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RESUMEN

Ante procedimientos o entidades patoldgicas que involucren lesiones tisulares en
cavidad bucal, se generaran cambios dimensionales producto de reacciones
inflamatorias. Pop, ello, se shaa incorperado materiples y técnicas que buscan
lisminuin estas re stianes; e fim derresiapra fomgyy uncidn de' tjide afectadp, ta
(orno'e 1s) del [quit s no vl oropdlio :ngzav dal bucil. Vs o @i\ acio el /fa
liceratuia acerca de'ias propicdades qu micas™y wiciobiolugicas Ue amisds materiaies
en un solo compuesto surge la necesidad de analizar las propiedades gquimicas y
microbioldgicas de las membranas de quitosano/propéleo con posible utilidad en la
regeneracion de tejidos blandos en cavidad bucal. En este sentido, se realiz6 un
estudio con nivel descriptivo y disefio pre-experimental, con una muestra de 9
fracciones de 3 membranas de quitosano/propéleo elaboradas en el Departamento de
Electroquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de los Andes,
estableciendo valores de pKa, identificando velocidad de liberacién de propoleo y
determinando la susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa y Klebsiella neumonie
frente a las membranas elaboradas. Los resultados fueron analizados a través de la
elaboracion de una curva de calibracion y de concentracion para el componente
quimico y para el componente microbioldgico se describid la presencia o ausencia de
halos de inhibicion. Pudiendo concluir, que las membranas de quitosano/propoleo
podrian ser una alternativa viable en la practica clinica, en vista de la propiedad
mucoadhesiva (determinada a través del pKa), liberacion de propdleo controlada y
susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, ante las
membranas analizadas.

Palabras Clave: Regeneracion tisular, regeneracion, cicatrizacién quitosano,
propoleo.



INTRODUCCION

Ante los procedimientos que involucren lesiones tisulares en cavidad bucal, los
tejidos blandos siempre reaccionan con inflamacion (entre otros signos y sintomas)
que pueden exacerbarse por factores propios de la técnica quirdrgica o del paciente.
Asi, la regeneracion o reparacion busca restablecer las condiciones del tejido
afectado.

Por esta razon, se han incorporado materiales y técnicas que involucran los
principios de regeneracion tisular guiada (RTG), buscando restaurar forma y funcion
del tejido afectado, resultando de estas técnicas el empleo de biomateriales que
promueven una bioestimulacion tisular, tal como lo es el uso de membranas,
lipoomas, esponjas, entre otros.

Entre estos materiales, se propone el uso de quitosano y propéleo. El quitosano,
es un biopolimero, biocompatible, biodegradable y no tdxico, que se obtienen del
Xorqueeterde cf siéceasta hartingeta ¢es cetiiasion de lapjuitina y ssempleat’o e
oontc'hg < enlda surscivn @ heridass enreiatrs a; licactones el niad Po otfro le7 0,
la tintura de propdleo, es un biopoliitiero, material resinoso, pegajoso de color oscuro
que producen las abejas, y posee propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias,
antitumorales y antioxidantes con amplio uso en el area odontoldgica.

A pesar de las potencialidades de estos biomateriales, existe un vacio en la
investigacion acerca de las propiedades fisicoquimicas de membranas compuestas por
quitosano/propdleo. Por lo tanto, el propoésito de éste estudio es analizar las
propiedades quimicas y microbiolégicas de las membranas de quitosano/propoleo de
posible utilidad en la regeneracion de tejidos blandos en cavidad bucal.

De este modo, para el cumplimiento del objetivo del presente estudio, se
describird el proceso de obtencion en laboratorio de membranas de
quitosano/propdleo con propiedades fisicoquimicas adecuadas para la aplicacion en
colgajos resultantes en cirugia bucal, se determinara el valor pKa del quitosano, se
identificard la velocidad de liberacion de propoleo de las membranas en agua

destilada mediante pruebas de espectroscopia UV-visible y finalmente se determinara

1



la actividad antimicrobiana de las membranas de quitosano-propoleo en cultivos de
Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae.

En este sentido, el presente proyecto de investigacion estara estructurado de la
siguiente manera: Capitulo [I: planteamiento del problema, objetivos de la
investigacion y justificacion. Capitulo Il: antecedentes y bases tedricas, capitulo I11:
Nivel y disefio de investigacion, poblacion, muestra, sistemas de variables, técnicas e
instrumentos de recoleccion de datos, procedimientos, materiales, equipos e
instrumentos, principios bioético y analisis de resultados. Capitulo IV: Resultados y

discusion de resultados. Capitulo V: Conclusiones y recomendaciones.



CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Definicion y contextualizacion del problema

El avance de la especialidad odontoldgica, ha traido consigo el desarrollo de
nuevas técnicas y el empleo de nuevos materiales que han ayudado a incrementar el
conocimiento cientifico y a mejorar el diagnéstico y plan de tratamiento en el area de
la salud bucal. Ante los procedimientos y entidades patologicas que involucren
lesiones tisulares en cavidad bucal, los tejidos blandos siempre reaccionan con
inflamacién (entre otros signos y sintomas) que pueden exacerbarse por factores
propios del paciente 2.

Por ésta razén, existen técnicas que incorporan los principios de regeneracion
tisular guiada (RT.G) y la exnansion de tejidos blandos® que han sido desarrollados
par/{Ty'llar'a la) ecensfiue idh gerejlio afectatos buscandll 11 Epraduccitn 4
reconscucidnede waa paste poravda’ 0 Lesianada’inera wesaaniir La arguitesture y
funcion del tejido lesionado®, para la rehabilitacion funcional de los maxilares®.

