cerebro-corazon. Se realizaron tinciones de Gram para cada

cepa.

6.2. Extractos de plantas

Las plantas usadas, la familia a la que pertenecen y los compuestos, se muestran
en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Plantas y compuestos antimicrobianos
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Nombre

comun Nombre cientifico Familia Compuesto
Tomillo Thymus vulgaris Lamiaceae Timol
Taninos
Acido cafeico
Manzanilla Matricaria chamomilla Asteraceae Acido antémico
Caléndula Calendula officinalis Compositeae Carotenos

Antocianinas
Cuachalalate | Juliana adstringens Schl. | Julianiaceae Acido masticadenoico
Triterpenos
a-hidroxymasticadienonico

Sangre de
Drago Croton lechleri Euphorbiaceae Fenoles, diterpenos

Proantocianidinas

En este estudio se usaron extractos comerciales de plantas recolectadas y
autentificadas por el Dr. Mauricio Gonzélez Ferrara.
Thymus vulgaris L. (Tomillo). Lote de produccion EFT007034207 y extraido de tallos,
hojas y flores por medio de una mezcla hidroalcohélica. Liquido de color ambar y de olor
caracteristico.
Con una densidad de 0.9835, un pH de 5.77 y una cantidad de s6lidos totales de 12.70%.
Matricaria chamomilla L. (Manzanilla). Extraido de flores y con el numero de lote
EFMO004093908. El solvente de extraccion fue una mezcla hidroalcohélica. Es un liquido
de color &mbar y olor caracteristico cuya densidad relativa es de 1.0127. Tiene un pH de
5.52 y una cantidad de solidos totales de 14.83%.
Croton lechleri (Sangre de Drago). Extraido de la corteza del arbol por medio de una
solucion hidroalcohdlica. Liquido de color café rojizo.
Calendula officinalis L. (Caléndula). Del lote de produccion EFM012184008. El
material vegetal usado fueron las flores y se us6 una mezcla hidroalcoholica para su
extraccion. No posee conservadores. Tiene las siguientes propiedades organolépticas:
liquido, color verde y olor caracteristico. Con una densidad relativa de 0.9989, un pH de
5.85, 6°G.L. de densidad de alcohol y una cantidad de sélidos totales de 12.69% como

propiedades fisicoquimicas.



Juliana adstringens Schl. (Cuachalalate ). Lote de produccion EFC016090808. Extraido
de la corteza con el uso de mezclas hidroalcohodlicas y sin conservadores. Es un liquido
de color vino y olor herbaceo caracteristico. Tiene una densidad de 1.0104, un pH de
6.07, 0°G.L. y un total de 22.41% de sdlidos totales.

Los extractos fueron filtrados con filtros de papel de Whatman Ltd.
Posteriormente se filtraron nuevamente con filtros Millipore (Durapore® de 0.22 um

GV) y almacenados en frascos &mbar estériles.

6.3. Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de los extractos
En un ensayo preliminar se empled la técnica de pozo en agar para probar si los

extractos presentaban actividad antimicrobiana. Se prepararon tubos de ensayo que
contenian 5 mL de PBS al 1X. Se tomaron de una a cinco colonias aisladas de las cajas y
se colocaron en los tubos. Se comparé turbidez con el estdndar de McFarland en un
espectrofotémetro Beckman Coulter DU® 650.

100 pL de inéculo conteniendo 1.5x10® UFC/mL fueron colocados en cajas de
agar tripticaseina de soya para P. gingivalis y E. coli y de agar infusion cerebro-corazén
para A. actinomycetemcomitans. Se distribuy6é con una espatula de vidrio y se hicieron
los pozos de 10 mm de diametro (5 pozos por caja). En los pozos se depositaron 100 pL
de cada una de las diluciones de los extractos. Se llevaron a incubar siguiendo las

recomendaciones para cada cepa (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Técnica de pozo en agar.

6.3.1. Técnica de microdilucion en caldo.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de cada uno de los extractos, se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) por medio de la técnica de
microdilucion en caldo. La CMI es la minima concentracion de un antibi6tico que inhibe
el desarrollo visible de un microorganismo.

Se usaron placas de cultivo de 96 pozos (Costar 3595, Corning Inc.)
aprovechando para ensayar hasta 11 diluciones ya que la tltima columna se usé para los
controles de crecimiento bacteriano y de esterilidad del medio (Figura 6.2).

En placas de 96 pozos se hicieron diluciones seriadas 1:2 y 1:3 de cada uno de los
extractos (desde 100% hasta 0.4%) con cada uno de los medios de cultivo, segun la cepa
a probar. Se prepararon tubos con PBS y una suspension calibrada de microorganismos
usando el 0.5 de la Escala Mc Farland que corresponde al 1.5x10® UFC/mL. Dicha escala
relaciona la turbidez de unos patrones de sulfato barico (mezcla de cloruro de bario al 1%
y &cido sulfarico al 1%) con el nimero de bacterias presentes en una muestra.

En la linea A y B se coloco extracto de T. vulgaris desde una concentracion al

50% en la columna 2 hasta 0.4% en la columna 11. La columna 12 se us6 como control:



dos pozos sélo con indculo y sirven como control de crecimiento, dos pozos con sélo
medio para control de esterilidad y dos pozos con clorhexidina como control positivo.

Las lineas C y F se dejaron libres. La linea D y E se puso extracto de M.
chamomilla, en la linea G y H se puso J. adstringens. En una segunda placa se puso
extracto de C. officinalis en la linea By C y en la linea F y G extracto de C. lechleri
(Figura 6.2).

Las placas se incubaron a 35°C por 24h (aer6bica y anaer6bicamente, de acuerdo
a los requerimientos de cada cepa). Al término del periodo de incubacidn, las placas de
96 pozos fueron examinados a simple vista con la finalidad de observar la turbidez que
nos indica que el crecimiento bacteriano no ha sido inhibido por la concentracion del

extracto contenido en el medio. Todos los ensayos se hicieron en doble pozo y por

triplicado.

T. vulgaris In6culo
50%
33.3%
M. chamomilla Medio -
_ 12.5%
J. adstringens s Clorhexidina 11.1%
o 4-.;*% 6.25%
' R ) 3.12%
C. officinalis - g 1.6%
0.8%
Mo 0.4%
C. lechleri |5 ) M*«* 0.13%
‘ X .;‘\' Rf\ p 0
(b)

Figura 6.2. (a) Técnica de microdilucion en caldo. Se observan los pozos con los cinco
diferentes extractos. La columna 12 usada para controles. (b) Concentraciones finales de

los extractos.

6.3.2. Técnica de dilucion en agar
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La concentracion minima bactericida (CMB) se realizo por medio de la técnica de
dilucién en agar. La CMB es la concentracion minima de un farmaco que extermina al
99.9% del inoculo.

Por medio de la técnica de vaciado en placa, y realizando diluciones 1:10, las
muestras provenientes de las placas de 96 pozos se inocularon en cajas de petri, para
cuantificar las UFC y determinar la CMB.

Se inocularon placas con 100 ul del contenido de los pozos donde no habia
turbidez y del pozo siguiente con menor dilucion de extracto cuando el medio de cultivo
aun estaba liquido. Se incubaron a 35°C por 24 horas bajo condiciones de anaerobiosis
para P. gingivalis, de aerobiosis para las cepas de E. coli y de 5% de CO, para A.
actinomycetemcomitans. Cada prueba se hizo en duplicado y en tres ensayos
independientes.

6.4. Biopolimeros

El quitosan con 75% de desacetilacion fue comprado en Sigma-Aldrich Chemical
Company (St. Louis Missouri, US). El pululano que se empled tiene un peso molecular
de 200 kD vy caracteristicas de pureza del 90%; fue donado por Hayashibara, Company
(Okayama, Japon).

Se evalud la actividad antimicrobiana en los cultivos de las cepas mencionadas asi
como su vida util por un periodo de almacenamiento de 3 meses consecutivos, evaluando
su actividad cada mes bajo diferentes condiciones de temperatura, humedad relativa e

iluminacion.

6.4.1. Elaboracion de las peliculas de quitosan y pululano

Se emplearon 3 diferentes formulaciones para cada biopolimero para encontrar
aquella que tuviera las propiedades adecuadas para este estudio.

Para preparar las peliculas de quitosan, se mezclaron, bajo agitacion, 1.0, 1.2 y 0.8
g de quitosan en polvo en 100 mL de una solucién acuosa de &cido acético al 1%
(volivol). La formulacion al 0.8% fue adicionada con glicerol al 0.2% (como

plastificante).



Se probaron tres diferentes concentraciones para las peliculas de pululano: al
10%, 12% vy otra al 10% con D-sorbitol al 0.3%, como plastificante.

Los extractos de plantas y los polimeros se mezclaron en vasos de precipitado
bajo agitacion con magneto, en placas de agitacion (Thermolyne. Cimarec®2), hasta

lograr que la mezcla se volviera homogeénea (Figura 6.3).

Figura 6.3. Preparacion de los formulados de poll'fneros con los extractos de
plantas.

Se determind el pH de cada una de las mezclas de biopolimeros con un
potenciometro (Beckman). Las mediciones se realizaron por triplicado para cada
formulacién (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Medicion del pH de la mezcla de polimero y extracto.

Una vez preparada la formulacion se procedid a verterla en diferentes moldes de
acrilico. EI método utilizado fue el de “casting”. Usando una cuchilla de extension se

distribuy6 en el molde y se dej6 ahi para su curado o secado (Figura 6.5).

(a)

Figura 6.5. (a) Mezcla de quitosan con extracto de J. adstringens siendo
distribuida en las placas molde. (b) Secado de las mezclas de polimeros con los
diferentes extractos.

Se dejaron secar a temperatura ambiente y se recuperaron las peliculas
manualmente a las 24 horas (Figura 6.6).



(2) ~(b)
Figura 6.6. Peliculas de biopolimeros siendo separadas de las placas después de  su
secado. (a) quitosan, (b) pululano.

Las peliculas fueron recortadas con un perforador de 6 mm de didmetro y
almacenadas en cajas de Petri previamente identificadas (Figura 6.7). Se midié el grosor

de las peliculas con un micrometro (Mitutoyo.Digimatic 1”).

Figura 6.7. Recorte y almacenamiento de los discos de polimeros. (a) perforador de
papel; (b) cajas de Petri con cada uno de los diferentes polimeros; (c) aspecto de los
discos de quitosan con extracto de T. vulgaris.

6.5. Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de las peliculas
adicionadas con los extractos.

Se evalud, mensualmente, la actividad antimicrobiana en los cultivos de las cepas
mencionadas por un periodo de 3 meses consecutivos, evaluando la actividad de las
peliculas almacenadas bajo diferentes condiciones de temperatura (25°C y 4°C),
humedad relativa (60% Yy 25%) e iluminacién (luz y obscuridad).
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La evaluacion se llevo a cabo por medio de pruebas de sensibilidad de discos por
difusion en agar. Se siguid el método descrito por Bauer et al depositando 0.1mL de
indculo en cajas de Petri de 90 mm que contenian el medio de cultivo especifico para
cada cepa. Se dispersaba el inoculo para cubrir toda la placa.

Los discos de biopolimeros fueron esterilizados por medio de luz ultravioleta
(UV) durante 45 min. previos a cada prueba.

Posteriormente, los discos de quitosan y pululano, sin extracto y adicionados con
los diferentes extractos, fueron depositados simétricamente con la ayuda de unas pinzas
de curacion estériles. Se colocaron 5 discos por caja (Figura 6.8). Todos los ensayos se
hicieron dos veces y en tres experimentos por separado.

Las cajas se incubaron por 24 horas a 37°C. Transcurrido el periodo de
incubacion indicado, se procedia a la observacion y medicion del halo de inhibicion de

crecimiento que se expresa aplicando la férmula:

Valor de inhibicion= Didmetro de inhibicién- diametro del disco (6mm)
2

Todos los ensayos se hicieron dos veces y en tres experimentos por separado.

Figura 6.8. Técnica de sensibilidad por difusion de disco en agar.

6.6. Determinacion de la vida atil de las peliculas de biopolimeros con los
extractos

Los discos de biopeliculas fueron almacenadas en placas de 24 pozos para cultivo
celular previamente identificadas (Figura 6.9), bajo diferentes condiciones de iluminacion
(luz y obscuridad), temperatura (25°C y 4°C) y humedad relativa (60% y 25%).



Figura 6.9. Placa de 24 pozos conteniendo los discos de los diferentes polimeros con los

extractos de plantas.

En un desecador de vidrio Pyrex se agreg6 nitrato de magnesio para mantener la
humedad. Se almacenaron dos placas de cultivo de 24 pozos conteniendo los discos de
biopolimeros a una temperatura de 25°C y 60% HR. Una de las placas fue forrada con
papel aluminio para impedir la penetracion de luz, la otra se dejé descubierta (Figura

6.10). Otra caja se almaceno a 4°C.

Figura 6.10. Discos de polimeros almacenados en el desecador a una HR del 60%,
cony sin luz.

Otras dos placas conteniendo los diferentes discos de polimeros se colocaron en
una cabina de desecacion Dry Keeper, SANPLATEC, Corp. a una temperatura de 25°C y
25% HR. Para el control de luz, una placa fue cubierta en su totalidad por papel aluminio

y la otra se dejé descubierta (Figura 6.11).
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Figura 6.11. Discos de polimeros almacenados a 25% de HR, con y sin luz.

La actividad antimicrobiana se evalu6 mensualmente por medio de la prueba de
difusion en agar, cada mes, durante los tres meses subsecuentes a su elaboracion. Todas

las pruebas de realizaron en doble caja y en tres ensayos independientes.

6.7. Pruebas de solubilidad

Para conocer el comportamiento de las peliculas en saliva, se colocaron discos de
polimeros de las diferentes condiciones de almacenamiento, en vidrios de reloj
conteniendo 3 mL de saliva artificial (Saliva substitute. Roxane Laboratories. Boehringer

Ingelheim. Columbus, Ohio) y se cronometro el tiempo de dilucién de cada una de ellas.



6.8. DISENO EXPERIMENTAL

1.- Para evaluar las propiedades antimicrobianas (CMI y CMB) de los extractos se
utilizé un disefio bifactorial con 3 repeticiones, y los datos se analizaron por medio de un

ANOVA de 2 factores y 3 repeticiones.

2.- Para las propiedades antimicrobianas de las peliculas se hizo un disefio de 3
factores (polimeros, extractos y cepas) con 3 repeticiones y los datos se evaluaron por

medio de una prueba de ANOVA de 3 factores con 3 repeticiones.

3.- Para la evaluacion de la vida util de las peliculas se hizo un disefio de parcelas
divididas donde los factores evaluados fueron:

Factor A: Humedad, con 2 niveles.

Factor B: Temperatura, con 2 niveles.

Factor C: Luz, con 2 niveles.

Bloques: Fueron tres (los meses que se hicieron las mediciones). El analisis
estadistico fue por medio de ANOVA de 3 factores para parcelas divididas.

4.- Para la determinacion de los niveles de homogeneidad se usé la prueba de
Tukey.

Para el analisis estadistico de cada ensayo se empled el programa estadistico

SPSS (Statistical Program for Social Sciences) version 17.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Cuatro cepas fueron analizadas en este trabajo: Porphyromonas gingivalis ATCC
33277, Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718, Escherichia coli ATCC
43895 y Escherichia coli 0157:H7 (como cepas control). La identificacion se confirmo
por medio de tincion de Gram.

Con el propésito de seleccionar el mejor medio de cultivo para cada
microorganismo, se realizaron ensayos preliminares en caldo de tripticaseina de soya,
infusion cerebro corazon, en caldo Mueller-Hinton y en caldo Mueller-Hinton adicionado

con extracto de levadura.

Porphyromonas gingivalis. Este microorganismo tuvo mejor crecimiento en caldo
de tripticaseina de soya.

Las cepas de E. coli tuvieron buen crecimiento en todos los medios empleados
pero se decidi6 utilizar el mismo que para P. gingivalis.

Las cepas de A. actinomycetemcomitans fueron los microorganismos mas dificiles
para activar ya que solo crecieron en caldo de infusién cerebro-corazén pero no en los
otros medios, por lo que se decidi6 usar este medio de cultivo en todo el trabajo.

El mejor medio solido para P. gingivalis fue el agar tripticaseina de soya al igual
que para las cepas de E. coli. A. actinomycetemcomitans solo crecio en agar infusion

cerebro-corazon.

7.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos

En un ensayo preliminar se empled la técnica de pozo en agar para probar si los
extractos presentaban actividad antimicrobiana.

Todos los extractos mostraron algin grado de actividad inhibitoria contra las
cuatro cepas empleadas en este trabajo. Los halos de inhibicion se pueden observar en la

Figura 7.1.



Una vez que se confirmaron las propiedades antimicrobianas de los extractos, se
procedio a determinar la concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima

bactericida.

.l

Figura 7.1. Zonas de inhibicion de crecimiento microbiano.
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7.2.1. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI se determin6é por medio de la técnica de microdiluciéon en caldo. De
acuerdo a los resultados de las pruebas, el andlisis estadistico mostr6 una diferencia
significativa entre los extractos (p<0.05).

El extracto de J. adstringens y C. lechleri exhibieron la méas baja CMI (37mg/mL)
contra cepas de P. gingivalis y E. coli 43895 y contra A. actinomycetemcomitans y E. coli
43895 respectivamente. La CMI mas alta fue para el extracto de C. officinalis contra A.
actinomycetemcomitans (250 mg/mL). El extracto de J. adstringens contra P. gingivalis
y C. lechleri sobre A. actinomycetemcomitans mostraron la CMB mas baja (37 mg/mL)
mientras que C. officinalis requirié de concentraciones mas elevadas (330 mg/mL) para

lograr alcanzar la CMB contra ambas cepas de E. coli probadas (Tabla 7.1).
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Tabla 7.2. CMIy CMB de los extractos de plantas sobre las cepas probadas

PLANTAS| T. vulgaris | M. chamom. | J. adstring. | C. offic. C. lechleri |Clorhexidinal

(mg/mL)[ CMI |CMB| CMI | CMB | CMI | CMB | CMI | CMB| CMI | CMB | CMI | CMB

CEPAS
Aa 63 | 111 | 63 | 250 | 63 63 |250** 250 | 37* | 37* [0.12| 0.12
Pg 63 | 63 63 | 250 | 37*| 37* | 63 | 250|111 111|0.12| 0.12

E.coli 895| 63 | 63 | 111 | 250 | 37* | 63 | 63 [330*4 37* [ 111 |(0.12| 0.12
E.coli H7 | 63 | 111 125 | 250 | 63 | 111 | 125 [330*4 63 | 111 (0.12] 0.12

CMI més baja = * y maés elevada ** MB maés baja * la mas
elevada #* de todos los extractos empleados.