En este sentido, diversos investigadores han mostrado un gran interés hacia
nuevos materiales que favorecen la regeneracion tisular**° ! como una de las
estrategias mas prometedoras para reparar y regenerar tipos especificos de tejidos™.
Tal es el caso de biopolimeros naturales, entre ellos, el biopolimero de quitosano, un
compuesto obtenido del exoesqueleto de crustaceos a partir de la desacetilacion de la
4,13

quitina***, cuya principal fuente de obtencién son los desechos de los crustaceos™, es

biocompatible, biodegradable**™*° 1720

y no toxico

Este mismo, presenta propiedades hemostaticas, aumenta la actividad
osteoblastica por lo que ha sido utilizado en regeneracion 6sea guiada y gracias a la
buena adaptacion celular que posee también se ha empleado en la regeneracion tisular

4,21

guiada™, pues hallazgos histoldgicos a las 8 semanas muestran una proliferacion de

fibroblastos no organizada, rodeada de una capa de colonias formadoras de hueso?.



Asimismo, ejerce una funcién antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,

2324 analgésica®, antifungica®®, ademas posee un efecto antiviral,

cicatrizante
antitumoral e inmunoadyuvante, propiedades por las cuales el quitosano ha sido
ampliamente utilizado en la ingenieria de tejido 6se0®.

Este biopolimero se ha utilizado como membrana de hemodidlisis, sutura
biodegradable, sustituyente artificial de la piel, agente cicatrizante en quemaduras®,
sistema liberador de farmacos, para la liberacion de insulina, transporte de agentes
anticancerigenos, tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA,
entre otros usos en el drea médica®.

En odontologia el quitosano se ha utilizado en la curacion de heridas, promocion
de crecimiento 0seo, incremento de la proliferacion salival, inhibicion del crecimiento
de bacterias cariogénicas, potenciacion de la respuesta antiinflamatoria; ademas del
reclutamiento de agentes bioactivos como factores de crecimiento®.

Adicionalmente, el quitosano puede ser usado en varias formas fisicas como
memhraras, shidrc palas, yarhgeles.=aanefik :as_.tinos imas, .microl sferas, espenjas
£2 vo, /ni. otras col cifer nt:siorol 6 to, denttd e los cug es dfstacan parc /2l
transporte de farmacos, transporte ¢efiactores de crecimiento y proteinas, sintesis de
colageno y diferenciacion de células osteogénicas*.

Por otro lado, entre los elementos terapéuticos utilizados en odontologia como
cicatrizante esta el prop6leo® >, biomaterial resinoso de color oscuro que recolectan

las abejas®****® de las plantas para sellar herméticamente su colmena e impedir

39,40 41,42

infecciones dentro de ella es antiséptico™"“ y sus efectos en la aplicacién tépica

sobre el curso de la cicatrizacién gingival ha sido comprobado®.

El propdleo es un producto natural con propiedades benéficas para la salud

humana, tales como: antimicrobiano®, antiinflamatorio®***, antitumoral y

44,46,49

antioxidante , SuU actividad antimicrobiana se da por sus componentes cindmicos

y flavénicos®®, es un compuesto bioactivo de grandes potencialidades para el

tratamiento como anticaries®®**%’  antimicético*’, antiviral, analgésico™,

anestésico®?, sedante®, e inmunomodulador®®®.



Este compuesto ha sido y es usado en odontologia actualmente en una gran
variedad de entidades como Uulceras bucales, heridas sépticas faciales, gingivitis,
periodontitis y alveolitis, ayudando también al proceso de reparacion y cicatrizacion™

39,57 54,58,59
1

de las fibras colagenas y fibroblastos®™~", contribuyendo con la cicatrizacion

porque estimula la regeneracion epitelial®®®.

Diversas investigaciones en odontologia ponen de manifiesto las propiedades del
quitosano” y del propdleo®, en el caso del quitosano se ha demostrado a través de la
evidencia clinica la regeneracion osteomucosa producida por membrana de
quitosano?®’, la efectividad de los liposomas de quitosano en la regeneracién 6sea
alveolar postextraccion dental®, de las esponjas de quitosano como materiales de
andamiaje para crecimiento osteobléstico® y el quitosano como coadyuvante en el
tratamiento de la periodontitis cronica®.

Por otro lado, sobre el propoleo, se ha evidenciado que tiene accién
antimicrobiana y de medicacion intraconducto a corto plazo frente a cepas
astendarizadas de 5, faesa s, FL nreod a0 nruede ser usado conséxito en el
tisamientd de | el fexme'lac Dericdcntel, fcon o medit. d | ofsen acion,’\/n
epitelizacion de heridas y aceléagion de la cicatrizacion®, en pacientes con
alveolitis®, contra algunas bacterias anaerobias estandarizadas que causan
infecciones en cavidad bucal®.

En conjunto el quitosano y el propdleo se han empleado como barniz de
liberacién sostenida a base de quitosano, para prevencion de la caries®’, asi como en
la elaboracion de un gel de quitosano/propoleo para comparar la eficacia de este sobre
las cepas Enterococcus faecalis™.

A pesar de las propiedades antes expuestas, no se han encontrado estudios
previos acerca de las propiedades quimicas y microbiolégicas de membranas de
quitosano/ propoleo con posible utilidad en la regeneracion de tejidos blandos en
cavidad bucal. Por este motivo se ha decidido emprender la siguiente investigacion, a
fin de analizar las propiedades quimicas y microbiolégicas de éste compuesto de

posible utilidad en la regeneracién de tejidos blandos en cavidad bucal.



Lo cual se lograra determinando el valor pKa del gel de quitosano a traves de una
titulacion &cido base, identificando velocidad de liberacion de propdleo de las
membranas en agua destilada mediante pruebas de espectroscopia UV-visible y
determinando la susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa yKlebsiella pneumoniae,
frente a las membranas de quitosano-propdleo. Empleando para dar cumplimiento a
tales objetivos, métodos que resultan ideales por motivos de economia, tiempo y
precision de resultados®®. Datos que resultaran de interés, pues las propiedades
quimicas y biologicas de los compuestos influyen sobre la funcionalidad de estos

materiales, debido a que sobre éstos es donde se realizan las condiciones de reaccion®.

1.20bjetivos de la investigacion

1.2.1 Objetivo general
Analizar las propiedades quimicas y microbioldgicas de las membranas de
quitosano/propoleo de posible utilidad en la regeneracion de tejidos blandos
en cavidad bucal.

1.2.2 0 Dbjetivos e p cifi o

e  Establecer el valor pKa de ‘waz“nembranas de quitosano/propéleo elaboradas a
diferentes concentraciones.

e ldentificar la velocidad de liberacion de propdleo de las membranas en agua
destilada, asi como la homogeneidad en su composicion, mediante
espectroscopia UV-visible, en intervalos de tiempo constantes.

e Determinar la elaboradas susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae frente a membrana de quitosano-propdéleo con 0.5 ml

de propdleo.

1.3 Justificacion

La investigacion sobre elementos empleados en la terapia de recuperacion de
tejidos post cirugia bucal pone de manifiesto al propéleo como compuesto bioactivo
de grandes potencialidades para el tratamiento como antiséptico, cicatrizante de

45,60,67

heridas y antiinflamatorio e incluso anticaries y por otro lado, al quitosano util

6



para reducir la inflamacion, controlar la proliferacion microbiana, proteger, ayudar
reparar las encia y la mucosa oral en tratamientos periodontales y periimplantarios®,

Sin embargo, a pesar de las potencialidades de ambos materiales existe un vacio
en el &rea del conocimiento en relacion a las propiedades quimicas y microbiologicas
de membranas de quitosano/propdleo de posible utilidad en la regeneracion de tejidos
blandos en cavidad bucal. Razon por la cual surge la presente investigacion, buscando
proporcionar a la practica clinica una alternativa simple, estandar y reproducible para
la regeneracion de tejidos blandos a través del uso de éste compuesto, acelerando la
cicatrizacion de tejidos blandos y potencindo la actividad antimicrobiana de ambos,
beneficiando de ésta manera a pacientes que se enfrenten a técnicas quirurgicas.

Es por esta razon que surge la imperiosa necesidad de analizar las propiedades
quimicas y microbioldgicas de membranas de quitosano/propéleo de posible utilidad
en la regeneracion de tejidos blandos en cavidad bucal, a través de la determinacion
del valor pKa del gel de quitosano que condicionara la capacidad bioadhesiva de las
memhraras, dichc 2alorsaii abterido A 1 -avésede [una titulacié asido-base por
Eoencisnmsria, a sel ¢onvni:ne poriraionts ¢2 conoia de tizmpo v de/a
precision de resultados®®®® .

Igualmente para el cumplimiento del propdsito de este estudio se identificara la
velocidad de liberaciéon del propdleo, que resulta relevante, pues al implementar
tecnologias de liberacion controlada se presentan ventajas de dosificacion con
respecto a otras presentaciones, entre ellas se encuentran la disminucion de los
efectos colaterales secundarios, el tiempo de actividad prolongado y la proteccion a
farmacos sensibles de ataques enzimaticos o degradacion &cida debido al pH local,
entre otros®. Este objetivo sera cumplido empleando la espectroscopia UV-visible,
por ser un método con simplicidad operacional, elevada velocidad analitica, bajo
costo y posibilidades de uso en sistemas de control on-line®®. .

Asi mismo, se determinard la susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae frente a la membrana de quitosano-propdleo con
concentracion de 0,5 ml, es decir, aquella que hayan sido elaborada con la mayor

cantidad de propodleo (estudio realizado solo en una membrana por motivos de
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economia, y a fin de alcanzar una concentracion mas rapida en la totalidad del medio
de cultivo) y mantengan adecuadas propiedades fisicas, cepas seleccionadas, por ser
microorganismos exdgenos, que no producen afeccion tipica bucal, pero que, en base
a la gran cantidad de factores de virulencia y a que son patdgenos en otros sitios
organicos, dificultan el tratamiento de estas afecciones®.

De este modo, el presente estudio tiene su fundamento en la en busqueda de
tratamientos en el area de cirugia bucal, que sean capaces de inducir la regeneracion a
través de la estimulacion osteoblastica y fibroblastica, proporcionando asi, un mayor
volumen del tejido en el proceso de cicatrizacion, logrando un efectivo control de la
inflamacion y dolor, siendo una alternativa accesible econémicamente en contraste

con otras técnicas?, .



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En la presente seccion, se consideran aspectos tedricos fundamentales del
estudio. En este sentido, se incluyen una serie de estudios previos en relacion a la
presente investigacion, ordenados de forma temaética en relacion a los objetivos
planteados: Membranas tridimensionales de hidroxiapatita y quitosano como
terapéutica en regeneracion 6Osea guiada, velocidad de liberacion de sustancias en
membranas de quitosano , quitosano y prop6leo en tratamientos dentales, efectividad
del .quitesans en | Laarocesa, le reganaracicr «0seawy tisular postarii r asta, extraccior
c2htal fcedividac de! popGec e lof p oc:ses de reyenericid tsytar ¢ 2 alvéclss
dentales post exodoncia, quitosaive=en otros procesos de regeneracion en boca,
propdleo en otros procesos de regeneracion en boca, quitosano en Odontologia,
propdleo en Odontologia, propiedades del Propdleo en tratamientos no bucales y

finalmente propiedades del Quitosano en tratamientos no bucales.