El extracto de T. vulgaris mostré una actividad muy uniforme sobre cada una de
las cepas con una CMI de 63 mg/mL y una CMB igual para las cepas de P. gingivalis y
E. coli 43895 y de 111 mg/mL para las cepas de A. actinomycetemcomitans y E. coli H7.
M. chamomilla requirié concentraciones de 63 mg/mL para A. actinomycetemcomitans y
P. gingivalis, de 111 mg/mL y de 125 mg/mL para las cepas de E. coli H7 y de 250
mg/mL para alcanzar la CMB para todas las cepas. J. adstringens tuvo una CMI de 63
mg/mL para las cepas de A. actinomycetemcomitans y E. coli H7 y también una CMB de
63 mg/mL para A. actinomycetemcomitans y E. coli 43895 y de 111 mg/mL para E. coli
H7.

Finalmente, para C. officinalis 63 mg/mL fue la CMI sobre P. gingivalis y E. coli
43895 y de 125 mg/mL sobre E. coli H7. C. lechleri presenté una CMI de 63 mg/mL para
E. coli H7 y de 111 mg/mL para P. gingivalis y para ambas cepas de E. coli. La
clorhexidina usada como control positivo fue eficiente en la concentracion cominmente
empleada en los enjuagatorios disponibles comercialmente (0.12%).

Los resultados de las medias y sus desviaciones estandar se muestran en la Figura
7.2.



® T.vulgaris ® M.chamomilla & J. adstringens ® C. officinalis & C. lechleri & Clorhexidina(0.12%)*

CMI (mg/mL)

Aa Pg E. coli 43895 E. coli O157:H7

Figura 7.2. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de los extractos de las diferentes
plantas sobre los microorganismos probados. Clorhexidina al 0.12%, usada como
control positivo. Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de tres
ensayos realizados en duplicado y totalmente independientes.

7.2.2. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

La concentracion minima bactericida (CMB) se realizé por medio de la técnica de

dilucién en agar.
La CMB mas baja de estos ensayos fue para el extracto de J. adstringens para las

cepas de P. gingivalis. Por otro lado la CMB mas elevada fue para el extracto de C.

officinalis para E. coli 0157:H7.
El analisis de varianza mostrd una diferencia altamente significativa entre los

diferentes extractos (p<0.0000). Los resultados se muestran en la Figura 7.3.
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® T.vulgaris ® M.chamomilla & J. adstringens ® C. officinalis & C. lechleri & Clorhexidina(0.12%)*
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Figura 7.3. Resultados de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los extractos
de las diferentes plantas sobre los microorganismos probados. Clorhexidina al 0.12%,
usada como control positivo. Las barras representan el promedio * la desviacion estandar
de tres ensayos realizados en duplicado y totalmente independientes.

7.3. Elaboracion de las peliculas de biopolimeros

Se eligieron los extractos que presentaron la mejor concentracion minima
bactericida: T. vulgaris, J. adstringens y C. lechleri y fueron los que se usaron con los
biopolimeros para la elaboracién las peliculas.

De las tres formulaciones de cada polimero se eligié aquella que mostraba
mejores caracteristicas fisicas para ser usadas en el presente trabajo.

Para las peliculas de quitosan, la concentracion al 1% resulté apropiada para ser
mezclada con los extractos de T. vulgaris y C. lechleri.

Las peliculas de quitosan y J. adstringens no pudieron ser recuperadas debido a
que guedaron adheridas a las placas de acrilico y se rompian al intentar despegarlas por lo
que se probaron otras formulaciones de quitosan.

De las nuevas formulaciones que se probaron para la elaboracion de peliculas de
quitosan con J. adstringens, la de quitosan al 0.8% y adicionando glicerol al 0.2%, se
tuvieron mejores resultados, obteniendo peliculas mas flexibles y facilmente

desprendibles de las placas molde.



Con las tres formulaciones de pululano probadas, se obtuvieron peliculas con
buenas caracteristicas, sin embargo se decidio optar por la formulacion al 10% con D-
sorbitol al 0.3% porque este elemento le dio més plasticidad.

Las mezclas de quitosan y de pululano con y sin extractos de plantas fueron
colocadas en una placa de agitacion con una barra magnética hasta homogeneizar y se
midié el pH con un potencidmetro (Beckman). Las medias y desviaciones estandar del
pH de todas las formulaciones pueden ser observadas en la Tabla 7.2. Las pruebas se
realizaron por triplicado (Figura 7.4). EI pH promedio fue de 3.9 para las formulaciones

de quitosan y de 5.7 para las de pululano.

Tabla 7.3. Medias y desviaciones estandar del pH de las formulaciones.

Polimeros Media £ s
Quitosan 3.53+0.17

Quitosan- T.vulgaris 3.94+0.04
Quitosan- J. adstringens | 3.84+ 0.03
Quitosan- C. lechleri 4.00+£0.14
Pululano 5.39+0.21
Pululano-T. vulgaris 5.24+0.08
Pululano- J. adstringens | 5.34+0.13

Pululano- C. lechleri 6.63+ 0.05
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POLIMEROS- EXTRACTOS

Figura 7.4. Resultados del pH de las diferentes formulaciones de polimeros
adicionados con los extractos de plantas. Q, quitosan; QTv, quitosan- T.
vulgaris; QJa, quitosan- J. adstringens; QCI, quitosan- C. lechleri; P, pululano;
PTv, pululano-T. vulgaris; PJa, pululano-J. adstringens; PCI, pululano- C.
lechleri.

7.3.2. Grosor de las peliculas

Se midi6 el grosor de los discos de polimero con el micrdmetro y se realizaron las
pruebas estadisticas. Las peliculas de quitosan tuvieron un grosor promedio de 0.03 mm
mientras que las de pululano fue de 0.072 mm.

Hubo una diferencia significativa (p<0,05) entre las peliculas elaboradas de
quitosan sin extracto (Q), quitosan con T. vulgaris (QTv) y quitosan con C. lechleri (QCI)
comparadas con las de quitosan J. adstringens (QJa). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos del grosor de las peliculas
elaboradas con pululano para las diferentes formulaciones.
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Figura 7.5. Resultados del grosor de las peliculas de polimeros. Q, quitosan; QTv,
quitosan- T. vulgaris; QJa, quitosan- J. adstringens; QCI, quitosan- C. lechleri; P,
pululano; PTv, pululano-T. vulgaris; PJa, pululano-J. adstringens; PCI, pululano-
C. lechleri. Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de tres
ensayos realizados en duplicado y totalmente independientes.

7.3.3. Resultados de las pruebas de solubilidad

Las figuras 7.6 y 7.7 muestran la conducta de disolucion de las peliculas de
biopolimeros en saliva artificial, en funcién de tiempo y a un pH de 7. Todos los discos
de pululano se disolvieron dentro de los primeros 3 min. Las peliculas de pululano con C.
lechleri (PCI) almacenadas bajo una HR de 25% y sin luz y las de pululano con J.
adstringens (PJa) almacenadas a la misma humedad pero con luz fueron las que se
disolvieron més rapido. Las de quitosan adicionadas con C. lechleri (QCI) almacenadas al
60% de HR y sin luz fueron las que mas tardaron en disolverse. Las peliculas de quitosan
sin extracto (Q) y de quitosan con J. adstringens (QJa) no se disolvieron a pesar de que
permanecieron 24 horas inmersas en la saliva.

Los grupos de homogeneidad derivados de la prueba de Tukey mostré que hubo
tres grupos principales en la solubilidad de los polimeros almacenados a un 60% de HR:
el grupo 1 estan casi todas las peliculas a excepcion de pululano sin extracto (P)
almacenado bajo condiciones de luz que pertenece al grupo 2 junto con quitosan- T.

vulgaris (QTv). Quitosan- C. lechleri (QCI) pertenece al grupo 3 (Figura 7.6). Los grupos
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de homogeneidad formados con los polimeros almacenados a un 25% de HR son: grupo

1, por pululano (P), pululano- T. vulgaris (PTv), pululano- J. adstringens (PJa), pululano-

C. lechleri (PCI) y quitosan- (QCI) y grupo 2, constituido por quitosan (Q) (Figura

7.7).

TIEMPO (min)

Qv Qd P PTv Pla PcCl
OBSCURIDAD

Luz

Figura 7.6. Tiempo de solubilidad de las peliculas de biopolimeros almacenadas a una
humedad relativa del 60%, con y sin luz. Letras minasculas diferentes representan valores

significativamente diferentes p<0.05



TIEMPO (min)

Qtv Qcl P PTv Pla PCl Qv Qdl P PTv Pla PCl
Luz OBSCURIDAD

Figura 7.7. Tiempo de solubilidad de las peliculas de biopolimeros almacenadas a una
humedad relativa del 25%, con y sin luz. Letras minusculas diferentes representan valores

significativamente diferentes p<0.05.

7.4. Evaluacion el efecto antimicrobiano de las peliculas de biopolimeros

La actividad antimicrobiana de los discos de biopolimeros se determind por
medio de la prueba de difusion en agar. Los discos fueron esterilizados con UV durante
45 min. previos a cada prueba.

En general, todas las peliculas elaboradas con pululano mostraron una mejor
actividad que las de peliculas de quitosan. Aldn cuando las peliculas de pululano sin
extracto tuvieron buena actividad, las que fueron adicionadas con los extractos de plantas

aumentaron su potencial de inhibicion.

7.4.1. Actividad antimicrobiana de los biopolimeros sobre Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
Las peliculas elaboradas con pululano adicionadas con extracto de T. vulgaris
presentaron la mejor inhibicion de crecimiento de A. actinomycetemcomitans . Los halos
de inhibicion fueron de un promedio de 15.7 mm. Las de pululano sin extracto
produjeron un halo de 15.3 mm; una zona de inhibicién de 13.3 mm para las peliculas de
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pululano con J. adstringens y de 13 mm tanto para las de pululano como las de quitosan
adicionadas con extracto de C. lechleri. A. actinomycetemcomitans tuvo halos de
inhibicion de 10.7 mm, 10.3 mm y 10 mm con las peliculas de quitosan sin extracto,
quitosan con J. adstringens y T. vulgaris respectivamente (Figura 7.8).
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Figura 7.8. Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas sobre cepas de A.
actinomycetemcomitans. M Sin extracto, Il T. vulgaris, ™ J. adstringens, l C. lechleri. Las
barras representan el promedio * la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

7.4.2. Actividad antimicrobiana de los biopolimeros sobre Porphyromonas
gingivalis
La mejor actividad fue para las peliculas de pululano con extracto de T. vulgaris y
C. lechleri (11.3 mm) y de pululano con J. adstringens (10.7 mm). Las otras peliculas
mostraron resultados muy similares: 10.3 mm para quitosan con C. lechleri, 10.0 mm
para quitosan y pululano sin extracto, 9.7 mm las de quitosan con J. adstringens seguida
de quitosan con T. vulgaris (9.0 mm). Los resultados se muestran en la Figura 7.9.
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Figura 7.9. Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas sobre cepas de P.
gingivalis. H Sin extracto, Bl T. vulgaris, ™ J. adstringens, Bl C. lechleri. Las barras representan
el promedio + la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.4.3. Actividad antimicrobiana de los biopolimeros sobre E. coli 43895

En el caso de la actividad inhibitoria de crecimiento de E. coli 43895, se observo
que la mejor actividad fue para las peliculas de pululano con J. adstringens y C. lechleri
(13 mm). Las peliculas de pululano sin extracto y pululano con T. vulgaris exhibieron un
halo de inhibicion de 9.7 mm, seguidas por las de quitosan sin extracto y quitosan con C.
lechleri (6 mm), mientras que las de quitosan con J. adstringens y T. vulgaris fueron de

5.3 mm y 5.0 mm respectivamente (Figura 7.10).
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Figura 7.10. Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas sobre cepas de E.
coli 43895. M Sin extracto, Il T. vulgaris, ™ J. adstringens, ll C. lechleri. Las barras representan
el promedio + la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.4.4. Actividad antimicrobiana de los biopolimeros sobre E. coli 0157:H7

En el caso de esta cepa, la mejor actividad fue para las peliculas de pululano
adicionadas con extracto de C. lechleri con un diametro de inhibicion de 15.7 mm,
seguidas por las peliculas de pululano con J. adstringens (14.7 mm). EIl pululano sin
extracto y el pululano con T. vulgaris presentaron zonas de inhibicién de crecimiento de
14.3 mm y 13.7 mm respectivamente. EI comportamiento de las peliculas de quitosan fue
de 11.3 mm para C. lechleri, 10.7 mm para J. adstringens y 10 mm para T. vulgaris y

quitosan sin extracto (Figura 7.11).
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Figura 7.11. Actividad antimicrobiana de las peliculas con extractos de plantas sobre cepas de E.
coli 0157:H7. M Sin extracto, I T. vulgaris, ™ J. adstringens, I C. lechleri. Las barras
representan el promedio * la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

7.5. Determinacion de la vida util de las peliculas

La vida util se determin0 considerando la actividad antimicrobiana de las
peliculas bajo las tres condiciones de almacenamiento: humedad relativa, temperatura e
iluminacion, realizando las pruebas respectivas cada mes por los tres meses subsecuentes

a la elaboracion de las diferentes peliculas.

7.5.1. Humedad relativa

7.5.1.1. Efecto de la humedad relativa sobre la actividad antimicrobiana de las
peliculas en cepas de A. actinomycetemcomitans
Se evalué el comportamiento de las peliculas almacenadas al 60% y 25% de
humedad relativa.
Como puede observarse en las Figuras 7.12 y 7.13, la actividad antimicrobiana
decrecié conforme pasaron los meses, independientemente de las condiciones de

almacenamiento.
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El analisis de varianza mostro una diferencia altamente significativa entre las
diferentes peliculas con extractos (p<0.0000) pero no entre los resultados obtenidos de las
peliculas almacenadas en las dos condiciones de humedad relativa (p>0.533). Al
comparar todos los tratamientos mediante una prueba de rangos multiples de Tukey, se
determind que, en el primer mes, las peliculas almacenadas a una humedad relativa del
60%, presentd 4 grupos de homogeneidad. Los grupos de homogeneidad formados son:
grupo 1, QTv, y QJa; Q pertenece tanto al grupo 1 como al grupo 2; QCI y PCI son tanto
del grupo 2 como del 3; PJa pertenece al grupo 3; P y PTv son del grupo 4 (Figura 7.12).
Para las peliculas almacenadas a una HR del 25%, se formaron 3 grupos de
homogeneidad: el grupo 1 constituido por Q, QTv, QJa, QCI; el 2 por PJa 'y PCI; el 3 por
Py PTv (Figura 7.13).
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Figura 7.12. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 60% de
humedad relativa sobre A. actinomycetemcomitans durante tres meses. l Q sin extracto,
B QTv, M QJa, MQCI, WP, PTv, " PJa, ™ PCI. Las barras representan el promedio * la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.13. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 25% de
humedad relativa sobre A. actinomycetemcomitans durante tres meses. B Q sin extracto,
HBQTv, ®QJa, MQCI, WP, " PTv, PJa, ™ PCI. Las barras representan el promedio * la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minuasculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).

7.5.1.2. Efecto de la humedad relativa sobre la actividad antimicrobiana de

las peliculas en cepas de P. gingivalis

Todas las peliculas probadas mostraron actividad antimicrobiana contra Pg, sin
embargo fue méas marcada en el caso de pululano-T. vulgaris (PTv) almacenadas al 60%
y 25% de HR en el primer mes de su elaboracion. En el segundo mes, las peliculas de
pululano (P) sin extracto fueron las que dieron una mejor actividad. Como puede
apreciarse en la Figura 7.14 y 7.15, la actividad antimicrobiana decrecié conforme
pasaron los meses.

El andlisis de varianza mostré una diferencia altamente significativa entre las
diferentes peliculas (p<0.0000) pero no entre los resultados obtenidos de las peliculas
almacenadas bajo las dos condiciones de humedad relativa (p>0.114). Al comparar todos
los tratamientos de las peliculas almacenadas al 60% de humedad relativa mediante una

prueba de rangos multiples de Tukey, se determindé que existen 3 grupos de
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homogeneidad en los primeros tres meses. EI grupo 1 constituido por Q y QTv; el grupo
2 por QJa, QCI, P y el 3 formado por PTv, PCl y PJa. En el tercer mes las peliculas
tuvieron un comportamiento mas uniforme y sélo se formaron dos grupos de
homogeneidad. Las peliculas almacenadas a 25% de HR tuvieron un comportamiento

mas homogéneo.

EQ EQTv MQJa HQC| P EPTv M PJa & PCl

ZONA DE INHIBICION (mm)

TIEMPO (Meses)
Figura 7.14. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 60% de

humedad relativa sobre P. gingivalis durante tres meses. l Q sin extracto, ll QTv, I QJa,
B QCI, WP, ! PTv, I PJa, ™ PCI. Las barras representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras minusculas
diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.15. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 25% de

humedad relativa sobre P. gingivalis durante tres meses. l Q sin extracto, Ml QTv, I QJa,
B QCI, W P, PTv, PJa, PCI. Las barras representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Letras minusculas diferentes
expresan las diferencias significativas (p<0.05).

7.5.1.3. Efecto de la humedad relativa sobre la actividad antimicrobiana de
las peliculas en cepas de E. coli 43895

En el caso de la actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una HR
del 60% y 25% sobre E. coli 43895, en el primer mes de almacenamiento, las peliculas de
PCI fueron las que mostraron mejor actividad inhibitoria. El resto fue en el siguiente
orden decreciente: PJa> Ptv> P> QCI> QJa> Q> QTv. Las peliculas de Q sin extracto
fueron las de mas baja actividad durante todo el experimento (Figura 7.16 y 7.17). La
actividad antimicrobiana de todos los polimeros disminuy6 conforme transcurrio el
tiempo, sobretodo para las peliculas de pululano.

El andlisis de varianza no mostrd diferencia significativa entre las peliculas con
extractos (p>0.102), ni entre los resultados obtenidos de las peliculas almacenadas en las
dos condiciones de humedades relativa (p>0.635).

Con los resultados de la prueba de Tukey determind que, el primer mes, existen 3 grupos
de homogeneidad: en el 1 estan Q, QTv, QJa y QCI; en el dos, Py PTv; y en el grupo
tres, PJay PCI.
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Figura 7.16. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 60% de
humedad relativa sobre E. coli 43895 durante tres meses. B Q sin extracto, ll QTv, &
QJa, M QCIl, M P, PTv, " PJa, ¥ PCI. Las barras representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras minusculas
diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.17. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 25% de
humedad relativa sobre E. coli 43895 durante tres meses. B Q sin extracto, Bl QTv,
QJa, M QCI, M P, ™" PTv, " PJa, ™ PCI. Las barras representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras minusculas
diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).




7.5.1.4. Efecto de la humedad relativa sobre la actividad antimicrobiana de

las peliculas en cepas de E. coli 0157:H7

La prueba de ANOVA mostré una diferencia significativa (p<0.009) entre las
peliculas pero no entre las dos condiciones de humedad relativa (p>0.767), ni en la
interaccion de los polimeros y la HR (p=>0.907).