2.1.1 Membranas tridimensionales de hidorxiapatita y quitosano como
terapéutica en regeneracion ésea guiada
Velazco et al® en el 2014, disefiaron membranas tridimensionales a base de
materiales biocompatibles quitosano e hidroxiapatita para ser utilizadas en la
regeneracion 0sea guiada. Las membranas fueron empleadas en paciente masculino,

posterior a la realizacion de apiceptomia de pieza dental 22 (motivado a quiste



periapical), el primer registro radiografico se realiz6 al mes, observando una
disminucion de la circunferencia del defecto, aumento de la radio opacidad
caracteristica del tejido y a los tres meses, se evidenciaron islotes ¢seos tipicos de
proliferacion celular. Logrando demostrar que el desarrollo andamiajes
tridimensionales a base de hidroxiapatita y quitosano proporcionan una adecuada
proliferacion celular, percibiéndose como la respuesta a una mas répida eficiente
mineralizacion del tejido éseo dafiado.

Dicho estudio resulta de interés a la presente investigacion por presentar una
metodologia reproducible y practica para la elaboracion de la solucién de quitosano.
Asimismo, arrojando resultados que aseveran las razones que justifican este estudio,
como lo es la importancia de la morfologia final de los compuestos sobre la
funcionalidad de los materiales.

2.1.2 Velocidad de liberacion de sustancias en membranas de quitosano

Arias, Ortiz y Velazco™ en el afio 2017, realizaron un estudio en el cual se
determing la velisidad A2l likerasion de Metsanicazol (MTZ)! insaroorada en
£2icuss U0 quitcsane, isan o cemo/ midic phra fa iberacion: séliva arificiall fe
prepararon peliculas de quitosane=inezclado con metronidazol y se estudio la
interaccion polimero-farmaco a través de espectroscopia infrarroja, mostrando la
incorporacion del principio activo en la matriz polimérica. Encontrandose diferentes
mecanismos de liberacion dependiendo del grosor de la pelicula de quitosano.

Siendo util para la presente investigacion pues demuestra la efectividad de
técnicas electroquimicas para la determinacion de velocidad de liberacion en un
medio que simule las condiciones bucales como saliva artificial a temperatura de
37°C y pH 5-77°.

2.1.3 Quitosano y propéleo en tratamientos dentales

Luaces** en el afio 2017, comparé la eficacia antibacteriana del
chitosan/propoleo en gel, con la del hidroxido de calcio (Calcifar-P), la clorhexidina
en gel al 2%, el extracto de propdleo al 30% y el gel de chitosan sobre el
Enterococcus faecalis, con la finalidad de implementar el uso de medicamentos

intraconducto, de origen natural. Este proyecto fue ejecutado a través de un estudio in
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vitro, obteniendo como resultado mayor halo de inhibicion del microorganismo por el
gel de chitosan/propoleo. Pudiendo concluir que el gel de chitosan/propdleo tiene
mejor eficacia antimicrobiana con respecto a los demas.

Franca et al®’ en el 2014, produjeron tres formulaciones de barniz de
quitosano a base de propdleo (PCV) por disolucion de propoleo con quitosano en
vehiculo hidroalcohdlico, estos con diferentes concentraciones (5% 10% y 15%), con
la finalidad de crear un barniz util en la prevencién de placa cariogénica, empleando
dientes bovinos para comprobar en éstos la adherencia de revestimientos y la
liberacion controlada de propdleos asociados con barniz. Resultando formulaciones
con adhesion superficial al diente, capaces de formar peliculas muy répidas sobre la
superficie del diente bovino y llegando a la conclusion de que los barnices de
quitosano a base de propo6leo mostraron una actividad antimicrobiana similar o mejor
que el barniz de clorhexidina contra todas las bacterias patégenas orales,
demostrandose que todas las formulaciones desarrolladas transformaron el barniz de
5% 10%,y 15% € warodusta !l adecradasna 2 lasarlicicion elinica ''n plsampode 12
Eoiverg.0n/de carias donal.

2.1.4 Efectividad del quitosanG=eii el proceso de regeneracion 6sea y tisular
posterior a la extraccion dental.

En este apartado se establece un estudio basado en el uso de quitosano,
biomaterial objeto de estudio en la presente investigacion y su efectividad en la
regeneracion dsea alveolar y de tejidos blandos, posterior a la extraccion dental.

Quiroz et al* en el afio 2016, determinaron la efectividad de los liposomas de
quitosano en la regeneracion Gsea alveolar postextraccion dental, implicando este
procedimiento una pérdida 6sea importante producto de la osteotomia necesaria para
liberar al diente de su alvéolo e igualmente conllevando a un proceso de reabsorcion
Osea progresiva durante la cicatrizacion alveolar, por la falta de estimulacion 6sea
debido a la ausencia de la articulacion alvéolo dentaria, dicho estudio fue realizado en
pacientes que asistieron al Curso de Perfeccionamiento en Cirugia Bucal, trabajando
con un grupo control y uno experimental a los cuales se les aplico los liposomas de

quitosano, los resultados arrojaron una regeneracion tisular mayor en el grupo
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experimental y diferencias no significativas en densidad 6sea. Concluyendo que los
liposomas de quitosano son coadyuvantes para disminuir el edema del area y el dolor

postoperatorio.

2.1.5 Efectividad del propdleo en los procesos de regeneracion tisular de
alvéolos dentales post exodoncia.

Azua y Chumi ° en el 2016 realizaron un estudio para comprobar la eficacia del
Propoleo al 10% en la cicatrizacion del alvéolo dental post exodoncia, con la
finalidad de conocer los beneficios y propiedades del propdleo al 10% en el proceso
de cicatrizacion y regeneracion tisular del alveolo dental tras realizar una exodoncia,
para ello realizaron un estudio experimental, aplicando al grupo experimental
propdleo por siete dias y solo evaluando al grupo control semanalmente. Resultando
en una regeneracion tisular mas rapida en el grupo experimental. Determinando lo

beneficioso del propoleo en la cicatrizacion alveolar.

2.1.6 L/Juiosanc en/ tios pro elos ¢ 2 12g ngiaciin en be a.

Gomez et al®® en el 2013wafializaron las capacidades regenerativas y de
cicatrizacion del quitosano a través de una revision de la literatura, con la finalidad de
encontrar opciones de biomateriales en el tratamiento médico-odontoldgico,
resultando de esta investigacion que el uso de quitosano favorece la regeneracion
Osea y la cicatrizacion de tejidos blandos e igualmente puede ser empleado como
vehiculo liberador de sustancias como clorhexidina para el control de placa y
membrana de barrera para regeneracion tisular guiada. Concluyendo de esta forma
que el Quitosano ofrece una oportunidad para desarrollar nuevos métodos de terapia
periodontal; recomendando realizar mas investigaciones que amplien su gama de
aplicaciones orales.

Velazco et al® en el 2014, disefiaron membranas tridimensionales a base de
materiales biocompatibles quitosano e hidroxiapatita para ser utilizadas en la
regeneracion Osea guiada, para ello se realiz6 a un paciente masculino de 42 afios de

edad, con diagnostico de quiste periapical en el 22, apicetptomia de ésta pieza y
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colocacion de la barrera, resultando evidente en los registros radiograficos islotes
6seos tipicos de proliferacion celular. Concluyendo que el desarrollo andamiajes
tridimensionales a base de hidroxiapatita y quitosano permite una O&ptima
proliferacion celular, vislumbrandose como la respuesta a una mas rapida eficiente
mineralizacion del tejido éseo dafiado.

Leo et al® en el afio 2014, estudiaron biomateriales (hidroxiapatita, tejido
conectivo, quitosano, tejido 6seo y plasma rico en factores de crecimiento) para la
regeneracion del reborde alveolar, con el fin de sintetizar los resultados obtenidos en
los dltimos quince afios con el fin de informar a la comunidad odontoldgica la
efectividad de los mismos ante una extraccion dental traumética, destruccion
periodontal avanzada, fractura radicular con pérdida de hueso adyacente. Este estudio
fue realizado a través de una revision sistematica, en el cual reportan la efectividad
del quitosano frente a la extraccién dental, resultado una mejor cicatrizacion y escasa
acumulacion de placa.

Yang.Jo € al®

a2, 2l Lafie=2004, . @alizan (n estudio, pirassamostrar Iz
formacioriéseay (as p o,led des come al de nifs el i geniela tisularfie I's espoiiis
de quitosano. A través de un diseZ$ experimental, en el cual se hicieron crecer
osteoblastos de calota de rata en espojas de quitosano. Los resultados corroboraron
que ocurri6 formacion 6sea dentro de las esponjas. Demostrando que las esponjas de
quitosano pueden ser utilizadas como materiales eficaces de andamiaje para la
formacion de hueso y en ingenieria tisular.

Ortega et al ' en el afio 2012, comparan la regeneracién 6sea obtenida con
quitosano y plasma rico en fibrina (PRF) sobre alveolos dentales postextraccion,
aplicando un disefio experimental a través de la seleccién de 5 pacientes que
acudieron al Centro de Investigaciones Odontolégicas, presentando cordales
inferiores bilaterales con indicacion de extraccion, en un alveolo se aplico quitosano y
en el otro PRF. Resultando que ambos biomateriales regeneraron los tejidos, con
diferencia, que el PRF en menor tiempo y el quitosano con mejor organizacién
estructural. Asi, concluyeron que ambos biomateriales pueden ser opciones de

tratamiento en la regeneracion 0sea guiada de tejidos.
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IZ en el afio 2013 realizan un estudio acerca de las

Kekhasharu et a
aplicaciones del quitosano en el area odontoldgica, en la busqueda de nuevos
materiales que permitan de forma cada vez mas eficaz, controlar o prevenir el
aparecimiento de infecciones. Evidenciando este estudio las propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, cicatrizante del quitosano Yy
pudiendo concluir que es de gran interés su aplicacion en la odontologia
2.1.7 Propdleo en otros procesos de regeneracion en boca

Azua y Chumi *° en el 2016 realizaron un estudio para comprobar la eficacia del
Propdleo al 10% en la cicatrizacion del alveolo dental post exodoncia, con la
finalidad de conocer los beneficios y propiedades del propdleo al 10% en el proceso
de cicatrizacion y regeneracion tisular del alveolo dental tras realizar una exodoncia,
para ello realizaron un estudio experimental, aplicando al grupo experimental
propo6leo por siete dias y solo evaluando al grupo control semanalmente. Resultando
en una regeneracion tisular mas rapida en el grupo experimental. Determinando lo
henaficigso del pri paleo el cicatrizacion < veptar

Avniiri et al®len 12012 bstad arefi € (fectoldel plopOled sobre fa
regeneracion de la dentina y el papelpotencial de la célula madre de la pulpa dental
en conejillos de Indias, para evaluar del efecto del éste material bioactivo sobre
dentina y pulpa dental. Para la realizacion de este estudio experimental, se
seleccionaron un total de 48 incisivos maxilares y mandibulares de conejillos
machos, cuyas coronas fueron cortadas y divididos al azar en un grupo experimental
con propoleo y un grupo control de hidroxido de calcio. Arrojando como resultados
que el propdleo tiene ventajas sobre el hidréxido de calcio como un agente de
cobertura en la terapia de pulpa vital; concluyendo que puede usarse como material
de recubrimiento directo pulpar para conserva la salud y funcion de ésta.