Las peliculas elaboradas de pululano con C. lechleri tuvieron la mejor actividad
antimicrobiana bajo las dos condiciones de HR, durante el primer mes de pruebas.

Al comparar todos los tratamientos, mediante una prueba de rangos mdaltiples de
Tukey, se determin6 que existen 5 grupos de homogeneidad en el primer mes de pruebas.
El grupo 1, formado por Q, Qtv, QJa; QCI, pertenece tanto al 1 como al 2; PTv que es del
grupo 2 y 3; P pertenece al grupo 3 y 4; PJa que es Grupo 4 y 5y PJa en el grupo 5.
Conforme pasaron los meses, la actividad de todos los polimeros decrecié y en los meses

2 y 3 s6lo se formaron 3 grupos de homogeneidad (Figura 7.18).
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Figura 7.18. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 60% de
humedad relativa sobre E. coli 0157:H7 durante tres meses. B Q sin extracto, ll QTv, &
QJa, M QCI, WP, PTv, " PJa, ¥ PCI. Las barras representan el promedio + la desviacion
estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras minusculas
diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.19. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a un 25% de

humedad relativa sobre E. coli 0157:H7 durante tres meses de pruebas. Las barras
representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes. Las letras minGsculas diferentes expresan las diferencias significativas
(p<0.05).

7.5.2. Temperatura
Se evalu6 el comportamiento de las peliculas almacenadas a una temperatura de
25°C y 4°C. Los resultados muestran que la actividad antimicrobiana decrecié conforme

pasaron los meses, independientemente de las condiciones de almacenamiento.

7.5.2.1. Efecto de la temperatura sobre la actividad antimicrobiana de las peliculas

en cepas de A. actinomycetemcomitans
En el andlisis de varianza hubo diferencia significativa entre las peliculas
(p<0.021) pero no entre los resultados obtenidos de las peliculas almacenadas en las dos
condiciones de temperatura de almacenaje (p>0.322). Al comparar la interaccion entre las
dos temperaturas y la actividad antimicrobiana de las peliculas, se determin6 que no hubo

diferencia significativa en el comportamiento en ambos polimeros (p>0.260).



La mejor actividad antimicrobiana fue para las peliculas elaboradas de pululano
con T. vulgaris, almacenadas a 25°C, durante el primer mes. En el segundo mes, las de
pululano sin extracto y durante el tercer mes, las de pululano con adicionadas con los tres
extractos, fueron las que tuvieron un mejor comportamiento. Las peliculas almacenadas a
4°C la mejor actividad fue para las de quitosan con C. lechleri durante el primer mes de
pruebas; mientras que en el segundo y tercer mes, las de pululano sin extracto y las de
pululano con J. adstringens fueron las que presentaron un mejor comportamiento.

La prueba de Tukey determind que en el primer mes del experimento, y bajo
temperatura de 25°C, existen 4 grupos de homogeneidad: el grupo 1, al que pertenecen Q,
QTv, QJay QCI; el grupo 2, formado por PJa; el 3, por PCl y el grupo 4 por Py PTv. En
los meses subsecuentes, la actividad antimicrobiana de todas las peliculas decrecid
(Figura 7.20).

Las peliculas almacenadas a 4°C formaron 3 grupos de homogeneidad durante el
primero mes: Grupo 1, Q, QTv, P, PTv, PCI; en el grupo 2, Qlay PJay en el grupo 3,
QCI (Figura 7.21).
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Figura 7.20. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una temperatura de

25°C sobre A. actinomycetemcomitans durante tres meses de pruebas. Las barras
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes. Las letras mindsculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.21. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas a una temperatura de
4°C sobre A. actinomycetemcomitans durante tres meses de pruebas. Las barras representan
el promedio + la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.
Las letras minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).

7.5.2.2. Efecto de la temperatura sobre la actividad antimicrobiana de las peliculas

en cepas de P. gingivalis

Se evalu6 el comportamiento de las peliculas almacenadas a 25°C y 4°C de
temperatura. Todas las peliculas tuvieron un comportamiento muy similar durante el
primer mes de pruebas, a ambas temperatura de almacenaje.

Como puede observarse en las Figuras 7.22 y 7.23, la actividad antimicrobiana
decrecié conforme pasaron los meses, independientemente de las condiciones de
almacenamiento.

El analisis de varianza mostr6 una diferencia altamente significativa entre las
diferentes peliculas con extractos (p<0.0000) pero no entre los resultados obtenidos de las
peliculas almacenadas en las dos condiciones de temperatura (p>1.000), ni en la
interaccion de polimeros y temperatura (p>0.188). Al comparar todos los tratamientos
mediante una prueba de rangos multiples de Tukey, se determind que en el primer mes y
a una temperatura de 25°C, existen 4 grupos de homogeneidad. Los grupos de
homogeneidad formados son: grupo 1, QTv; Q y P, que pertenecen tanto al grupo 1 como



al grupo 2; QJa que es del grupo 1,2 y 3; QCI que es del grupo 2, 3y 4; PCI que es
tanto del grupo 3 como del 4; y PTv y PJa que son del grupo 4.

En cuanto a las peliculas almacenadas a 4°C (Figura 7.23), se formaron tres
grupos de homogeneidad: Q que es del grupo 1; QTv que es del grupo 1y 2; Py PTv que
son del grupo 1, 2y 3; QJa, PJay PCI que pertenecen al 2y 3; y QCI que es del grupo 3.
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Figura 7.22. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas por tres meses, a una
temperatura de 25°C sobre P. gingivalis. Las barras representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras minusculas
diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.23. Actividad antimicrobiana de las peliculas almacenadas por tres meses, a una
temperatura de 4°C sobre P. gingivalis. Las barras representan el promedio + la desviacion
estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras mindsculas
diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).

7.5.2.3. Efecto de la temperatura sobre la actividad antimicrobiana de las peliculas
en cepas de E. coli 43895

Durante el primer mes de pruebas, y almacenadas a 25°C, la mejor actividad
antimicrobiana la presentaron todas las peliculas elaboradas de pululano, en particular las
adicionadas con C. lechleri.

En el caso de las peliculas almacenadas a 25°C y 4°C, el analisis de varianza
demostro que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las peliculas, asi
como entre los resultados obtenidos de las peliculas almacenadas en las dos condiciones
de temperatura (p<0.0000).

La prueba de Tukey determind que las peliculas almacenadas a 25°C formaron 4
grupos de homogeneidad: el grupo 1 constituido por Q, QTv, QJa, QCI; el 2 por, Py PTv
y el 3 por PJa y PCl. Sin embargo, las peliculas almacenadas a 4°C tuvieron el mismo
comportamiento el primer mes, resultando s6lo un grupo de homogeneidad.

Como puede observarse en las Figuras 7.24 y 7.25, la actividad decrecio en el segundo y
tercer mes de pruebas.
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Figura 7.24. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, a una temperatura de
25°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895. Las barras representan el promedio *
la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minuasculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.25. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, a una temperatura de
4°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895. Las barras representan el promedio + la
desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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7.5.2.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad antimicrobiana de las

peliculas en cepas de E. coli 0157:H7

Todas las peliculas elaboradas a base de pululano presentaron la mejor actividad
inhibitoria, en especial aquellas adicionadas con C. lechleri y almacenadas a 25°C;
mientras que, a 4°C, las de quitosan sin extracto fueron las de mejor comportamiento.

En el caso de las peliculas almacenadas a 25°C y 4°C, el analisis de varianza
demostré que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las peliculas
(p<0.0000) pero no entre los resultados obtenidos de las peliculas almacenadas en las
dos condiciones de temperatura (p> 0.099).

La prueba de rangos multiples de Tukey determind que se formaron 5 grupos de
homogeneidad en el primer mes de almacenamiento y a 25°C: el grupo 1 formado por Q
y QTv; QJay QCI que estan en el grupo 1y 2; PTv que pertenece al 2 'y 3; P que es tanto
del 3 como del 4; PJa pertenece al grupo 4 y PCI del grupo 5 (Figura 7.26).

Las peliculas almacenadas a 4°C, durante el primer mes de pruebas, tuvieron 3
grupos de homogeneidad: el grupo 1, formado por QTv, QJA, P, PTv; el grupo dos, QCI
y PJa; y el grupo 3 por Q. PCI pertenece tanto al 2 como al 3.

En las Figuras 7.26 y 7.27, se muestra como la actividad inhibitoria decrecio en el

segundo y tercer mes de pruebas.
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Figura 7.26. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, a una temperatura de
25°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7. Las barras representan el promedio
+ la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.27. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, a una temperatura de
4°C en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7. Las barras representan el promedio +
la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minuasculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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7.5.3. lluminacion
Se evalué el comportamiento de las peliculas almacenadas bajo condiciones de
luz y obscuridad. Los resultados muestran que la actividad antimicrobiana decrecid

conforme pasaron los meses, independientemente de las condiciones de almacenamiento.

7.5.3.1. Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la actividad

antimicrobiana de las peliculas en cepas de A. actinomycetemcomitans

Los resultados del analisis de varianza demostraron que hay diferencia altamente
significativa (p<0.0000) entre las peliculas almacenadas bajo las dos condiciones de
iluminacién pero no en los resultados obtenidos de la interaccion entre las peliculas y la
iluminacion (p>0.921).

Las peliculas de pululano con T. vulgaris, almacenadas en condiciones de luz, el
primer mes de almacenamiento, mostraron la mejor actividad antimicrobiana contra A.
actinomycetemcomitans; mientras que las almacenadas bajo condiciones de obscuridad,
las de pululano sin extracto y pululano adicionado con T. vulgaris, fueron las mejores.

Al comparar todos los tratamientos mediante una prueba de rangos multiples de
Tukey, se determind que en el primer mes, y almacenadas bajo condiciones de luz,
existen 5 grupos de homogeneidad: Q que pertenece al grupo 1; QTv y QJa que son
tanto grupo 1 como 2; QCI que es grupo 2 y 3; PCI que es del grupo 3 y 4; PJa del grupo
4y PTvy P que forman el grupo 5 (Figura 7.28).

Las peliculas almacenadas bajo condiciones de obscuridad presentaron los
siguientes grupos de homogeneidad en el primer mes de almacenamiento: QTv, grupo 1,
Q, QJay QCI pertenecen al grupo 2; PCl es del grupo 1,2y 3; PJa, grupo 2y 3; Py PTv
son del grupo 3.

En las figuras 7.28 y 7.29 se observa que la actividad disminuyo con el paso de

los meses independientemente de las condiciones de iluminacién.
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Figura 7.28. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de

luz en la actividad antimicrobiana de A. actinomycetemcomitans. Las barras representan el
promedio + la desviacién estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las
letras minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.29. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de

obscuridad en la actividad antimicrobiana de A. actinomycetemcomitans. Las barras
representan el promedio * la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes. Las letras minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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7.5.3.2. Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la actividad

antimicrobiana de las peliculas en cepas de P. gingivalis

Las peliculas almacenadas bajo las dos condiciones de iluminacién tuvieron un
comportamiento muy similar independientemente del polimero con que se elaboraron. A
pesar de ésto, el anélisis de varianza destacO que existen diferencias estadisticamente
significativas entre las peliculas y entre los resultados de las peliculas almacenadas bajo
las dos condiciones de iluminacidn (p<0.0000).

Al comparar todos los tratamientos mediante una prueba de rangos multiples de
Tukey, se determind que en el primer mes, bajo condiciones de luz, existen 2 grupos de
homogeneidad: el grupo 1, formado por Q, QTv; el dos por P y QJa, QCI, PTv, PJa, PCI
pertenecen tanto al 1 como al 2 (Figura 7.30). Para las peliculas almacenadas bajo
condiciones de obscuridad (Figura 7.31), el primer mes de pruebas, se formaron 3 grupos
de homogeneidad: el grupo 1, QTv; Q, que pertenece tanto al 1 como al 2; QJay P que
son del grupo 1, 2 y 3; QCIl que es 2 y 3; PTv, PJa, PCI que forman el grupo 3. En las
figuras 7.30 y 7.31 puede observarse al comportamiento de las peliculas conforme paso el
tiempo.
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Figura 7.30. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de
luz en la actividad antimicrobiana de P. gingivalis. Las barras representan el promedio + la
desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minuasculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.31. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de

obscuridad en la actividad antimicrobiana de P. gingivalis. Las barras representan el
promedio + la desviacién estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las
letras minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).

7.5.3.3. Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la actividad
antimicrobiana de las peliculas en cepas de E. coli 43895

Todas las peliculas probadas mostraron actividad antimicrobiana contra esta cepa,
sin embargo fue mas marcada en el caso de pululano con C. lechleri, almacenada bajo
condiciones de luz, en el primer mes de su elaboracion. En las almacenadas en
obscuridad, la mejor actividad fue para las peliculas elaboradas de pululano con J.
adstringens y con C. lechleri.

Como puede apreciarse en la Figura 7.32 y 7.33, igual que en las otras
condiciones de almacenaje, la actividad antimicrobiana decrecié conforme pasé el
tiempo de pruebas.

El analisis de varianza mostro una diferencia altamente significativa entre las
diferentes peliculas (p<0.0000) pero no entre los resultados obtenidos de las peliculas
alamcenadas bajo las dos condiciones de iluminacion (p>0.074). Al comparar todos los
tratamientos, mediante una prueba de rangos multiples de Tukey, se determiné que, en el
primer mes y bajo condiciones de luz, existieron 3 grupos de homogeneidad: el grupo 1
formado por Q, Qtv, QJa, QCI; el dos por P y PTv; el tres constituido por PCl. PJa
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pertenece tanto al grupo 2 como al 3. En cuanto a las peliculas almacenadas bajo
condiciones de obscuridad, en el primer mes de pruebas: Q constituye el grupo 1; QTv,

QJa, QClsongrupo1y2; PyPTvsongrupo 1,2y 3;yPJa, PCl son grupo 3.
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Figura 7.32. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de
luz en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895. Las barras representan el promedio + la
desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minuasculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.33. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de

obscuridad en la actividad antimicrobiana de E. coli 43895. Las barras representan el
promedio + la desviacién estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las
letras minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).

7.5.3.4. Efecto de las condiciones de iluminacion sobre la actividad

antimicrobiana de las peliculas en cepas de E. coli 0157:H7

Durante el primer mes de elaboracion y bajo ambas condiciones de iluminacion,
las peliculas de pululano con C. lechleri tuvieron la mejor actividad antimicrobiana.

En el analisis de varianza hubo diferencia altamente significativa entre las
peliculas (p<0.0000) pero no entre los resultados obtenidos de las peliculas almacenadas
bajo las dos condiciones de iluminacion (p>0.207).

La prueba de Tukey determind que en el primer mes del experimento, bajo
condiciones de luz, existen 5 grupos de homogeneidad: el grupo 1, al que pertenecen Q,
QTv, QJa; QCl que es grupo 1y 2; PTvsongrupo 2y 3; Pesgrupo3y4; Pla 4yb5;
PCI es del grupo 5. Para las peliculas almacenadas bajo condiciones de obscuridad, QTv
pertenecen al grupo 1; QJa, QCI son del grupo 1y 2; Q, Py PTv son del grupo 1, 2 y 3;
PJa es del grupo 2 y 3; PCI, es grupo 3. En las figuras 7.34 y 7.35 se observa el

comportamiento de las peliculas durante los meses subsecuentes a su elaboracion.
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Figura 7.34. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de

luz en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7. Las barras representan el promedio +
la desviaciéon estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las letras
minuasculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 7.35. Comportamiento de las peliculas almacenadas por tres meses, bajo condiciones de

obscuridad en la actividad antimicrobiana de E. coli 0157:H7. Las barras representan el
promedio + la desviacién estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. Las
letras minusculas diferentes expresan las diferencias significativas (p<0.05).




5. DISCUSION

La liberacion local y topica de agentes quimioterapéuticos para el control de las
enfermedades periodontales es considerada la mejor opcidon debido a una muy baja
incidencia de efectos secundarios comparada con la via sistémica.

A pesar de que en los ultimos afios la industria farmacéutica ha desarrollado un
gran numero de nuevos antibioticos, la resistencia de los microorganismos a dichas
drogas, continda. En general, las bacterias tienen la habilidad genética para transmitir y
adquirir resistencia a drogas que son utilizadas como agentes terapéuticos. El aumento
prevalente de microorganismos multi-resistentes asi como los efectos secundarios
indeseables de algunas drogas, hace que la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos
sea una importante estrategia para el establecimiento de terapias alternativas con
productos naturales.

Los productos naturales derivados de plantas medicinales son una importante
fuente de compuestos bioldgicamente activos, de baja toxicidad, para la prevencién y
tratamiento de enfermedades infecciosas y que han servido de base para el desarrollo de
nuevos medicamentos. Los resultados obtenidos en este trabajo con el uso in vitro de
extractos de Thymus vulgaris, Matricaria chamomilla, Croton lechleri, Calendula
officinalis y Juliana adstringens confirman que algunos componentes quimicos les

confieren propiedades antimicrobianas contra patdgenos causantes de periodontitis.

Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida

Todos los extractos de plantas probados en este estudio mostraron algun grado
de actividad antimicrobiana contra las cuatro cepas probadas, a pesar de ser extractos
comerciales.

Las pruebas realizadas para evaluar las propiedades antimicrobianas de las
cinco plantas demostraron que la CMI de J. adstringens contra P. gingivalis y E. coli

43895 fue la mejor, al igual que C. lechleri para A. actinomycetemcomitans y E. coli
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43895 ya que se requirieron concentraciones de 37 mg/mL para tener inhibicion. El
extracto de C. officinalis requirié concentraciones mayores de extracto (250 mg/mL) para
tener la CMI contra A. actinomycetemcomitans. Huerta y col en el 2008, determinaron
que para la CMI de extracto de J. adstringens contra P. aureoginosa se requieren
concentraciones de 370-495 g/mL.

En ocasiones, la concentracion minima inhibitoria y la bactericida son
equivalentes. En este trabajo, T. vulgaris mostro la misma CMI y CMB contra cepas de
P. gingivalis y E. coli 43895, al igual que J. adstringens para A. actinomycetemcomitans
y P. gingivalis; C. officinalis contra A. actinomycetmcomitans y C. lechleri contra ambos

periodontopatogenos.

Elaboracion de peliculas de biopolimeros

A principios de los 70's, los polimeros naturales y sintéticos empezaron a ser
investigados para formulaciones de liberacién controlada. Las ventajas de usar polimeros
biodegradables en aplicaciones clinicas son maultiples e incluyen: facilidad de
administracion, la baja frecuencia de aplicaciones y la comodidad y confianza referida
por los pacientes.

En los pasados afios, se han incrementado las investigaciones de sistemas de
liberacion de farmacos y se han registrado muchas patentes para su uso en diversas
aplicaciones biomédicas. Los sistemas poliméricos inteligentes representan un campo
prometedor en la liberacion de medicamentos.