2.1.8 Quitosano en Odontologia

Araujo et al® en el 2015, realizaron un estudio comparativo histolégico de la
eficiencia del xerogel y liposoma a base de Quitosano para el tratamiento de la
osteitis alveolar en ratas Wistar, con la finalidad de buscar tratamientos alternativos

que no genere efectos adversos como en ocasiones los generan algunas terapias
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convencionales. Para ello se realizd un estudio experimental preclinico descriptivo,
realizado en 15 ratas Wistar machos, adultas, a los cuales se les extrajo el incisivo
superior derecho y se indujo la osteitis alveolar, dividiendo la muestra en tres grupos,
gruo control, grupo xerogel y grupo liposoma. Resultando que la regeneracion del
alvéolo es semejante con el liposoma y el xerogel. Concluyendo que tanto el
liposoma como el xerogel a base de quitosano representan una excelente terapéutica
para la osteitis alveolar, siendo mas eficiente el liposoma.

Suarez et al®

elaboraron un gel de quitosano como propuesta terapéutica para
la estomatitis subprotésica (ESP), a fin de producir nuevos biomateriales, previniendo
y tratando enfermedades bucales catalogadas como problemas de salud publica aun
no erradicados, obteniendo el quitosano por desacetilacion termoalcalina de
exoesqueletos de camarones con su posterior transformacion en gel via templado
acido en medio acuoso. Resultando esta formulacion Gtil en procesos de regeneracion
de queratocitos, fibroblastos, y estimulador de otras células mediadores de la
inflamacionasi cc ma de 2s¢ dn.antihictica, riocamnal bilidad y ascasasitotoxicidad
L2 cuclpernite pirfilir Uste /el cemo, 2l -ar digato, leleccii n pre el'trat miente /e
la ESP y de otras patologias inflamatetias en Odontologia.

Paz et al®

en el afio 2012 determinaron la efectividad del quitosano como
coadyuvante en el tratamiento de la periodontitis cronica. Al ser esta, una patologia
infecciosa, de origen multifactorial cuya terapia mecanica no es suficiente para
eliminar los microorganismos en su totalidad se realizd este estudio, en busca de
tratamientos locales efectivos, por medio de un estudio experimental, en el que
participaron 12 pacientes diagnosticados con periodontitis crdnica, a los cuales se les
realizd: al grupo control raspado y alisado radicular y al grupo experimental raspado
y alisado radicular mas aplicacion de quitosano. Resultando ser el quitosano
estimulador de las células mediadoras de la inflamacion, antimicrobiano, ademés de
ser biocompatible, permitiendo concluir entonces que, la mejoria de la enfermedad,
estd asociada significativamente a la aplicacion de quitosano como tratamiento

complementario al raspado y alisado radicular.
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Trepiana® en el afio 2015, sintetizd suspensiones basadas en nanoparticulas
de cobre y quitosano, y evalud sus propiedades antimicrobianas sobre el patégeno
Streptococcus mutans, para la busqueda de un agente quimico antimicrobiano ideal.
Este estudio fue realizado a través de la caracterizacion de particulas de caracter
nanomeétrico, utilizando reactivos biocompatibles, presentando mejores resultados
sobre el biofilm aquellas particulas que tenian quitosano. Concluyendo que tanto las
nanoparticulas de cobre, de quitosano y sus combinaciones presentaron actividad
antimicrobiana frente al patdgeno Streptococcus mutans.

2.1.9 Propodleo en Odontologia

Premoli et al*!

en el afio 2008 realizan un estudio para proporcionar una vision
actualizada sobre el uso del propoleo en el area de odontologia, en la busqueda de
nuevas alternativas de la medicina, a través de una revision de la literatura.
Resultando que la utilizacién de este compuesto bioactivo tiene importantes efectos
antimicrobianos, antinflamatorios y anticariogénicos, asi como otros usos en
adantolaaia comc a5, la estilnulacicn de la gepasacicn de la dent na“mpedimente
torco ¢ I frormarion/ de car es camo. de plica der :al sin n.nguaa cq itra ndicac ),
reacciones alérgicas, ni toxicidao™pdr sobredosis. Evidenciando entonces, que el
prop6leo es una sustancia compatible y complementaria de otras practicas
terapéuticas, por la cual debe ser considerado como agente terapéutico en la préctica
odontoldgica.

Felitti ® en el afio 2014 realiza un estudio con el fin de actualizar los usos que se
le pueden dar al propdleo en las diferentes patologias bucales, a través de una revision
de la literatura. Resultando ser el propoleo una sustancia empleada en patologias
como enfermedades periodontales, caries, tratamientos endoddnticos, protesis, etc,
resaltando sus cualidades antioxidantes en el tratamiento del individuo como paciente
en general. En consecuencia este biomaterial es utilizado en multiples investigaciones
relacionado al tratamiento de patologias bucales.

Kumar®? en el afio 2014, realizé un estudio con la finalidad de revisar el propéleo
y sus aplicaciones en odontologia incluyendo el céancer oral, ello por la escasa

informacion sobre el propdleo. El estudio fue realizado a través de una revision
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bibliografica. Resultando ser eficaz como producto de higiene bucal y tratamiento de
la candidiasis oral, estomatitis dentaria, infecciones virales, estomatitis aftosa, cirugia
oral, endodoncia y ortodoncia. El uso de sustancias naturales como el propoleo busca
la quimioprevencién con menos efectos secundarios. Asi pues, el propdleo es un
biomaterial con mdltiples aplicaciones en odontologia.

Vaculik et al*?

en el 2014, estudiaron los efectos antimicrobianos del propoleo
sobre los Estreptococos mutans, para ello se emplearon cepas tomadas de pacientes
con actividad de caries, a las cuales colocaron la solucion de propdleo (EEP)
utilizando como diluyente una solucion alcohdlica al 55%v/v, arrojando como
resultados un efecto inhibitorio a concentraciones del 10% sobre Estreptococos
mutans, concluyendo asi, que el propdleo tiene propiedades beneficiosas aportando
una alternativa de significancia para nuevos tratamientos.

Gomez et al**

en el 2008, determinaron la efectividad del uso del prop6leo al 5%
en el tratamiento de la alveolitis, a través de un estudio observacional descriptivo de
cardcter »fetraspec i, pasa 2o sewcontd. ~on.ana nuestra de [0 nacientes, cor
ayeolt's hirtenec entt s log Conulte rics [écicos di la Femilia (CMF) /3y 9 en/l
periodo comprendido desde febrerc=a<i afio 2005 a marzo del afio 2006, demostrando
como resultados las propiedades antibidticas, antioxidantes y antinflamatorias del
propoleo al 5%. Concluyendo que este producto es efectivo en el tratamiento de la
patologia que se analizo.

Cujano™ en el 2016 realizaron un estudio in vivo encaminado a conocer el efecto
antimicrobiano del propdleo sobre los microorganismos causantes de la gingivitis. La
investigacion se llevo a cabo en la “Unidad de Atencion Odontologica UNIANDES”
en donde se realizd la toma de muestras en 8 pacientes antes y después de la
aplicacion del propdleo. Resultando en las muestras tomadas posteriormente a la
aplicacion la inexistencia de crecimiento de mohos y levaduras. Pudiendo concluir
que el propoleo es efectivo en las afecciones gingivales de la cavidad bucal.

Dodwad y Kukreja* en el afio 2017 realizan un estudio para investigar la
efectividad de un enjuague bucal con propéleo en la inhibicion de la formacion de

placa y el mejoramiento de la salud gingival. Este estudio fue desarrollado sobre
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treinta sujetos asignados al azar, divididos en tres grupos de diez sujetos cada uno, un
grupo recibié enjuague bucal con propdleo, un grupo control negativo (Salina) y un
control positivo (Chlorhexidine 0,2%). El enjuague bucal con clorhexidina resulté ser
mejor que el propdleo y la solucion salina para inhibir la formacion de placa. El
presente estudio sugiere entonces que el propdleo podria ser utilizado como enjuague
bucal natural, siendo una alternativa a los enjuagues bucales quimicos, por ejemplo,
la clorhexidina.

Reyes®® en el 2010 determiné la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de propoleo peruano (EEPP) sobre cultivos de bacterias anaerobias
frecuentes en pacientes con periodontitis cronica, tomando como control positivo a la
clorhexidina 0,12 %. Para lo cual se seleccionaron 15 pacientes con diagnostico de
periodontitis crénica, tomando muestras de estos e incubandolas en soluciones
experimentales. Comprobando que existe una mayor actividad antibacteriana del
EEPP que la clorhexidina 0,12 % sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en
naciantes,con periHdantitis«c OnicaRudiens x.cenaluil que, EEPP | resesta actividad
adiba:tarisna in Vitro score su ivos €2 lac eriss a jac robia¢ fre u¢ntts el pacieit:s
con periodontitis cronica.

Awawdeh et al®?

en el afio 2009, investigaron la eficacia del propdleo e
hidréxido de calcio como un medicamento intracanal a corto plazo contra
Enterococcus faecalis. A través de un estudio de laboratorio, empleando modelos de
dentina infectados y comparando su eficacia antimicrobiana con la de la pasta de
hidréxido de calcio cuando se utiliza como medicamento a corto plazo. Los
resultados demostraron que el propoleo era significativamente méas eficaz que el
hidroxido de calcio no fijado contra E. faecalis después de la aplicacion a corto plazo.
Concluyendo que el propoleo es muy eficaz como medicamento intracanal en la
eliminacion rapida de E. faecalis in vivo.

Cerda® en el afio 2017 compararon el efecto de propéleo ecuatoriano al 50%, el
gluconato de clorhexidina al 2% y el hipoclorito de sodio al 1% en la inhibicion del
Enterococcus faecalis, con el fin de contribuir con los estudios que determinan que al

utilizar una solucidn irrigante en la terapia pulpar a base de compuestos naturales se
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logra una actividad antimicrobiana contra una amplia gama de microorganismos
patdgenos, demostrando que existen productos alternativos dentro de la fitoterapia,
como el propdleo que se podria potencializar su uso para la terapia pulpar en dientes
primarios, en comparacion con otras soluciones irrigantes.

Bravo et al®®

en el afio 2012 compararon la efectividad entre el tratamiento con
tintura de propdleos al 5 % y el tratamiento farmacoldgico convencional en pacientes
diagnosticados con alveolitis dental, a través de un estudio descriptivo, prospectivo,
de corte longitudinal de casos y controles, como resultado se obtuvo en el grupo
experimental la remision de sintomas entre el segundo y tercer dia, mientras que el
grupo control requiri6 mas tiempo. Concluyendo que el tratamiento con tintura de
propdleos al 5 % resultd altamente efectivo, pues aportd una remision mas notoria de
los sintomas.