Dependiendo de la via de administracion, esos sistemas poliméricos pueden ser
clasificados en:

1. Sistemas para administracion oral

2. Sistemas para aplicacion topica

3. Sistemas para liberacién ocular

4. Sistemas para administracion rectal y vaginal

5. Sistemas inyectables

6. Sistemas para liberacion nasal



Debido a los bajos costos de produccion, biodegradabilidad, biocompatibilidad y
la reciente aprobacion de FDA en la aplicacion farmacéutica e industria alimentaria, el
uso de quitosan se ha incrementado notablemente en los Gltimos afios (Muzzarelli, 1996).

Por otro lado, el pululano tiene propiedades mucoadhesivas, biodegradables,
biocompatibles y es comestible lo cual lo convierte en una excelente opcion para su uso
en la liberacion de farmacos y extractos de plantas que tienen propiedades medicinales.

La influencia de las condiciones del procesamiento en las variables de grosor, pH,
solubilidad,  propiedades fisicas, actividad antimicrobiana, vida util, etc., son
caracteristicas de gran importancia en la preparacion de sistemas de liberacion de drogas.

De acuerdo a la revision realizada, muchas de las etapas en el proceso de
elaboracion y caracterizacion de membranas de biopolimeros no estan descritas en la
literatura. Asi que, en este trabajo, fueron realizadas diversas pruebas para establecer las
caracteristicas necesarias para este propdsito.

La reproduccion de algunos procedimientos descritos en la literatura dieron como
resultado la obtencién de muestras no adecuadas para su uso. Dentro de las principales
dificultades encontradas, se destaca la obtencidn de peliculas que no se desprendian de
las placas de acrilico, como en el caso de las peliculas de quitosan con el extracto de J.

adstringens y de peliculas de pululano que eran muy quebradizas.

pH
Las propiedades del quitosan son dependientes del peso molecular, el grado de
desacetilacién y la viscosidad. Se ha encontrado que el quitosan con un grado de
desacetilacion relativamente bajo (40%) es soluble a pH 9, mientras que el quitosan de
un grado de desacetilacion ~85% es soluble a un pH 6.5 y la viscosidad del mismo se
incrementa (Bishe et al, 2006).
El quitosan es soluble en soluciones acidas, por lo que se agreg6 acido acético. En el
caso del pululano solo se agrego agua destilada y D-sorbitol como plastificante por lo que
su pH se mantuvo en rangos entre 5.5 y 6. El pH promedio de las formulaciones fue de

3.9 para quitosan y de 5.7 para el pululano.
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Grosor

Los valores referentes al grosor presentaron variaciones. Esto puede ser debido a
que se usd una cucharilla de extension manual y no un extrusor mecénico. Otra razon
para estos resultados puede ser a causa de las caracteristicas propias de cada mezcla de
los polimeros empleados.

Trabajos previos en donde se han evaluado diversas caracteristicas de las
peliculas elaboradas a base de quitosan, han reportado grosores promedio 19.8+1.1 um
(Juliano et al., 2008), entre 18 e 48 um (Yan et al., 2000) y entre 24 e 26 um (Wang et
al., 2002; Wang et al., 2001), mientras que en este trabajo el grosor fue de 0.03 mm. Las
peliculas de pululano tuvieron un grosor promedio de 0.072 mm.

Para el propoésito planteado en este trabajo, todas las membranas obtenidas
presentaron potencial para ser utilizados como vehiculos de liberacién de drogas.

Hubo una diferencia significativa (p<0,05) entre las peliculas elaboradas de
quitosan sin extracto (Q), quitosan- T. vulgaris (QTvV) y quitosan- C. lechleri (QCI) con
las de quitosan- J. adstringens (QJa). Probablemente esto se deba al uso de glicerol en su
formulacion ya que promueve un aumento en el grosor de las peliculas por su accion en
la separacién de las cadenas poliméricas.

No hubo diferencias significativas entre las peliculas de pululano pero si entre
éstas y las elaboradas con quitosan: las de pululano resultaron mas gruesas.
Probablemente la adicién de sustancias como los extractos de plantas, también le

confieran una estructura mas gruesa, como sucede al adicionar glicerol y sorbitol.

Solubilidad

En el presente trabajo se realizaron pruebas de solubilidad de las peliculas
elaboradas de quitosan y pululano y adicionadas con los extractos de plantas. Las pruebas
se realizaron colocando 3 mL de saliva artificial pH 7.2 en vidrios de reloj y
cronometrando la disolucion total de las peliculas.

Las propiedades fisicas y quimicas de las peliculas representan un importante
papel en la determinacion del grado de liberacién de drogas incorporadas, siendo que el
medio utilizado para la disolucion de un farmaco puede tener un efecto decisivo en su

cinética de liberacion (Wang et al., 2000).



Las propiedades de solubilidad de las peliculas es un importante pardmetro para
su aplicacién en mucosa oral. En este sentido, las peliculas de pululano, ademas de haber
presentado la mejor actividad antimicrobiana, se solubilizaron en periodos de 15 seg. a
25 seg. Las peliculas de quitosan con T. vulgaris y quitosan con C. lechleri, se
disolvieron en 50 seg a 130 seg en promedio. Estos resultados son semejantes a los
obtenidos por Juliano et al. (2008), que tuvieron tiempos de solubilidad de 45 seg.;
mientras que las de quitosan que no presentaron disolucién (quitosan puro y quitosan con
extracto de J. adstringens) conservaron su forma y consistencia después de mantenerlas
inmersas en la saliva artificial por mas de 24 horas.

La caracteristica de combinacion de los enlaces a-(1-6) y a-(1—4) del pululano
da como resultado dos propiedades distintivas: la flexibilidad y su marcada solubilidad,
lo cual sugiere que puede ser utilizado con propositos médicos e industriales (Leathers,
2003).

Cuando las peliculas de pululano con y sin extracto, y las de quitosan adicionadas
con T. vulgaris y C. lechleri fueron colocadas en la saliva artificial, adquirieron una
consistencia de gel hasta su total disolucion.

Una via de disolucién del quitosan y algunos polimeros en el organismo ocurre
por la accién de la lisozima, una enzima que es auxiliar del sistema inmunolégico ya que
disuelve la pared de mucopolisacaridos de las bacterias por la hidrdlisis de las uniones
B(1—4). Esta enzima se encuentra comunmente presente en fluidos corporales como la
saliva (<150 mg/100mL) y las lagrimas (18 a 80 mg/mL) ademas de ser encontrada
libremente disuelta en gran parte de los tejidos (Martini, 1995).

A pesar que el quitosan es considerado un polimero soluble en medios que
contienen lisozimas, tal solubilidad es dependiente, dentro de otros factores, del grado de
desacetilacién del quitosan. Cabe mencionar que en este trabajo se empled saliva
artificial, que a pesar de ser muy similar a la saliva normal, difiere en cuanto a su
composicion en el contenido de enzimas. Es probable también que el acido acetico
residual presente en las peliculas de quitosan puro o el propio extracto de C. lechleriy T.
vulgaris, hayan incrementado su caracter hidrofilico y que haya habido disolucion de las

peliculas ain en un medio con un pH neutro.

88



Actividad antimicrobiana de los biopolimeros

En los ensayos realizados en el presente trabajo, para determinar la actividad
inhibitoria de las peliculas, las bacterias fueron inoculadas en el agar antes de colocar los
discos de polimeros. Se utiliz6 la prueba de difusion en agar evaluando la formacion de
halos de inhibicidn de crecimiento microbiano. Fue posible comprobar que las bacterias
utilizadas en este trabajo mostraron inhibicion de crecimiento alrededor de las peliculas y
sobre las mismas, confirmando la actividad bacteriostatica o bactericida de los propios
polimeros y (0) de los extractos de las plantas.

Cuando se usan biomateriales para su uso como medicamentos, deben ser
esterilizados antes de su utilizacion para que estén libres de cualquier microorganismo, en
todas sus formas de vida, o bien de particulas contaminantes que se adhieren a las
peliculas durante el proceso de elaboracion (Ratner et al., 1996).

En este trabajo las peliculas fueron esterilizadas s6lo con luz ultravioleta por un
periodo de 45 minutos previos a su colocacion en las placas de agar conteniendo los
diferentes indculos.

La actividad antimicrobiana de los polimeros se da por dos posibles vias: por la
interaccion del polimero cargado positivamente, por su disociacion con los componentes
de la pared celular bacteriana cargados negativamente, causando la inhibicién del
crecimiento bacteriano por la destruccion de la pared celular, o bien por la liberacion del
farmaco incorporado a las peliculas que actuaria también sobre la pared celular.

Pinzelik et al., (1953) evaluaron la susceptibilidad de Micrococcus flavus a discos
de polimeros conteniendo bacitracina en diferentes concentraciones, teniendo como
resultado, halos de inhibicion de 18mm.

Coleman et al., (1977), utilizaron discos conteniendo bacitracina mismos que
formaron halos de inhibicion de 11 mm en cepas de Streptococcus.

Estos resultados son similares a algunas de las peliculas probadas en este trabajo
como en el caso de pululano- T. wvulgaris (PTv) sobre cepas de A.
actinomycetemcomitans, pululano (P) y pululano- T. vulgaris (PTv) en cepas de E. coli
43895, por citar algunos. Aunque también se tuvieron halos de mayor tamafio, como los
producidos por pululano- J. adstringens (PJa) y pululano- C. lechleri (PCI), que tuvieron,

en promedio, la mejor actividad antimicrobiana contra las cepas probadas.



Los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos
dan muchas veces resultados significativamente diferentes debido a varios factores como
la incidencia de resistencia o de susceptibilidad de los microorganismos. Otro factor a
considerar es la existencia de periodos de atraso que pueden ocurrir durante los ensayos
con antibidticos u otras substancias, que son agregadas mucho tiempo antes de las
pruebas, o bien durante las pruebas mismas, pudiendo resultar en la formacién de halos
de mayor o menor tamafio. De esta forma se puede concluir que los ensayos de formacion
de halos de inhibicién en las pruebas de susceptibilidad a medicamentos deben ser
conducidos en condiciones predeterminadas, buscando minimizar los posibles errores

experimentales.

Vida util

El quitosan mata a las bacterias a través de dafio en la membrana celular,
incrementando la permeabilidad de la pared interna y externa de la membrana hasta la
destruccion de la misma (Liu et al., 2004). Esos dafios son causados por interaccion
electrostatica entre los grupos amino del quitosan y los grupos fosforilo de los
componentes fosfolipidicos de la membrana celular.

Las peliculas de quitosan mostraron una mas baja actividad antimicrobiana sobre
las cepas probadas comparadas con las de pululano. Esto puede ser debido, en parte, a la
alta viscosidad del quitosan que impide su difusion en el agar y la liberacién de los
extractos.

Los polialcoholes, como el D-sorbitol, brindan una buena plasticidad a las
peliculas debido a su habilidad para reducir los enlaces internos de hidrogeno mientras
incrementan los espacios intermoleculares (MacHugh et al., 1994).

La adicién de agentes plastificantes disminuye la viscosidad de la solucion; esto
podria explicar la actividad antimicrobiana mostrada por las peliculas de pululano.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que las peliculas fueron
estables bajo las condiciones de almacenamiento de humedad relativa, temperatura y luz,

aunque es probable que su actividad antimicrobiana haya disminuido debido a que los
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extractos hayan perdido sus propiedades antibacterianas con el paso del tiempo o bien
que su actividad decreciera por accion de la etapa de esterilizacion de las peliculas.

No hubo diferencia significativa entre las peliculas almacenadas a una humedad
relativa del 60% y del 25% para ninguna de las cepas, lo que hace suponer que,
independientemente de estas condiciones de humedad, el desempefio como vehiculos de
liberacion de drogas no se ve alterado.

En el caso de las peliculas almacenadas a una temperatura de 25°C y 4°C, éstas
fueron significativamente diferentes entre si pero no hubo diferencia a causa del
almacenamiento bajo las dos temperaturas, a excepcion del efecto que tuvieron sobre
cepas de E. coli 43895 en que hubo una diferencia significativa entre las peliculas
almacenadas a 25°C 0 4°C. Esto puede ser debido a las caracteristicas propias de la cepa,
0 bien a que las peliculas empleadas en esta prueba, se hayan visto modificadas por
dichas condiciones de almacenaje.

Las condiciones de almacenaje con luz u obscuridad, afectaron significativamente
a las peliculas usadas contra cepas de P. gingivalis pero no al resto de las cepas. Hubo
una diferencia significativa entre las peliculas entre si, pero no la hubo entre las
temperaturas para el resto de los microorganismos probados.

La morfologia de las peliculas mostr6 una superficie aparentemente lisa, brillante
y con ausencia de poros. El color de las peliculas tanto de quitosan como pululano sin
extractos, fue transldcido. Las peliculas adicionadas con extracto de T. vulgaris fueron de
un color amarillo claro, las adicionadas con J. adstringens fueron de un color café rojizo
y las de C. lechleri de color ocre. Todas estas caracteristicas, ademas de la flexibilidad y
la forma, se mantuvieron con el paso del tiempo a diferencia de la actividad
antimicrobiana que decrecio conforme paso el tiempo.

Después de la esterilizacion con luz UV, no se observaron cambio de color o de
forma. Sin embargo, este comportamiento es diferente a los cambios que se producen con
otros métodos de esterilizacion como la radiacion gamma. De acuerdo a Skiens (1980), el
color amarillento de los materiales poliméricos asociado al uso de radiacion gamma
puede ser debido a la formacion de complejos coloridos durante la irradiacion, y que
eventualmente puede alterar las caracteristicas de las peliculas y causar un deterioro

progresivo de sus propiedades, incluido su aspecto visual y sus propiedades mecanicas.



Por todo eso, dentro de los diversos metodos de elaboracion, esterilizacion y almacenaje
de biopolimeros, debe elegirse aquel que mejor se adapte a las necesidades especificas
del biomaterial y al proposito basico para el cual estan siendo disefiados.

Conforme a lo discutido anteriormente se puede decir que las propiedades
mostradas por las peliculas elaboradas a partir de quitosan y pululano y adicionadas con
extractos acuosos de plantas son consideradas adecuadas para ser empleados como
vehiculos de liberacién de los principios activos de plantas o de otras substancias.

Cabe destacar que ambos polimeros son materiales muy versatiles que permiten
se puedan agregar otros elementos para mejorar sus propias caracteristicas sin modificar
su actividad para que sean empleadas con otro propdsito y que, la adicidn de los extractos
acuosos de plantas, resultdé una opcion promisoria para su uso en el tratamiento tépico de

la enfermedad periodontal.
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5. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, es posible decir que:

1. Los estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de T. vulgaris, M.
chamomilla, J. adstringens, C. officinalis, C. lechleri mostraron algin grado de
actividad inhibitoria sobre todas las cepas probadas.

2. Las pruebas para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria y la
concentracion minima bactericida revelaron que los extractos de T. vulgaris, J.
adstringens y C. lechleri tuvieron la mejor actividad antimicrobiana en las cepas
probadas con concentraciones entre 37 mg/mL a 111 mg/mL.

3. La concentracién minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida para
el extracto de C. lechleri contra cepas de A. actinomycetemcomitans fue de 37
mg/mL.

4. El extracto de J. adstringens mostré la mejor actividad antimicrobiana contra
cepas de P. gingivalis donde la concentracion minima inhibitoria y la
concentracion minima bactericida fue de 37 mg/mL.

5. Los ensayos para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria y la
concentracion minima bactericida revelaron que el extracto de J. adstringens
exhibi6 los mejores resultados sobre cepas de E. coli 43895 a concentraciones de
37 mg/mL y 63 mg/mL respectivamente.

6. Los extractos de T. vulgaris, J. adstringens y C.lechleri tuvieron resultados
similares sobre cepas de E. coli 0157:H7 para una concentracion minima
inhibitoria de 63 mg/mL y una concentracion minima bactericida 111 mg/mL.

7. La mejor formulacion de quitosan al adicionarle los extractos de T. vulgaris y C.
lechleri fue a una concentracion al 1% y al 0.8% con glicerol al 0.2% como

plastificante para las peliculas de quitosan con extracto de J. adstringens.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

La mejor formulacion para la elaboracion de las peliculas de pululano fue al 10%,
adicionado con D-Sorbitol al 0.3%.

Las pruebas de determinacion del pH indico que el promedio fue de 3.9 para las
formulaciones de quitosan y de 5.7 para las de pululano.

La caracterizacion de las peliculas en relacion al grosor demostrdé que hubo una
diferencia significativa entre ambos polimeros. ElI grosor promedio de las
peliculas de quitosan fue de 0.03mm y de 0.07mm para el pululano.

En los ensayos de solubilidad, las peliculas de pululano tuvieron una rapida
disolucion mientras que las de quitosan tardaron mas en disolverse, y en el caso
de quitosan sin extracto y quitosan con J. adstringens, no se disolvieron después
de 24 horas.

Las peliculas de pululano y las de pululano con T. vulgaris mostraron la mejor
actividad antimicrobiana contra A. actinomycetemcomitans.

Las peliculas de quitosan y las de quitosan adicionadas con los tres extractos
tuvieron la mejor actividad antimicrobiana contra P. gingivalis.

Las peliculas de pululano con C. lechleri y pululano con J. adstringens fueron las
que tuvieron mejor actividad antimicrobiana contra ambas cepas de E. coli
probadas.

Las pruebas de estabilidad para conocer la vida util de cada formulacion durante
tres meses de pruebas indicaron que no ocurrieron cambios en las propiedades de
las peliculas almacenadas a una humedad relativa de 60% o 25%.

Las pruebas de estabilidad en relacién a las propiedades de las peliculas
almacenadas a 25°C y 4°C, durante tres meses de evaluacion, revelaron que la
temperatura si afectd las propiedades antimicrobianas de las peliculas sélo sobre
cepas de E. coli 43895.

En relacién a la evaluacion de la vida atil de las peliculas almacenadas bajo
condiciones de luz u obscuridad, los resultados sugieren que no se afecto la
actividad antimicrobiana de las formulaciones en un plazo de tres meses.

La actividad antimicrobiana decreci6 conforme pasaron los meses,

independientemente de las condiciones de almacenaje.
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Se puede concluir que el analisis global de los resultados mostré que las peliculas
elaboradas de quitosan y pululano presentaron caracteristicas adecuadas para su
aplicacion clinica como sistemas de liberacion oral de drogas antimicrobianas sobre
microorganismos periodontopatogenos.

Asi, la aportacion mas relevante de este trabajo es la innovacion del desarrollo de

peliculas que pueden ser empleadas en la terapia de la enfermedad periodontal.



PERSPECTIVAS FUTURAS:

Este trabajo representa la primera etapa en la elaboracion de sistemas de
liberacion para su uso en enfermedades orales y la propuesta para desarrollar nuevos
proyectos de investigacion para perfeccionar las caracteristicas fisicas y bioldgicas de las
peliculas para ser aplicadas en odontologia.

En este contexto se proponen las siguientes sugerencias:

e Anadlisis de cromatografia para los extractos que mostraron la mejor
actividad antimicrobiana, determinar sus compuestos y la actividad de éstos.

e Caracterizacion mecéanica de las peliculas de biopolimeros como su
resistencia y ductilidad.

e Llevar a cabo pruebas de microscopia electrénica para el analisis de la
morfologia de superficie de las peliculas.

e Evaluacion de diferentes técnicas de esterilizacion de las peliculas para ser
empleadas como biomateriales.

e Realizacion de pruebas de citotoxicidad in vitro, directa e indirecta para su
evaluacion como biomateriales.

¢ Realizacién de ensayos en modelos animales.

e Realizacion de pruebas in vivo.

Las recomendaciones aqui expuestas se basan en las limitaciones observadas a lo largo de
este proyecto, en mejorar algunos aspectos de caracterizacion de los biopolimeros

empleados y en la necesidad de dar continuidad al presente trabajo.
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Antimicrobial activity of Thymus vulgaris, Matricaria chamomilla,
Croton lechleri, Calendula officinalis L., Juliana adstringens Schl
against periodontophatogen microorganisms
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Thymus vulgaris (Thyme), Matricaria chamomilla (Chamomile), Croton lechleri (Sangre de Drago), Calendula
officinalis L. (Marigold), Juliana adstringens Schl. (Cuachalalate) are known to have antimicrobial, antiviral and
antifungal activity.

In the present study we investigated the in vitro antimicrobial activity against Aggregatibacter
actinomycetemcomitans and Porphyromonas gingivalis. Different parts of the plants were extracted with solvents
to obtain aqueous extracts. These extracts were tested in vitro for their antimicrobial activity against the
periodontopathogens microorganisms using agar diffusion and microdilution methods. Minimum bactericidal
concentration (MBC) was evaluated by measuring the absence of bacterial growth against the tested organisms
and minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined from the lowest concentrations of extracts to
inhibit the growth of microorganisms. Our results showed that extracts of the five plants tested have some degree
of antimicrobial activity against the two microbial strains with MIC ranging from 37-250 mg/ml.

Keywords Thymus vulgaris; Matricaria chamomilla; Croton lechleri; Calendula officinalis L.; Juliana
adstringens Schl.; antimicrobial activity; Porphyromonas gingivalis; Aggregatibacter actinomycetemcomitans

1. Introduction

Periodontal disease is a chronic inflammatory disease of the periodontium that leads to erosion of the attachment
apparatus and supporting bone for teeth and is one of the most frequently occurring infectious diseases in
humans. Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans (formerly Actinobacillus
actinomycetemcomitans), are among the principal microorganisms asociated with the process [1].

Due to the increased drug resistance and the secondary effects of some antibiotics and mouthwashes like
clorhexidine, used in the treatment of periodontitis, justify the use of natural sources like the plant extracts as
other alternative of dental treatment. Aqueous extracts from various plants are used in Mexican traditional
medicine on some microorganisms associated with human infections. Thyme, chamomile, marigold,
cuachalalate and sangre de drago have been used for their antimicrobial properties [2].

The chemical composition of plants and natural products, quality of the extract, content and concentration varies
depending on several factors, such as botanical species, used chemotypes, the anatomical part of the plant used
(seed, flower, root, leaf), extraction method, the season of the year while they are collected, sun, humidity, type
of ground, storage, etc. This variability can result in significant differences in pharmacological activity:
involving both pharmacodynamic and pharmacokinetic issues.

Plants have the ability to synthesize aromatic substances and secondary metabolites as phenols, terpenoids,
quinones, tannins. These compounds serve as plant defense mechanisms against predation by microorganisms,
insects, and herbivores. Some, are responsible for plant pigment, others give plants their odor or flavor, and
some of the same herbs and spices used by human to season food yield useful medicinal compounds.

The objective of the present study was evaluate the antimicrobial properties of the aqueous extracts of Thymus
vulgaris, Matricaria chamomilla, Croton lechleri, Calendula officinalis L., Juliana adstringens Schl. on
planktonic cultures of Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
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1.1 Thyme

Thymus vulgaris (garden thyme) is a small shrubby plant with a strong, spicy taste, and odor. This plant is
indigenous to the Mediterranean region of Europe and is extensively cultured in different countries. Known
primary constituents of the thyme include essential oil (borneol, carvacrol, cymol, linalool, and thymol), tannin,
flavonoids (apigenin and luteolin), saponins, and triterpenic acids.

Essential oil and extracts from fresh leaves and flowers can be used as aromatic additives in foods,
pharmaceuticals, and cosmetics. T. vulgaris has antispasmodic, carminative, diaphoretic, expectorant, and
sedative properties. As a tincture, extract, or infusion, thyme is frequently used in throat and bronchial problems,
including acute bronchitis, laryngitis, and whooping cough, and also for diarrhoea, chronic gastritis, and loss of
appetite [3,4].

1.2 Chamomile

Matricaria chamomilla is a widely recognized herb in Western culture. Its medicinal usage dates back to
antiquity where such notables as Hippocrates, Galen, and Asclepius made written reference to it. A common
ingredient today in herbal teas because of its calming, carminative, and spasmolytic properties, it is also a
popular ingredient in topical health and beauty products for its soothing and anti-inflammatory effects on skin.
Chamomile has a sweet, grassy, and lightly fruity aroma. Its flowers are daisy-like, with yellow centers
(approximately 1-1.5 cm in diameter) and white petals (between12-20 in number). It is from the plant’s fresh
and dried flower heads that infusions, liquid extracts, and essential oils are made. Several pharmacological
actions have been documented for German chamomile, based primarily on in vitro and animal studies. Such
actions include antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, antispasmodic, anti-ulcer, antiviral, and sedative
effects. The constituents of chamomile thought to have antimicrobial properties include alpha-bisabolol,
luteolin, quercetin, and apigenin. Herniarin may also have antibacterial and antifungal properties in the presence
of ultraviolet light. Preliminary in vitro studies on the antimicrobial activity of chamomile have yielded
promising results. Chamomile oil, at a concentration of 25 mg/mL, demonstrates antibacterial activity against
such gram-positive bacteria as Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, and
Streptococcus salivarius, as well as some fungicidal activity against Candida albicans [5, 6].

1.3 Marigold

Calendula officinalis L. known as calendula or Marigold is an European plant with a bright yellow and orange
flower that belongs to Asteraceae family. It's well acclimatized in Brazil, where it is cultivated as an ornamental
plant and to produce drugs by pharmaceutical industry It is a phytotherapic plant rich in biologically active
metabolites, like sesquiterpens [7], alcohol, saponins [8] , triterpens, flavonoids, hydroxycoumarin, carotenoids
[9] tannin, and volatile oils (0.1-0.2%). These components confer antiseptic action, anti-inflammatory, anti-
edematous, immunomodulatory activity and antimicrobial effects.

1.4 Sangre de Drago

Croton lechleri is a large tree that grows in South America, in the upper Amazon where the majority of the field
research has taken place. A dark red resin, from which the name sangre de drago derives, flows easily from cuts
in the bark and is used fresh or processed into a powdered dry extract of the resin for medicinal purposes. In
traditional medicine sangre de drago is used for the treatment of wounds and irritations but also for a wide
variety of illnesses, including respiratory infections, symptoms of cold and flu, diarrhoea, rheumatism,
tonsillitis, enhanced fertility (and contraception), tuberculosis, hemorrhoids, herpes lesions [10].

The chemical composition of includes a considerable number of compounds including several simple phenols
and diterpenes, proanthocyanidins, phytosterols, [11] a dihydrobenzofuran lignan, [12] and the alkaloid taspine
[13]. One of the most interesting hits in this screen was taspine is a topoisomerase, an alkaloid from the cortex
of the tree, an inhibitor which is active on cells overexpressing drug efflux transporters [14].






1.5 Cuachalalate

Juliana adstringens is an endemic plant of Mexico and belongs to the Julianiaceae family. It is a resinous and
dioecious plant and is a medicinal plant commonly used in Mexico for the treatment of hypercholesterolemia,
gastritis, fevers, gastric ulcers and gastrointestinal cancer [15,16] and also have anti-inflammatory activity [17]
Its principal compounds are masticadienonic acid; 3alpha-hydroxymasticadienonic acid; 3-epi-oleanolic; as well
as the sterol beta-sitosterol [18, 19]. The stem bark also showed higher amounts of triterpenes.

2. Material and Methods

Porphyromonas gingivalis ATCC33277 and Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718 strains
were previously inoculated on plates of trypticase agar (Difco, Detroit, Michigan, USA) and Brain Heart
Infusion agar (Difco, Detroit, Michigan, USA). The plates were incubated at 37°C for 24 hours in anaerobiosis
for P. gingivalis and 5% CO,, for Aggregatibacter actinomycetemcomitans. After the period of incubation,
standardized suspensions were obtained in 10 mL of sterile PBS and adjusted at 0.5 McFarland standard
turbidity.

Aqueous extracts of Thymus vulgaris (thyme), Matricaria chamomilla (chamomile), Croton lechleri (sangre de
drago), Calendula officinalis L. (marigold), Juliana adstringens Schl. (cuachalalate) were used for their
compounds that have antimicrobial properties.

Minimum inhibitory concentration (MIC) of the plant extracts was probed on P. gingivalis and A.
actinomycetemcomitans cultures and determined by microdilution method using 96 well plates. The extracts
were dissolved in trypticase and brain heart infusion broth and then serial two and three-fold were made. The
96-well plates were prepared by dispensing 100 pL of each dilution into double well and adding 100 pL of the
inoculum. The final volume in each well was 200 pL. Two wells were left with 200 uL of media, two more
with 200 uL of inoculum (growth control) and two with 200 uL of chlorhexidine (as positive control). The
plates were incubated at 35°C by 24 hours according to the requirements of oxigen for each strain. The MIC was
determined from the lowest concentration of extracts to inhibit the growth of microorganisms. Inhibition of
proliferation was assessed by optical density measurements (625 nm). For MBC, inoculum from clear wells was
resuspended in PBS to give a standard concentration of cells (1x10™) and 10 uL were inoculated into Petri dish
pouring molten tripticaseine or brain heart infusion agar. The inoculated plates were incubated at 37°C for 24
hours in anaerobiosis and 5% CO, atmosphere conditions. Absence of bacterial growth denoted on the solid
medium was considered to be indicative of bactericidal activity of the extracts. All assays and controls were
performed three times in triplicate.

3. Results and Discussion

Antimicrobial properties of several plants have been investigated as alternatives with low toxicity for the
prevention and treatment of infectious diseases. Thymus vulgaris, Matricaria chamomilla, Croton lechleri,
Calendula officinalis L., Juliana adstringens Schl. present components like tymol, carvacrol, alpha-bisabolol,
luteolin, triterpens, vegetal steroids, phenolic compound, glicosids, tanin and flavonoids. These compounds may
be related to its microbial activity [19].

The results obtained on the inhibitory activity of the different concentrations of 7. vulgaris, M. chamomilla, C.
lechleri, C. officinalis L., J. adstringens Schl. against the tested strains can be observed in Figure 1. Our results
show that minimal inhibitory concentration (MIC) of J. adstringens Schl. was 37 mg/mL for P. gingivalis and
the same concentration of C. lechleri for A. actinomycetemcomitans. MIC of T. vulgaris and M. chamomilla
were 62.5mg/mL for both strain, since C. officinalis L. was 62.5 mg/mL for P. gingivalis and 250mg/mL for 4.
actinomytemcomitans.
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Figure 2 shows the minimum bactericidal concentration. In the present study, the MBC value of J. adstringens
and C. lechleri was registered at 37 mg/mL for P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans respectively.
Concentrations of 62.5 mg/mL of 7. vulgaris for P. gingivalis and J. adstingens for A. actinomycetemcomitans
were necesary. MBC of 7. vulgaris were 111mg/mL for A. actinomycetemcomitans and C. lechleri for P.
gingivalis. M. chamomilla required higher concentrations (250mg/mL) for both microorganisms. MBC of C.
officinalis was 250mg/mL for A. actinomycetemcomitans and 111mg/mL for P. gingivalis.

300

250

Fig. 2. (MBC) Minimum
bactericidal concentration of the
extracts.

[] A. actinomycetemcomitans

[ P. gingivalis

N
o
o

MBC (mg/mL)
G
o

=
o
o

50

T. vulgaris M. chamomilla  J. adstringens C. officinalis C. lechleri

4. Conclusions

Data on the antimicrobial activity on pathogens are important for the future application of these plants in
medicine and dentistry specially for J. adstringens that showed the best result. This is an endemic plant of
Mexico which is in danger of extinction. Our results showed that extracts of the five plants tested have some
degree of antimicrobial activity against the two microbial strains with MIC ranging from 37-250mg/ml. More
detailed studies must be developed on the identification of chemical compounds of Thymus vulgaris,
Matricaria chamomilla, Croton lechleri, Calendula officinalis L., Juliana adstringens Schl. and the correlation
with the antimicrobial activity.
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Candidiasis is an increasing health threat to immune compromised individuals and infections are commonly
associated with the formation of biofilms on the surfaces of biological and inert surfaces. Due to the increased
drug resistance and lack of effective antifungals for the treatment of Candida infections, screening plant extracts
for antimicrobial activity is a potential means of identifying new antifungal agents. The objective of these
experiments was to determine if plant extracts from Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens
Schl. are effective in the inhibition of Candida albicans biofilm formation.

Keywords Candida albicans; biofilms; antifungals; Thymus vulgaris; Croton lechleri; Juliana adstringens Schl.

1. Introduction

During recent years the Candida species, have become one of the most common agents of hospital-acquired
infections [1, 2].

C. albicans is an opportunistic pathogenic fungus and is the most frequent causative agent of candidiasis.
Biofilm formation is now widely considered one of the major virulence attributes of C. albicans and a key
contributing factor to unacceptably high mortality rates associated with candidiasis.

Candida albicans biofilm typically consist of an intricate network of yeasts and hyphae within ramifying water
channels and are encased within exopolymeric material that exhibit rather complex 3D architecture, likely
indicative of a high degree of specialization, adhesive interactions and quorum-sensing mechanisms in biofilm
formation [3].

Quorum sensing (QS) involves the secretion by individual cells of ‘signaling’ molecules. When the local
concentration of these molecules has reached a threshold, the cells respond by switching on particular genes. In
this way individual cells can sense the local density of bacteria, so that the population as a whole can make a
coordinated response [4].

Recently there has been an unacceptably high increase in antifungal drug resistance, particularly in Candida
albicans.

One of the most important characteristics of biofilms is a high level of resistance to antimicrobial drugs, which
can be greater than planktonic cells. Biofilms of C. albicans have been shown to be resistant to the azole drugs
and amphotericin B [5]. As a consequence, new antifungal agents are needed, especially those that are effective
against biofilms. Plant derived antimicrobials have been shown to inhibit microbial biofilm production and
some of them are proved to be active in treating fungal biofilms [6].

Mexico has a great wealth of medicinal plants and it has been popular tradition to use these plants for scientific
investigation, many of which deal with the antimicrobial properties of the plant extracts and their potential as a
clinically relevant antimicrobial therapy.

Aqueous extracts of Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. were tested in vitro for their
antifungal activity against C. albicans using a 96-well microtiter plate model of C. albicans biofilm formation
and inhibition.

The objective of these experiments was to determine the effect of aqueous extracts of three plants on Candida
albicans biofilm formation.
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2. Material and methods

Depending of the plant, different parts of Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. were
collected and extracted with solvents to obtain aqueous extracts. The extracts were filtered with filters role of
Whatman Ltd., sterilized by filtration by 0.22 um Millipore filters Durapore ® GV and stored in sterile amber
bottles.

C. albicans SC5314 strain was used during the course of this study. It was stored on Sabouraud dextrose agar
plates at 4°C until its use. Amphotericine B was used as positive control.

Batches of medium (20 ml YPD) were inoculated from Sabouraud agar plates containing freshly grown C.
albicans, and incubated overnight in an orbital shaker at 30°C. Cells were harvested and washed in sterile
phosphate buffered saline (PBS [Sigma, St Louis, MO]) prior to use.

Biofilms were formed in the wells of microtiter plates as essentially described previously [7].

The cells were then suspended in RPMI 1640 medium, counted and adjusted to the desired cell density (1.0x10°
cells/mL) and performing in each well of 96-well microtiter plate.

For the first assay, biofilms were formed by pipetting 100 pL of the standardized cell suspensions into 96-well
microtiter plates (Corning Incorporated, Corning, NY, U.S.A.) and adding 100 pL of each plant extract to
selected wells by making 2-fold serial dilutions in RPMI 1640 and incubating the plate for 24 hours at 37°C.
After biofilm formation, the medium was discarded and nonadherent cells were removed by washing the
biofilms three times in sterile PBS.

Other assay consisted in add the plant extracts 24h after the formation of biofilms. The biofilms were then
incubated for 24 h. Untreated biofilms containing RPMI 1640 were included to serve as negative controls for
each isolate. The antifungal effects were monitored by using a 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5 sulfophenyl)- 2H-
tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) reduction assay as previously described. A 100uL aliquot of XTT-
menadione was then added to each well. The microtiter plates were covered with aluminum foil and incubated
in the dark for 2 hours at 37 °C. The colorimetric change (a reflection of the metabolic activity of cells within
the biofilm) was measured in a microtiter plate reader at 490 nm. The experiment was performed in triplicate.

3. Results and discussion

Aqueous extracts of Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. was evaluated for
antifungal properties with broth microdilution method against Candida albicans SC5314 biofilm.

Plant extracts were used to treat adherent cell populations with different concentrations (0.005to 4 mg/mL) to
determine the inhibitory activity against C. albicans biofilms. T. vulgaris exhibited low activity against
formation of C. albicans biofilm and in biofilm preformed 24h before. As shown in Fig. 1, this low inhibitory
activity of the plant extracts was even in concentration of 4 mg/mL.
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2. Material and methods

Depending of the plant, different parts of Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. were
collected and extracted with solvents to obtain aqueous extracts. The extracts were filtered with filters role of
Whatman Ltd., sterilized by filtration by 0.22 pm Millipore filters Durapore ® GV and stored in sterile amber
bottles.

C. albicans SC5314 strain was used during the course of this study. It was stored on Sabouraud dextrose agar
plates at 4°C until its use. Amphotericine B was used as positive control.

Batches of medium (20 ml YPD) were inoculated from Sabouraud agar plates containing freshly grown C.
albicans, and incubated overnight in an orbital shaker at 30°C. Cells were harvested and washed in sterile
phosphate buffered saline (PBS [Sigma, St Louis, MQ]) prior to use.

Biofilms were formed in the wells of microtiter plates as essentially described previously [7].

The cells were then suspended in RPMI 1640 medium, counted and adjusted to the desired cell density (1.0x10°
cells/mL) and performing in each well of 96-well microtiter plate.

For the first assay, biofilms were formed by pipetting 100 pL of the standardized cell suspensions into 96-well
microtiter plates (Corning Incorporated, Corning, NY, U.S.A.) and adding 100 pL of each plant extract to
selected wells by making 2-fold serial dilutions in RPMI 1640 and incubating the plate for 24 hours at 37°C.
After biofilm formation, the medium was discarded and nonadherent cells were removed by washing the
biofilms three times in sterile PBS.

Other assay consisted in add the plant extracts 24h after the formation of biofilms. The biofilms were then
incubated for 24 h. Untreated biofilms containing RPMI 1640 were included to serve as negative controls for
each isolate. The antifungal effects were monitored by using a 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5 sulfophenyl)- 2H-
tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) reduction assay as previously described. A 100pL aliquot of XTT-
menadione was then added to each well. The microtiter plates were covered with aluminum foil and incubated
in the dark for 2 hours at 37 °C. The colorimetric change (a reflection of the metabolic activity of cells within
the biofilm) was measured in a microtiter plate reader at 490 nm. The experiment was performed in triplicate.

3. Results and discussion

Aqueous extracts of Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. was evaluated for
antifungal properties with broth microdilution method against Candida albicans SC5314 biofilm.

Plant extracts were used to treat adherent cell populations with different concentrations (0.005to 4 mg/mL) to
determine the inhibitory activity against C. albicans biofilms. T. vulgaris exhibited low activity against
formation of C. albicans biofilm and in biofilm preformed 24h before. As shown in Fig. 1, this low inhibitory
activity of the plant extracts was even in concentration of 4 mg/mL.
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C. lechleri exhibited low activity against formation of C. albicans biofilm and in biofilm preformed 24h before
add the extract (Fig. 2).
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After 24 h incubation, C. albicans had an inhibition of biofilm formation by 88.25% when J. adstringens extract
was added to the medium, at concentrations of 0.12mg/mL and low activity in biofilm preformed 24h before add
the extract (Fig. 3).
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4. Conclusions

These findings suggested that T. vulgaris and C. lechleri have low activity en the formation of biofilm while J.
adstringens displayed strong antifungal activities against C. albicans biofilm formation. When preformed
biofilms were exposed to all the plant extracts, none of them had antifungal effects on preformed C. albicans
biofilms.
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Periodontal disease is an infectious and inflamatory process that affects the periodontum including the gingiva,
gingival attachment, periodontal ligament, cementum and supporting alveolar bone, and is the major cause of
tooth loss in adults. Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans, have been
identified as causative agents. Therapy includes oral hygiene education, instrumentation for removal of calculus
(scaling), chemotherapy and periodontal surgery. At recent years, the use of natural souces like plant extracts and
biomaterials as chitosan and pullulan are enjoying great popularity.

The aim of this work was the use of biotechnology in the development of a local delivery system for the treatment
of periodontal disease evaluating antimicrobial activity of two natural polymers (chitosan and pullulan) added
with aqueous extracts of T. vulgaris, C. lechleri and J. adstringens Schl. against Porphyromonas gingivalis and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, the most frequent causative agents of periodontitis.

Keywords Biopolymers; plant extracts; antimicrobial activity; Porphyromonas gingivalis; Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

1. Introduction

Gingivitis and periodontitis are the most common periodontal diseases. Like other infections, the bacterial-host
interactions determine the nature of the resulting disease. The pathologic microorganisms may produce disease
indirectly through the effect of their toxins or by direct invasion of tissues. The host response to microorganisms
can be protection, destruction or both depending on the variety of changes in the tissues observed in patients. In
general, anaerobic gram negative microorganisms [1, 2, 3] are the principal bacteria associated with most
bacterial caused periodontal diseases. Bacteria commonly identified with this disease are: Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus y Aggregatibacter actinomycetemcomitans [4]. Several
agents are commercially available, these chemicals can alter oral microbiota and have undesirable side-effects
such as vomiting, diarrhoea and tooth staining.

Currently there has been an increase in demand for drugs from natural products without adverse effects on
health, effective and economical. The use of plant extracts, as well as other alternative forms of medical
treatments, is enjoying great popularity [5].

Aqueous extracts from various plants are used in Mexican traditional medicine on some microorganisms
associated with human infections. Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. have shown
antimicrobial, antifungal and anti inflammatory activities.

The use of new biotechnology tools in the development and implementation of renewable materials derived
from the metabolism of some microorganisms or products present in plants or animals as chitosan and pullulan
makes them attractive for its availability, biodegradability and biocompatibility and also allow to add them
certain materials or drugs for their use in medicine as vehicles in the controlled release of active principles of
plant extracts.

Chitosan and pullulan are polysaccharide biopolymers that combine a unique set of versatile physicochemical
and biological characteristics which allow for a wide range of applications, including biodegradability,
biocompatibility and nontoxicity. Biocompatibility of a biomaterial refers to the extent to which the material
does not have toxic or injurious effects on biological systems.

One of the present trends in biomedical research requires materials that are derived from nature as natural
materials have been shown to exhibit better biocompatibility with humans.

Chitin is a N-acetylated polymer of D-glucosamine widely distributed in nature. It is commonly found in the
shells of crabs, shrimps and artrophods as well in the walls of fungi cells [6]. The form deacetylated (chitosan)
has many applications such as producing biodegradable film in waste water treatment, controlled release of
drugs and as food additives.
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Studies on chitosan have been intensified since 1990 due to its low cytotoxicity, antimicrobial activity and
excellent biodegradable properties in the human body, where these have contributed to the better
biocompatibility of chitosan [7,8].

Pullulan is a neutral linear polyssacharide composed of (1—6)-linked a-D-maltotriose residues synthesized from
starch or sugar by Aureobasidium pullulan [9]. Its unique linkage pattern is believed to be responsible for the
structural flexibility and solubility of pullulan, resulting in distinct film- and fiber-forming characteristics not
exhibited by other polysaccharides. It is highly water-soluble and form edible film which is colorless and
tasteless [10, 11, 12]. Pullulan and its derivatives exhibit adhesive properties and can be used in wound-healing
compositions [13]. Oral care products based on pullulan films have recently been commercialized as a denture
adhesive and refreshing breath strips.

2. Material and Methods

2.1 Bacteria Growth conditions

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 and Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718 were
activated in trypticase broth soy and brain heart infusion in the anaerobic chamber and incubated at 35°C for 48
hours in anaerobic and 5% CO, atmosphere conditions respectively. For long-term storage, strains were made
on glycerol stocks.

2.2 Plant material

Different parts of the plants of Thymus vulgaris (thyme), Croton lechleri (sangre de drago) and Juliana
adstringens Schl.(cuachalalate) were collected and extracted with hydroalcoholic solvents to obtain aqueous
and organic extracts.

The extracts were filtered with filters role of Whatman Ltd., sterilized by filtration by 0.22 um Millipore filters
Durapore ® GV and stored in sterile amber bottles. To evaluate the antimicrobial activity of each extracts, 1:2
and 1:3 dilutions were prepared and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined by
microdilution technique NCCLS M11 (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1997).

2.3 Antimicrobial activity

In vitro antimicrobial activities of aqueous extracts of T. vulgaris, C. lechleri, and J. adstringens Schl and
chlorhexidine 0.12 % (as positive control) were evaluated against Porphyromonas gingivalis and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

The minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined by microdilution method using 96 well plates.
The inoculum was prepared and adjusted to 0.5 McFarland standard turbidity. The correct turbidity density was
measured at 540nm using a spectrophotometer.

All the extracts dissolved in trypticase and brain heart infusion broth (for P. gingivalis and A.
Actinomycetemcomitans respectively) and then serial two-three fold dilution were made. The 96-well plates
were prepared by dispensing 100 pL of each dilution into double well and adding 100 pL of the inoculum. The
final volume in each well was 200 pL. Two wells were left with 200 uL. of media, two more with 200 puL. of
inoculum and two with 200 uL of chlorhexidine (as control). The plates were incubated at 35°C by 24 hours
according to the requirements of each strain. The MIC was determined from the lowest concentration of extracts
to inhibit the growth of microorganisms. Inhibition of proliferation was assessed by optical density
measurements (625 nm).

For minimum bactericidal concentrations (MBC), inoculum from clear wells was resuspended in PBS to give a
standard concentration of cells (1x10™) and 10 pL were inoculated into Petri dish pouring molten tripticaseine or
brain heart infusion agar to 45-50°C and swirled to distribute the medium homogeneously. The inoculated plates
were incubated at 37°C for 24 hours in anaerobiosis and 5% CO, atmosphere conditions. Absence of bacterial
growth noted on the solid medium was considered to be indicative of bactericidal activity of the extracts. All
assays and controls were made three times in triplicate.

2.4 Preparation of the polymers

Chitosan with deacetylation degree 85% was purchased from Sigma Chemical CO. St. Louis MO. USA.
Pullulan (molecular weight=200,000) was donated by Hayashibara Company (Okayama, Japan).






Three different formulations of each biopolymer were tested to obtain the best properties for the production of
films. 1.0, 1.2 and 0.8 g of chitosan power were dissolved in 100mL1% (vol/vol) acetic acid aqueous solution
for a final concentration of 1%, 1.2% and 0.8%.

Pullulan was used at 10%, 12% and 10% , plus sorbitol (as plasticizer) and bidestilled water.

The average pH was 3.9 for chitosan and 5.7 for pullulan. The best formulation for each biopolymer were
selected and added to predeterminated amounts of plant extracts: 80mg/mL of T. vulgaris, 60mg/mL J.
adstringens Schl and 90 mg/mL C. lechleri and stirred until the mixture became homogeneous.

The method used was "casting"”, pouring the formulation into acrylic molds (board), spreading the mixture with
a spoon and drying at room temperature. Films were recovered manually after 24 hours. Once recovered, the
films were cut with a 6 mm diameter drill and stored at 25°C and 25% relative humidity until they were used.

2.5 Antimicrobial activity by disc diffusion assay

The discs (6 mm in diameter) of biopolymers with the added extracts where applied by pressing slightly on the
solid trypticase and brain heart infusion agar medium inoculated with 1 uL of bacterial suspension (10°
CFU/mL) of P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans. One disc impregnated with chlorhexidine was used as
positive reference in each plate. The inoculated plates were incubated at 37°C for 24 hours in anaerobiosis and
5% CO, atmosphere conditions. Antimicrobial activity was evaluated by measuring the inhibition zones formed
on the media in millimeters with a ruler. All inhibition assays and controls were repeated three times with each
test conducted in duplicate. The collected data were analyzed by descriptive statistics ANOVA test using SPSS
17.0 software. The results were presented as mean +S.D. Statistical significance was accepted at the p<0.05
level.

3. Results and Discussion

Periodontal diseases are the most frequent infections in humans. Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter
actinomytemcomitans are among the microorganisms commonly identified with the process [4]. Increasing
resistance to drugs and the side effects of some antibiotics and mouthwashes such as chlorhexidine, used in the
treatment of periodontitis, the new biotechonology tools and the antimicrobial activity of some plants, justify the
development of novel options as alternative of dental treatments.

In this work we probed the antimicrobial activity of two biopolymers (chitosan and pullulan) added with
aqueous extract of T. vulgaris, J. adstringens Schl. and C. lechleri on cultures of P. gingivalis and A.
actinomycetemcomitans using the disc diffusion method.

Other studies shown that the exposure of A. actinomycetemcomitans to the chitosan resulted in the disruption of
cell membranes and that it could be considered for the treatment of periodontal diseases [15].

Previous works indicate that chitosan and pullulan have certain in vitro antibacterial activity [16].

Plant extracts used in different countries as tradicional medicines have been studied extensively [14]. Some of
they showed antimicrobial activity against oral pathogens as A. actinomycetemcomitans [17].

The inhibition zones formed by biopolymers chitosan and pullulan added with aqueous extracts of T. vulgaris, J.
adstringens Schl. and C. lechleri, on A. actinomycetemcomitans cultures are shown in Figure 1.
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As can be seen from Figure 1, the extracts of chitosan without extract showed inhibition zones of 4.5 mm, 4
mm the polymer with T. vulgaris, 4.3 mm for J. adstringens Schl. and 6 mm for C. lechleri.

Pullulan biopolymers added with T. vulgaris showed zones of growth inhibition about 9.6 mm of diameter, 7.3
mm for J. adstringens Schl., 6mm for C. lechleri while 9.3 for Pullulan without extracts.
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In addition, the inhibition zones formed by biopolymers and plant extracts against P. gingivalis, are showed in
Figure 2.

Chitosan alone showed 4 mm of inhibition zone, 3 mm with T. vulgaris, 3.6 mm for J. adstringens Schl. and
4.5 mm for C. lechleri.

Pullulan with T. vulgaris and C. lechleri had 6mm for P. gingivalis, 5 mm for J. adstringens Schl. and 4 mm for
Pullulan without extracts.

4. Conclusions

Our results reveal that both biopolymers added with plant extracts have antibacterial activity against the
periodontopathogens probed. These in vitro data still need to be validated by assessing the clinical performance
of the extracts that showed the best activity.

These data encourage further studies with in vivo animal experiments to validate these interesting findings.
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Candidiasis is a common infection of the skin, oral cavity and esophagus, and vagina, although most infections
occur in patients debilitated or who are immunocompromised. Candida albicans is responsible for many of these
infections.

The increase of fungal resistance to classical drugs, the treatment costs, and the fact that most available antifungal
drugs have only fungistatic activity, justify the search for new strategies as the use of natural products.

Thymus vulgaris, Croton lechleri, Juliana adstringens Schl., Matricaria chamomilla and Calendula officinalis L.
are known to have medicinal activity and some of the plants are used in Mexican traditional medicine to treat a
wide range of infections. In the present study we investigated the in vitro antifungal activity of these five plant
extracts against Candida spp.

Keywords antifungal activity; Candida albicans; Thymus vulgaris; Croton lechleri; Juliana adstringens Schl.;
Matricaria chamomilla; Calendula officinalis L.

1. Introduction

Candida yeasts (especially C. albicans) are normal inhabitants of the skin and oral mucosa. The pathogenicity of
Candida species is relatively low, and some special conditions are required for tissue invasion by the fungus. C.
albicans is capable of causing host damage (or disease) leading to oral, vaginal, cutaneous, or systemic
candidiasis [1].

In recent years fungal infections have been increasing due to a growing number of immunosuppressed and
medically compromised patients.

Candida is one of the most-common isolate in nosocomial bloodstream infections of which Candida albicans is
the principal yeast implicated. C. albicans is an opportunistic fungal pathogen capable of life-threatening
disseminated infections particularly in immunocompromised patients [2].

Other opportunistic yeast, Candida dubliniensis, has been implicated in oral candidiasis and oropharyngeal
candidiasis (OPC) in patients infected with Human Immunodeficiency Virus (HIV).

Several local and systemic host factors, particularly immunocompromising conditions including human
immunodeficiency virus (HIV) infection, endocrine disorders, radiotherapy, age, increase in the prevalence of
candidiasis [3]. Several groups of antifungal drugs are currently available. However, the choices are limited
especially when there is a rise in antifungal resistance due an increase in the use of these drugs for the treatment
and prevention of opportunistic fungal infections and in HIV-infected and immunocompromised individuals.
Natural products have been recently investigated more thoroughly as promising agents for the prevention of oral
diseases. The increasing resistance to available antimicrobials has attracted the attention of the scientific
community regarding a search for new cost-effective drugs of natural or synthetic origin [4].

Essential oils in general demonstrate antimicrobial activity against cariogenic microbes and fungal filaments as
well [5].

The increase of fungal resistance to classical drugs, the treatment costs, and the fact that most available
antifungal drugs have only fungistatic activity, justify the search for new strategies as the use of natural
products.
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Thymus vulgaris (thyme), Croton lechleri (sangre de drago), Juliana adstringens Schl. (cuachalalate),
Matricaria chamomilla (chamomille) and Calendula officinalis L. (marigold) are known to have antimicrobial,
antiviral, antinflamatory and antifungal properties [6, 7, 8, 9].

Owing the antifungal activity probed in previous studies, these plant extracts may have potential in the treatment
of candidiasis.

The purpose of this study was to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
fungicidal concentration (MFC) of the extracts of the five plants against C. albicans and C. dubliniensis.

2. Material and Methods

Different parts (flowers, leaves, stems, etc.) of Thymus vulgaris, Croton lechleri, Juliana adstringens Schl.,
Matricaria chamomilla and Calendula officinalis L. were extracted with hydroalcoholic solvents. The aqueous
extracts obtained were filtered with filters role of Whatman Ltd., sterilized by filtration by 0.22 pm Millipore
filters Durapore ® GV and stored until their use. Assembly was performed in a Laminar Air Flow cabinet to
prevent contamination.

The aqueous extracts were tested in vitro for their antifungal activity against two yeasts (Candida albicans CBS-
562 and Candida dubliniensis CBS-7987). Fluconazole (Pfizer) was used as positive control.

Minimum inhibitory concentration (MIC) was obtained by microdilution method on a sterile 96 well culture
plate. RPMI- 1640 medium (Sigma) containing varying amounts (serial twofold diluted) of each extract was
inoculated with actively yeasts. 100 pL aliquots of plant extracts were dispensed into each well for a
concentration ranging from 1.6 to 50 mg/ml. Then, 100 uL of yeast inoculums containing 1x10° yeast cells/mL
was added to each well. A growth control, RPMI medium was included for each strain. After 24 hours
incubation, the growth was monitored at 600nm. The MIC was defined as the lowest concentration required to
arrests the growth of the fungi at the end of 24 hours incubation. For determination of minimum fungicidal
concentration (MFC), a 0.01 —mL aliquot of the medium drown for the culture plaques showing no macroscopic
growth at the end of 24 hours culture was sub-cultured on Sabouraud dextrose agar (Difco) plates to determine
the number of vital microorganisms after incubation for 24 hours at 37°C. The MFC was defined as the lowest
concentration of the agent that reduced the number of viable organisms by 99.9%.

These experiments performed in duplicate were repeated independently three times.

All statistical results were performed by SPSS version 17.0. The antifungal activity of the extracts on Candidas
was analyzed by analysis of variance (ANOVA). Statistical significance was defined as P <0.5.

3. Results and Discussion

There has been an increase in the prevalence of fungal infections. At the same time, drug resistance has become
an important issue in a variety of fungal infections, which have profound effects on human health. The rise in
prevalence of fungal infections and drug resistance has exacerbated the need of new antifungal agents [4].
Previous studies showed that extract from Thymus vulgaris, Croton lechleri, Juliana adstringens Schl.,
Matricaria chamomilla and Calendula officinalis L. has demonstrated antifungal activity against pathogenic
fungus [6, 7, 8, 9].

The present study demonstrated the different results of the antifungal activity of the five extracts against C.
albicans and C. dubliniensis.

There are some possible explanations for the differences in biological activities of each extract. Firstly, it is
known that similar plants growing in different geographical locations may be phytochemically different.
Secondly, the active constituents of plants vary greatly depending of the extraction technique and the solvents
used [10].

MIC obtained for Thymus vulgaris, Croton lechleri, Juliana adstringens Schl., Matricaria chamomilla and
Calendula officinalis L. on cultures of Candida albicans and Candida dubliniensis and determined by broth
dilution technique are summarized in Figure 1.
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Our results indicate that MIC for T. vulgaris is 3.12 mg/mL for C. albicans and 1.6 mg/mL for C. dubliniensis.
25 mg/mL of M. chamomilla for C. albicans and 12.5 mg/mL for C. dubliniensis. For J. adstringens 0.4 mg/mL
was the concentration for both strains. C. officinalis needs higher concentrations (50mg/mL) for the two strains
probed while the minimum inhibitory concentration for C. lechleri was mg/mL.
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Figure 2 show the MFC of the five extracts on both strains. The determination of minimum bactericidal
concentration of 7. vulgaris was 12.5 mg/mL for C. albicans and 6.25 mg/mL for C. dubliniensis. 50 mg/mL
was the concentration for M. chamomilla. For J. adstringens the minimum bactericidal concentration was 1.6
mg/mL for both strains , 50 mg/ml for C. officinalis and 25 mg/mL for C. lechleri in both strains tested.

3. Conclusions

The strong antifungal activity of J. adstringens Schl. may make it good candidate for further development as
antifungal agent for candidiasis therapy. However, the clinical significance of these in vitro results should be
verified by clinical trials.
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Biofilm formation plays a key role in the life cycles and subsistence of many microorganisms. The human fungal
pathogen Candida albicans has a high propensity to develop biofilms and resulted resistant to traditional
antifungal agents. The increase of fungal resistance to classical drugs, the treatment costs, and the fact that most
available antifungal drugs have only fungistatic activity, justify the need for new strategies that make use of
natural products and biotechnology. The aim is to find new effective antifungal agents from Thymus vulgaris,
Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. against Candida albicans using these extracts in chitosan and
pullulan biopolymers.

Keywords Biofilm formation; Candida albicans; antifungal agents; Thymus vulgaris; Croton lechleri; Juliana
adstringens Schl.; Chitosan; Pullulan

1. Introduction

Candida albicans is a major human pathogen, causing both mucosal and deep tissue infections. During recent
years the Candida species, have become one of the most common agents of hospital-acquired infections [1].
Candidiasis is an increasing health threat to immune compromised individuals and infections are commonly
associated with the formation of biofilms, which are defined as complex microbial communities attached to a
surface and encased in an exopolymeric matrix. Biofilms are composed of a mixture of cell types, including
yeast, pseudohyphal and hyphal cells, and hyphae are a prominent feature of biofilms [2].

Within this niche, C. albicans has intrinsic resistance to commonly used antifungal drugs. The increase of
resistance associated with biofilms remarks the importance of determine the effectiveness of natural antifungal
agents against fungal biofilms.

The ability to produce biofilm by those yeasts plays an important role in the pathogenesis of candidiasis.
Candida biofilm can form on the surface of plastic materials (silicon, polychloride vinyl, polymethacrylate
methyl) used to catheters, drains and dentures production that is why it is a serious problem in case of fungal
infections in patients who during the diagnosis and treatment have contact with biomaterials [3, 4].

Most of the models for the formation of microbial biofilms are complex and requiring expert handling, longer
processing time and specialized equipment not generally available in a regular laboratory.

Aqueous extracts from various plants are used in Mexican traditional medicine on some microorganisms
associated with human infections. Thyme, chamomile, marigold, cuachalalate and sangre de drago have been
used for their antimicrobial properties.

Chitosan is a polysaccharide derived by deacetylation of chitin, which is a copolymer of N-acetyl-glucosamine
and N-glucosamine units randomly distributed throughout the polymeric chain. There are numerous works on
the use of chitosan in a number of biomedical applications, including drug-delivery systems, tissue engineering,
orthopedics [5].

Pullulan is a neutral linear polyssacharide composed of (1—6)-linked o-D-maltotriose residues and is
synthesized from starch or sugar by Aureobasidium pullulan [6] which has adhesive properties and can be used
in wound-healing compositions [7].
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2. Material and Methods

3.1 Plant extracts

Different parts of the plants of Thymus vulgaris (thyme), Croton lechler (Sangre de Drago) and Juliana
adstringens Schl. (cuachalalate) were collected and extracted with hydroalcoholic solvents to obtain aqueous
and extracts. The extracts were filtered and sterilized by filtration by 0.22 um Millipore filters Durapore ® GV
and stored in sterile amber bottles.

3.2 Preparation of the polymers

Three formulations of each polymer were tested to obtain the best properties for the production of films. 1.0, 1.2
and 0.8 g of chitosan power were dissolved in 100 mL1% (vol/vol) acetic acid aqueous solution for a final
concentration of 1%, 1.2% and 0.8%.

Pullulan was used at 10%, 12%, 10% (plus sorbitol) and dissolved in bidestilled water.

The best formulation for each polymer (1% chitosan, 10% pullulan) were selected and added to predetermined
amounts of plant extracts: 10% of T. vulgaris, 11% J. adstringens Schl and 20% C. lechleri.

The method used was "casting" pouring the formulation into acrylic moulds (board), spreading the mixture with
a spoon and drying at room temperature. Films were recovered manually after 24 hours. Once recovered, the
films were cut with a 6 mm diameter drill and stored at 25°C and 25% relative humidity.

3.3 Biofilm formation

Candida albicans SC5314 were prepared on Sabouraud dextrose agar plates and stored at 4°C until its use. A
method described previously was followed [8]. Cells were inoculated in flasks containing yeast peptone
dextrose (YPD) liquid medium and incubated overnight in an orbital shaker (150- 180 rpm.) at 30°C. The
overnight- grown liquid cultures were centrifuged at 3,000 g for 5 min at 4°C. Supernadant was removed and
washed twice with sterile PBS. Pellet was resuspended in approximately 20 mL of RPMI 1640 prewarmed at
37°C. 100 pL of inoculum with a suspension of 1x 106 cells mL-1 of cells density were performing in each well
of 96-well microtiter plate. The plates were incubated for 24 hours at 37°C. After biofilm formation, the
medium was aspirated carefully. The plates were washed three times in sterile PBS to remove planktonic and
free cells.

3.4 Inhibition tests

One test consisted in add each biopolymer prepared with the extracts on the wells of microtiter plate before
incubation. Other probe was adding the biopolymer to probe the inhibition on biofilm preformed 24 h before.
These models were coupled with a colorimetric XTT-reduction assay in which metabolically active sessile cells
reduce a tetrazolium salt to water-soluble orange formazan compounds. 100 ul of the XTT/menadione solution
were added to each well containing a prewashed biofilm as well as to negative control wells. The plates were
covered with aluminum foil and incubated in the dark for 2-3 hours at 37°C. Visual inspection was made to
demonstrate a gradient of orange color. The intensity of the product was reading and determined using a
microtiter-plate reader at 490 nm. All assays and controls were made three times in triplicate.

3. Results and Discussion

Candida albicans is an important bacterial pathogen most frequently responsible for nosocomial infections [1].
It is often resistant to many antibiotics used in causative therapy. The efficacy of many antibiotics for treatment
of severe infections has become quite limited due to the development of resistance. Improving the effectiveness
and decreasing the toxicity of antibiotics are the two basic objectives in the development of novel antimicrobial
agents.

Many works published indicate that some plant extracts and the biopolymers as chitosan has certain in vitro
antibacterial activity [9,10].






Chitosan biopolymers showed inhibitory activity with T. vulgaris and C. lechleri, with 51.5% and 44% biofilm
inhibition, respectively. However, there was low activity using Chitosan added with J. adstringens. The
biopolymers did not have significative inhibitory effects on preformed C. albicans biofilms (Fig. 1).
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Fig. 1. Inhibitory activity of Chitosan on Candida biofilm formation. a). Biofilm formed in presence of Chitosan.
b) Biofilm preformed 24h before add the biopolymer. Amphotericine B (control).

Our results revealed that Pullulan biopolymers with J. adstringens Schl. inhibited biofilm formation about
100%, while T. vulgaris showed low activity (2.5% biofilm inhibition), and C. lechleri inhibited biofilm
formation about 52.5% (Figure 2).
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Fig. 2. Inhibitory activity of Pullulan on Candida biofilm formation. a) Biofilm formed in presence of Pullulan.
b) Biofilm preformed 24h before add the biopolymer. Amphotericine B (control).

4. Conclusions

Our results showed that pullulan with J. adstringens exhibited strong antifungal activities in formation of C.
albicans biofilm in presence of this polymer, while T. vulgaris and C. lechleri exhibited inhibitory effects in
biofilm formed in presence of chitosan biopolymers. None of the biopolymers had inhibitory effects on
preformed biofilm. These findings could also prove to be a promising alternative in the treatment of patients for
whom existing antimicrobial treatment fails.
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ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans are considered
key pathogens in periodontitis that is the principal cause of tooth loss in adults. The treatment of
periodontal disease consists on the use of chemicals can alter oral microbiota and have
undesirable side-effects such as vomiting, diarrhea and tooth staining.

At recent years, the use of natural souces like biomaterials such as biopolymers and plant
extracts are enjoying great popularity. Chitosan and pullulan are polymers that have been
proposed due to their favorable properties such as biocompatibility, biodegradability, adhesion
ability and nontoxicity.

The aim of this study was to develop films from chitosan and pullulan containing plant
extracts as delivery system and determine the in vitro antibacterial activity against
periodontopathogen microorganisms and their stability under different conditions of storage.

Key words film, polymers, storage
INTRODUCTION

Dental diseases are chronic infections caused by oral bacteria harboring the dental
biofilm. Periodontitis is an infectious and inflamatory process that is associated with anaerobic
Gram-negative bacteria [1] and affects teeth-supporting structures and is the major cause of tooth
loss in adults. Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans are
considered the principal microorganisms involved in the process.

The aim of current periodontal therapy is to remove the bacterial deposits from the tooth
surface and to shift the pathogenic microbiota to one compatible with periodontal health [2].
Therapeutic approaches include surgical techniques and mechanical debridement of the root
surfaces and/or treatment of the infection with systemic or local antibiotics [3]. Local delivery of
antimicrobial agents is becoming more prevalent since it leads to higher concentration of the
drug at the intended site of action using a lower dose with an associated reduction in side effects
relative to systemic administration.

In the last decade, polymer based technologies have found wide biomedical applications.
Natural polymers as chitosan and pullulan have the property of encapsulating a diverse range of
molecules of biological interest and bear distinct therapeutic advantages such as controlled
release of drugs, protection against the premature degradation of drugs and reduction of drug
toxicity. These are important considerations in the long-duration treatment of infectious diseases.
Due to these properties, they are widely used for biomedical applications such as tissue
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engineering scaffolds, drug delivery, wound dressings, separation membranes and antibacterial
coatings. Delivery systems based in these polymers can be pleased in the specific site. As a
result, they maintain the drug locally without undesirable side effects.

Chitosan [(1—4)2-amino-2-deoxy--D-glucan] is a cationic linear aminopolysaccharide
obtained by partial N-deacetylation of chitin, the latter being one of the most abundantly
occurring natural biopolymer which is present as a structural component of the exoskeletons of
crustaceans, insects and other arthropods, as well as in the cells walls of certain fungi. Chitosan
displays certain properties by virtue of the presence of free amino groups which make it a
versatile polymer with a broad range of applications in several fields including biomedicine,
pharmacy, agriculture and the food and paper industries [4].

Pullulan is a neutral linear polyssacharide composed of (1—6)-linked a-D-maltotriose
residues and is synthesized from starch or sugar by Aureobasidium pullulan [5]. Its unique
linkage pattern is believed to be responsible for the structural flexibility and solubility of
pullulan, resulting in distinct film- and fiber-forming characteristics not exhibited by other
polysaccharides. It is highly water-soluble and form edible film which is colorless and tasteless.
Pullulan and its derivatives exhibit adhesive properties and can be used in wound-healing
compositions [6,7,8].

Thymus vulgaris, Croton lechleri and Juliana adstringens Schl., are known to have
antimicrobial activity [9], and they are used in Mexican traditional medicine. Their extracts were
tested in vitro, in a previous work, for their antimicrobial activity against P. gingivalis and A.
actinomycetemcomitans [10].

The aim of this work was to develop membranes of chitosan and pullulan as delivery
system of aqueous plant extracts and evaluate their antimicrobial activity against P. gingivalis
and A. actinomycetemcomitans, and their stability under different conditions of storage.

EXPERIMENT

Bacterial strains and culture conditions

Two strains were used in this study: Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718 were activated in trypticase soy broth and
brain heart infusion in the anaerobic chamber and incubated at 35°C for 48 hours in anaerobic
and 5% CO, atmosphere conditions respectively.

Antimicrobial activity of plant extracts

Values of the MIC and MCB of the extracts were determined by broth microdilution and agar
diffusion methods in a previous work [10].

Elaboration of the membranes

Two different biopolymers were used in the present study. Chitosan with deacetylation degree
85% was purchased from Sigma Chemical CO. St. Louis MO. USA. Pullulan (molecular
weight=200,000) was donated by Hayashibara Company (Okayama, Japan).

Three different formulations of each biopolymer were tested to obtain the best properties for the
production of membranes. 1.0, 1.2 and 0.8 g of chitosan powder were dissolved in 100 mL1%
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(vol/vol) acetic acid aqueous solution by stirring at room temperature for a final concentration of
1%, 1.2% and 0.8%.

Pullulan was used at 10%, 12% and 10%, plus sorbitol (as plasticizer) and bidistilled water. The
best formulation for each biopolymer (1% for chitosan and 10% for pullulan) were selected and
added to predetermined amounts of plant extracts: 80 mg/mL of 7. vulgaris, 60 mg/mL J.
adstringens Schl and 90 mg/mL C. lechleri and stirred until the mixture became homogeneous.
pH of each suspension was measured with a potentiometer. The average of pH was 3.9 for
chitosan and 5.7 for pullulan.

The method used was "casting", pouring the formulation into acrylic moulds measuring 20 cm X
20 cm, spreading the mixture manually with a spoon and drying at room temperature.
Membranes were recovered manually after 24 hours. Once recovered, the membranes were cut
with a 6 mm diameter hole puncher and kept at different conditions of storage: 25°C and 4°C;
65% and 25% relative humidity, and light or darkness until they were used.

The thicknesses of the membranes of both polymers with and without extracts were measured
with a micrometer (Mitutoyo, Japan) and the mean value was calculated.

The discs made from membranes of biopolymers were classified as:

CH (Chitosan), CH-Tv (Chitosan- T. vulgaris), CH-Ja (Chitosan- J. adstringens), CH-CI
(Chitosan- C. lechleri), P (Pullulan), P-Tv (Pullulan-T. vulgaris), P-Ja (Pullulan-J. adstringens),
P-CI (Pullulan-C. lechleri).

Antimicrobial activity of the discs of biopolymers by disc diffusion assay

The discs (6 mm in diameter) of biopolymers with the added extracts where applied by pressing
slightly on the solid trypticase and brain heart infusion agar medium inoculated with 1 uL of
bacterial suspension (108 CFU/mL) of P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans. The
inoculated plates were incubated at 37°C for 24 h in anaerobiosis and 5% CO, atmosphere
conditions. Antimicrobial activity was evaluated by measuring the inhibition zones formed on
the media in millimeters with a ruler. All inhibition assays and controls were repeated three times
with each test conducted in duplicate. The collected data were analyzed by descriptive statistics
ANOVA test using SPSS 17.0 software. The results were presented as mean £S.D. Statistical
significance was accepted at the p<0.05 level.

Solubility tests

The solubility tests were performed immersing the discs of polymers in watch glasses containing
3 mL of artificial saliva until the discs were dissolved totally.

RESULTS

The increased drug resistance, the secondary effects of some antibiotics and
mouthwashes like clorhexidine, used in the treatment of periodontitis [2], the new
biotechonology tools and the antimicrobial activity of some plants, justify the development of
novel options as alternative of dental treatment.

Previous works indicate that chitosan and pullulan have certain in vitro antibacterial activity
[5,11]. In this work we probed the antimicrobial activity of two biopolymers (chitosan and
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pullulan) added to aqueous extracts of 7. vulgaris, J. adstringens Schl. and C. lechleri on
cultures of P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans using the disc diffusion method.

The inhibitory effect of biopolymers added with the three plant extracts on cultures of A.
actinomycetemcomitans is showed in Figure 1 and 2.

There was a high significant difference in the antimicrobial activity of the biopolymers, time of
storage and temperature (Figure 1 and 2), however any significant difference was presented
under relative humidity and light conditions (data not showed).

The highest antimicrobial activity against A. actinomycetmcomitans was with the pullulan films.
Pullulan with J. adstringens had the best antimicrobial activity against this microorganism
(Figures 1 and 2). Decreased antimicrobial activity of both polymers stored at 25°C was
observed with increasing time of storage.
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Fig. 1. Effect of the temperature of storage (25°C) in the antimicrobial activity of the
biopolymers added with plant extracts on cultures of A. actinomycetemcomitans over the three
months test period.
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Fig. 2. Effect of the temperature of storage (4°C) in the antimicrobial activity of the biopolymers
added with plant extracts on cultures of A. actinomycetemcomitans over the three months test
period.
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Figures 3 and 4 show the antimicrobial activity of the biopolymers on cultures of P. gingivalis.
There was not significant difference in the inhibitory effect by the interaction of polymers, time
of storage, temperature and light conditions (data not showed).

Although an important decrease in the antimicrobial activity of both biopolymers with the time
of storage was observed, chitosan was the most stable at different conditions of storage during
12 the whole experimental period. There was not significant difference (p[! .05) in the inhibition of
13 P. gingivalis with both biopolymers. The discs made of chitosan added with C. lechleri and J.

14 adstringens and all the pullulan discs stored as 4°C showed the best antimicrobial activity at

15 lower concentrations on P. gingivalis at the first month.
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Fig. 4. Effect of the temperature of storage (4°C) in the antimicrobial activity of the biopolymers
51 added with plant extracts on cultures of P. gingivalis over the three months test period.
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Figures 5 and 6 show the average of solubility time of the biopolymers on artificial saliva. All
the discs of pullulan stored at both relative humidity and light conditions showed the less time of
solubility. Chitosan films without extracts and chitosan with J. adstringens Schl. were not
dissolved in the first 24 hours.
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Fig. 5. Solubility time of the membranes stored at relative humidity of 60% with and without
light.
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Fig. 6. Solubility time of the membranes stored at relative humidity of 25% with and without
light.

CONCLUSIONS

It was concluded that both biopolymers added with aqueous extracts of Thymus vulgaris,
Croton lechleri and Juliana adstringens Schl. and stored under different conditions of relative
humidity, temperature and light have antibacterial activity against Porphyromonas gingivalis and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

For oral diseases as periodontitis, the delivery of a drugs in the right place can minimize
systemic adverse reactions, reduce drug dosage and eventually lower the cost and improve
patient compliance.
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DEVELOPMENT AND IN VITRO EVALUATION OF BIOPOLYMERS
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ABSTRACT

Periodontal disease is the major cause of tooth loss in adults.
Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetem-
comitans are considered key pathogens in periodontitis. The
treatment consists of oral hygiene education, instrumentation
for removal of calculus (scaling), chemotherapy and periodon-
tal surgery. Several agents are commercially available; these
chemicals can alter oral microbiota and have undesirable side-
effects such as vomiting, diarrhea and tooth staining. Hence, the
search for alternative products continues and natural phyto-
chemicals isolated from plants used as traditional medicine and
the use of biomaterials are considered good alternatives. Chi-
tosan and pullulan are polymers that have been proposed due to
their favorable properties such as biocompatibility, biodegrad-
ability, and adhesion ability. They can be used as local delivery
systems of active principles of plant extracts.

Thymus vulgaris, Matricaria chamomilla, Croton lechleri, Cal-
endula officinalis L. and Juliana adstringens Schl. are known to
have medicinal activity, and they are used in Mexican tradition-
al medicine. Their extracts were tested in vitro for antimicrobial
activity against P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans,
using agar diffusion and microdilution methods. The antimicro-
bial activity of films from biopolymers with plant extracts was
evaluated by measuring the zones of inhibition against the test-
ed organisms.

The aim of this study was to develop bioadhesive films from
chitosan and pullulan with added plant extracts and deter-
mine the antimicrobial activity of films against periodontal
pathogens.

Key words: biopolymers, plant extracts, delivery system,
antimicrobial activity, periodontopathogen microorganisms.

DESARROLLO Y'EVALUACI()N IN VITRO DE BIOPOLIMEROS COMO UN SISTEMA
DE LIBERACION CONTRA MICROORGANISMOS PERIODONTOPATOGENOS

RESUMEN

La enfermedad periodontal es la principal causa de pérdida de
dientes en los adultos. Los agentes causales comunmente identi-
ficados con la enfermedad son Porphyromonas gingivalis y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. El tratamiento de la
enfermedad consiste en educacion sobre higiene oral, remocion
de calculos por medio de instrumentacion (raspado y alisado de
la raiz), la administracion de medicamentos y cirugia. Hay mul-
tiples agentes quimicos disponibles comercialmente; éstos
pueden alterar la microflora oral y tener efectos secundarios
indeseables como vomito, diarrea y pigmentacion dental. Por lo
tanto, los productos naturales como los fitoquimicos aislados de
plantas que son usadas como medicinas tradicionales y los bio-
materiales, son considerados buenas alternativas. El quitosan y
el pululan son polimeros que han sido propuestos debido a sus
propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad, habili-
dad de adhesion y que pueden ser usados como sistemas de
liberacion de los principios activos de extractos de plantas.

INTRODUCTION

Periodontal disease is an undesirable condition
which has widespread occurrence. It is an inflam-
matory disease that affects the periodontum, which
consists of the investing and supporting tissues sur-

Los extractos de Thymus vulgaris, Matricaria chamomilla,
Croton lechleri, Calendula officinalis L. y Juliana adstringens
Schl. son conocidos por tener actividad medicinal y se usan en
la medicina tradicional Mexicana. La actividad antimicrobia-
na de sus extractos fue probada in vitro contra P. gingivalis y
A. actinomycetemcomitans usando los métodos de difusion en
agar y de microdilucion. La actividad antimicrobiana de peli-
culas a base de biopolimeros con extractos de plantas fue
evaluada midiendo las zonas de inhibicion de crecimiento de
los organismos probados.

El proposito de este estudio fue desarrollar peliculas bioadhe-
sivas de quitosan y pululan adicionadas con extractos de
plantas y evaluar su actividad antimicrobiana contra perio-
dontopatogenos.

Palabras clave: biopolimeros, extractos de plantas, sistema de
liberacion, actividad antimicrobiana, microorganismos perio-
dontopatogenos.

rounding a tooth (i.e., the periodontal ligament, the
gingiva, and the alveolar bone'.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerel-
la forsythensis and Porphyromonas gingivalis, are
among the principal microorganisms associated with
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the process of periodontal diseases?*. Microorgan-
isms contribute to both the initiation and progression
of gingivitis, plaque, and periodontal disease. Ther-
apeutic approaches include oral hygiene instruction,
surgical techniques and mechanical debridement of
the root surfaces, scaling and/or treatment of the
infection with systemic or local antibiotics*.

As a public health concern, the notion of periodon-
tal disease being a risk factor for cardiovascular
disease, stroke and premature birth brings increased
urgency to the need for controlling and preventing
the disease in a cost-efticient manner>

Chitosan a (1—4)-linked 2-amino-2-deoxy-s-D-glu-
can, is prepared by N-deacetylation of chitin, which
is the second most abundant polysaccharide found
in nature® and distributed widely in nature, especial-
ly in marine invertebrates, insects, yeast, and fungi.
There are numerous works on the use of chitosan
in a number of biomedical applications, including
drug-delivery systems, tissue engineering, and
orthopedics’.

Pullulan is a neutral linear polyssacharide com-
posed of (1—6)-linked a-D-maltotriose residues
synthesized from starch or sugar by Aureobasidium
pullulan, which has adhesive properties and can be
used in wound-healing compositions®.

Medicinal plants have been used as traditional treat-
ments for numerous human diseases for thousands
of years in many parts of the world. Mexico has a
great wealth of medicinal plants and it has been
popular tradition to use plants for scientific investi-
gation, many of which deal with the antimicrobial
properties of the plant extracts and their potential
as a clinically relevant antimicrobial therapy.
Thymus vulgaris (thyme), Matricaria chamomilla
(chamomile), Croton lechleri (sangre de drago),
Calendula officinalis L. (marigold) and Juliana
adstringens Schl. (cuachalalate) are known to have
antimicrobial, antiviral, anti-inflammatory and anti-
fungal properties®!'.

Many compounds derived from plants used in tra-
ditional medicinal systems have been recorded in
pharmacopeias as agents used to treat infections,
and a number of these have been recently investi-
gated for their efficacy against oral microbial
pathogens.

Essential oil and extracts from fresh leaves and
flowers of T. vulgaris can be used as aromatic addi-
tives in foods, pharmaceuticals, and cosmetics. Its
primary constituents are thymol and carvacrol.

The constituents of M. chamomilla thought to have
antimicrobial properties include alpha-bisabolol,
luteolin, quercetin, and apigenin'!.

The chemical composition of C. lechleri includes a
considerable number of compounds, including sever-
al simple phenols and diterpenes, proanthocyanidins,
and phytosterols'2.

Marigold is a phytotherapeutic plant rich in biolog-
ically active metabolites, such as sesquiterpens,
triterpens, flavonoids, carotenoids and tannins.
These components confer antiseptic action, anti-
inflammatory, anti-edematous, immunomodulatory
activity and antimicrobial effects!>.

J. adstringens Schl. is an endemic plant of Mexico.
Its principal compounds are masticadienonic acid;
3alpha-hydroxymasticadienonic acid; 3-epi-oleano-
lic; as well as the sterol beta-sitosterol'*!3.

Due to the safety risk of systemic uptake of drugs
administered by local delivery'®!’, the use of natu-
ral, safe plant medication!! provides an attractive
alternative for treating oral diseases with potential-
ly high compliance. The plant extracts mentioned
in this work are effective in treating various oral
disorders such as plaque reduction, candidiasis,
canker sores and alveolitis!'>1%19,

The aim of this work was to provide a self-bioad-
hesive film for a topical application that adheres
to the oral mucosal tissues and investigate the in
vitro antimicrobial effects against two pathogen-
ic microorganisms that have been associated
with periodontal diseases, in order to assess the
potential for developing them into agents that
can be used as preventive or treatment therapies,
either alone or in combination with conventional
treatments.

MATERIAL AND METHODS

Bacteria Growth conditions

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 and Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718
were activated in trypticase soy broth and brain
heart infusion in the anaerobic chamber and incu-
bated at 35°C for 48 hours in anaerobic and 5% CO,
atmosphere conditions respectively. For long-term
storage, strains were made on glycerol stocks.

Plant material

Different parts of Thymus vulgaris, Matricaria
chamomilla, Croton lechleri, Calendula officinalis
L. and Julliana adstringens Schl. were collected
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and extracted with hydroalcoholic solvents to
obtain aqueous and organic extracts.

The extracts were filtered with filters role of What-
man Ltd., sterilized by filtration by 0.22 pum
Millipore filters Durapore ® GV and stored in ster-
ile amber bottles.

To evaluate the antimicrobial activity of each
extract, 1:2 and 1:3 dilutions were prepared and the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was
determined by microdilution technique NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards, 1997).

Antimicrobial activity

In vitro antimicrobial activities of aqueous extracts
of T. vulgaris, Matricaria chamomilla, C. lechleri,
Calendula officinalis L., J. adstringens Schl and
Chlorhexidine 0.12% (as positive control) were
evaluated against Porphyromonas gingivalis and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

The minimum inhibitory concentrations (MIC)
were determined by the microdilution method using
96- well plates. The inoculum was prepared and
adjusted to 0.5 McFarland standard turbidity.- The
correct turbidity density was measured at 540nm
using a spectrophotometer.

All the extracts were dissolved in trypticase and
brain heart infusion broth (for P. gingivalis and A.
actinomycetemcomitans respectively) and then seri-
al two-three fold dilutions were made. The 96-well
plates were prepared by dispensing 100 pL of each
dilution into double well and adding 100 uL of the
inoculum. The final volume in each well was 200
pL. Two wells were left with 200 puL of media, two
more with 200 pL of inoculum and two with 200
pL of chlorhexidine (as positive control). The plates
were incubated at 35°C for 24 hours according to
the requirements of each strain. The MIC was deter-
mined from the lowest concentration of extracts to
inhibit the growth of microorganisms. Inhibition of
proliferation was assessed by optical density meas-
urements (625 nm).

For minimum bactericidal concentrations (MBC),
inoculum from clear wells was resuspended in PBS
to give a standard concentration of cells (1x10)
and 10 uL were inoculated into Petri dish pouring
molten trypticase or brain heart infusion agar to 45-
50°C and swirled to distribute the medium
homogeneously. The inoculated plates were incu-
bated at 37°C for 24 hours in anaerobiosis and 5%

CO, atmosphere conditions. Absence of bacterial
growth noted on the solid medium was considered
to be indicative of bactericidal activity of the
extracts. Petri dishes containing media and 10 pL
of chlorhexidine from the control wells were used
as control.

All assays and controls were made three times in
triplicate.

Preparation of the polymers

Chitosan with deacetylation degree 85% was pur-
chased from Sigma Chemical CO. St. Louis MO.
USA.

Pullulan (molecular weight=200,000) was donated
by Hayashibara Company (Okayama, Japan).
Three different formulations of each biopolymer
were tested to obtain the best properties (thickness
and solubility) for the production of films. 1.0, 1.2
and 0.8 g of chitosan powder were dissolved in
100mL 1% (vol/vol) acetic acid aqueous solution
for final concentrations of 1%, 1.2% and 0.8%.
Pullulan was used at 10%, 12% and 10%, plus sor-
bitol (as plasticizer) dissolved in bidistilled water.
The average pH was 3.9 for chitosan and 5.7 for
pullulan. From the three formulations tested, the
final selected concentration for chitosan was 1%
and 10% plus 0.3% of sorbitol for pullulan. These
formulations of biopolymer were added to aqueous
extracts in concentrations of about 10% of the MBC
of the plants that showed the best antimicrobial
activity (7. vulgaris, J. adstringens Schl and C.
lechleri) and stirred until the mixture became
homogeneous.

The method used was “casting”, pouring the formu-
lation into acrylic moulds, spreading the mixture
with a spoon and drying at room temperature. Films
were recovered manually after 24 hours. Once
recovered, the films were cut with a 6 mm diameter
hole puncher and stored at 25°C and 25% relative
humidity until they were used.

Antimicrobial activity by disc diffusion assay

The discs (6 mm in diameter) of biopolymers with
the added extracts where applied by pressing
slightly on the solid trypticase and brain heart
infusion agar medium inoculated with 1 pL of bac-
terial suspension (102 CFU/mL) of P. gingivalis
and A4. actinomycetemcomitans. One disc impreg-
nated with chlorhexidine was used as positive
reference in each plate. The inoculated plates were
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incubated at 37°C for 24 hours in anaerobiosis and
5% CO, atmosphere conditions respectively.
Antimicrobial activity was evaluated by measur-
ing the inhibition zones formed on the media in
millimeters with a ruler. All inhibition assays and
controls were repeated three times with each test
conducted in duplicate. The collected data were
analyzed by descriptive statistics ANOVA test
using SPSS 17.0 software. The results were pre-
sented as mean £S.D. Statistical significance was
accepted at the p<0.05 level.

RESULTS AND DISCUSSION

Periodontal diseases are the most frequent infections
in humans. Porphyromonas gingivalis and Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans are among the
microorganisms most commonly identified with the
process!. Increasing resistance to drugs and the side
effects of some antibiotics and mouthwashes such a
chlorhexidine, used in the treatment of periodonti-
tis, justify the development of novel options as
alternative of dental treatments.

Plant extracts used in different countries as tradi-
tional medicines have been studied extensively -due
to their properties as antimicrobials®. In this work,
we tested the antimicrobial activity of aqueous
extracts of 7. vulgaris, M. chamomilla, C. lechleri,
C. officinalis and J. adstringens Schl. by microdi-
lution and agar diffusion method. The antimicrobial
effect of the two biopolymers (chitosan and pullu-
lan) with added aqueous extract of the plants on
cultures of P. gingivalis and 4. actinomycetemcomi-
tans was tested using the disc diffusion method.
The plants used in this work showed antimicrobial
activity against the two oral pathogens tested. Fig-
ure 1 shows the results obtained on the inhibitory
activity of the different concentrations of 7. vul-
garis, M. chamomilla, C. lechleri, C. officinalis L.
and J. adstringens Schl. against the tested strains.
Our results show that minimal inhibitory concen-
tration (MIC) of J. adstringens Schl. was 37 mg/mL
for P. gingivalis and the same concentration of
C. lechleri for A. actinomycetemcomitans. MIC of
T vulgaris and M. chamomilla were 62.5 mg/mL
for both strains, since C. officinalis L. was 62.5
mg/mL for P. gingivalis and 250 mg/mL for
A. actinomycetemcomitans and C. lechleri 111 mg/mL
for P. gingivalis.

1.2 mg/mL of chlorhexidine was effective for both
strains.

The MBC value of J. adstringens and C. lechleri
was 37 mg/mL for P. gingivalis and A. actinomy-
cetemcomitans respectively. Concentrations of
62.5 mg/mL of T. vulgaris for P. gingivalis and
J. adstringens for A. actinomycetemcomitans
were needed. MBC of T. vulgaris were
111 mg/mL for 4. actinomycetemcomitans and
C. lechleri for P. gingivalis. M. chamomilla
required higher concentrations (250 mg/mL) for
both microorganisms. MBC of C. officinalis was
250 mg/mL for A. actinomycetemcomitans and
111 mg/mL for P. gingivalis. For chlorhexidine,
1.2 mg/mL was effective for both strains tested
(Fig. 2).

Previous works indicate that chitosan and pullulan
have certain in vitro antibacterial activity?!.

Other studies show that the exposure of 4. actino-
mycetemcomitans to chitosan resulted in the
disruption of cell membranes and that it could be
considered for the treatment of periodontal dis-
eases??. In this study, we tested the antimicrobial
activity of two biopolymers (chitosan and pullulan)
with added aqueous extract of T. wvulgaris,
J. adstringens Schl. and C. lechleri on cultures of
P gingivalis and A. actinomycetemcomitans using
the disc diffusion method.

Thickness of chitosan films was an average of 0.03
mm and for pullulan 0.07 mm.

Figure 3 shows the inhibition zones formed by the
biopolymers chitosan and pullulan with added
aqueous extracts of 7. vulgaris, J. adstringens Schl.
and C. lechleri, against A. actinomycetemcomitans
cultures.

For chitosan, the inhibition zones were 4.5 mm
without extract (CONTROL), 4 mm with T. vul-
garis, 4.3 mm with J. adstringens Schl., and 6 mm
with C. lechleri.

For pullulan, the inhibition zones were 9.3 mm
without extract (CONTROL), 9.6 mm with 7. vul-
garis, and 7.3 mm with J. adstringens Schl.

Figure 4 shows the inhibition zones formed by
the biopolymers with plant extracts against P.
gingivalis.

For chitosan, the inhibition zones were 4 mm with-
out extract (CONTROL), 3 mm with 7. vulgaris,
3.6 mm with J. adstringens Schl. and 4.5 mm with
C. lechleri.

For pullulan, the inhibition zones were 4 mm with-
out extract (CONTROL), 6 mm with 7 vulgaris and
C. lechleri, and 5 mm for J. adstringens Schl.
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Fig. 1: Minimum inhibitory concentration (MIC) of the plant
extracts on cultures of periodontopathogen microorganisms
tested. = A. actinomycetemcomitans; %P gingivalis.
CONTROL (chlorhexidine 0.12%).

Fig. 2: Minimum bactericidal concentration (MBC) of the plant
extracts on cultures of periodontopathogen microorganisms.
% A. actinomycetemcomitans; % P. gingivalis CONTROL
(chlorhexidine 0.12%).
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Fig. 3: A histogram plotting the width of the inhibition zones of
the biopolymers with aqueous extracts on A. actinomycetem-
comitans.

2% Polymer without extract (CONTROL)
\' Polymer with T. vulgaris extract
44 Polymer with J. adstringens extract

= Polymer with C. lechleri extract

CONCLUSIONS

The findings suggest that the use of pullulan with
plant extracts had synergistic effects, enhancing the
antimicrobial activity of the films. Chitosan films
without extracts showed inhibitory effect against
the growth of both strains.

Our results reveal that both biopolymers with added
plant extracts have antibacterial activity and can be
used as bio-adhesive film against the periodon-

Fig. 4: A histogram plotting the width of the inhibition
zones of the biopolymers with aqueous extracts on P.
gingivalis.

332 Polymer without extract (CONTROL)
\\ Polymer with T. vulgaris extract
%4 Polymer with J. adstringens extract

= Polymer with C. lechleri extract

topathogens tested. These in vitro data still need to
be validated as natural treatment for periodontal
diseases by assessing clinical performance.

Data on the antimicrobial activity on pathogens are
important for the future application of these poly-
mers and plant extracts in medicine and dentistry,
especially for J. adstringens, which showed the best
result. This is an endemic plant of Mexico which is
in danger of extinction.
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