2.1.10 Propiedades del Propdleo en tratamientos no bucales

Castaldo y Capasso® en el afio 2002, estudiaron el propéleo como remedio
utilizado,en medic paymodasr 3, A través da 1A revdsio de lagliterat) raSidenciande
canoira pal ush exiaro, (1 seriunasudtar cig ant sética y cic tr zgtite; 2l segufo
uso interno en el tratamiento de las*&iCeras gastroduodenales, igualmente el propéleo
parece también ofrecer beneficios a pacientes con enfermedades inflamatorias.
Siendo asi empleado durante siglos en multiplicidad de dolencias humanas.

Farré et al® en el 2004, revisaron las pruebas disponibles en la literatura sobre
las propiedades del propoleo en el tratamiento y prevencion de distintos tipos de
trastornos, a traves de la busqueda de informacion bibliogréfica, arrojando como
resultado de dicha busqueda que el propéleo posee eficacia, especialmente, como
antioxidante, antiinflamatorio y antimicrobiano.

Noriega™ en el afio 2014 revisan diversos estudios, enfocados a demostrar las
propiedades farmacoldgicas del propoleo y sus aplicaciones como agente terapéutico
en el tratamiento de patologias. De este modo, la presente revision se lleva a cabo a
través de documentos realizados en su mayoria en humanos por medio de ensayos
clinicos y estudios experimentales. Resultando ser el propdleo una sustancia con

propiedades antioxidantes, antibacterianas, antivirales, fungicidas, cicatrizantes,
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antiinflamatorias, anestésicas, inmunomoduladoras y antitumorales. Siendo este un

agente terapéutico en el tratamiento de patologias.

2.1.11 Propiedades del Quitosano en tratamientos no bucales

Lemus et al®

realizan una investigacién acerca de la obtencién y uso de
quitosano para tratamientos dérmicos a partir de exoesqueleto de camarén, logrando
generar un aporte a la industria farmacéutica de un biomaterial aplicable en el
tratamiento de todo tipo de heridas, quemaduras, ulceras, entre otros. Para ello
fabricaron el quitosano a partir del exoesqueleto de camaron y utilizaron el quitosano
para la reconstruccion dérmica en seres humanos. Resultando ser el quitosano un
biopolimero, cuyas propiedades encajan perfectamente con aquellas cualidades

necesarias para ser un injerto en cualquier tipo de heridas.

2.2 Bases conceptuales
2.2 Microbiol)nia en cavidad bucal

Lt/ g obioté bucales nc d los ecds|stefiias' m crobig 10S Mis Anucuos eris:r
reconocido y con una amplia divessiuad que hace que sea importante comprender
cOmo estén constituidas estas comunidades de microorganismos, como interactian y
mantienen su homedstasis en el ser humano, teniendo en cuenta que esta cavidad es la
puerta de entrada de posibles infecciones del sistema gastrointestinal y respiratorio.
Entender la microbiota bucal es una tarea compleja’™, debido a la gran variedad de
habitats, que dependen de las concentraciones de oxigeno, la disponibilidad de
nutrientes, la temperatura, la exposicién a factores inmunoldgicos y las caracteristicas
anatémicas de los seres humanos’.

Se estima que alrededor de 400 especies diferentes son capaces de colonizar la
boca y que cualquier persona puede albergar 150 o mas especies diferentes. Los
recuentos en zonas subgingivales oscilan desde 103 y 108 en las bolsas periodontales
profundas”.

Estudios poblacionales han utilizado técnicas gendmicas basadas en microarrays

del gen 16S rRNA y han confirmado que los principales phylum aislados en la
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cavidad bucal son: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteriodes, Actinobacteria y
Fusobacteria. También se ha determinado que los géneros bacterianos presentes en
ella son: Streptococcus, Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas,
Prevotella, Treponema, Neisseria, Haemophilus, Eubacterias, Lactobacterium,
Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia, Peptostreptococcus,
Staphylococcus y Propionibacterium™.

La funcion de la microbiota oral es impedir la implantacion de patogenos
oportunistas, colaborando con los mecanismos de defensa del hospedador para
controlar el crecimiento y reproduccién del micro-ecosistema que habitan en la
cavidad bucal. Cuidar la composicion de estos microsistemas bidticos permite
prevenir enfermedades locales y disminuir las consecuencias asociadas a problemas
que tengan relacién con su permanencia en la boca®.

Ademés de la microbiota bucal antes reflejada y considerada habitual, es
importante tener en cuenta las bacterias causantes de sobreinfecciones, donde se
aislap epterebacte ias coma | la. Essherichis wcolis Er erobaster, clhacas,, Klebsiella
Eaz2ungnea, Canlida anicais, Pceud)mon afrug ncsa, y trac EstGs sin tamiiin
microorganismos exdgenos, que ne=gioducen afeccidn tipica bucal, pero se supone,
en base a la gran cantidad de factores de virulencia y a que son patdgenos en otros
sitios orgénicos, dificulten el tratamiento de estas afecciones®.

Algunos patdégenos humanos como Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila, Mycobacterium no tuberculosis y Acanthamoeba spp. pueden alojarse
en la biopelicula . Entre ellos, P. aeruginosa representa entre 75 y 100% de la flora
recuperada de las lineas de agua de las unidades odontoldgicas. Dicha bacteria puede
causar enfermedad en individuos con defensas reducidas cuando se aloja en zonas
como la mucosa y piel lesionada, generando cuadros de fiebre, shock, oliguria,
leucocitosis o leucopenia, coagulacion intravascular diseminada e inclusive sindrome
de insuficiencia respiratoria del adulto™.

Por otro lado, se ha evidenciado la presencia de Klebsiella pneumoneae en
clinicas dentales, enterobacteria y patdgeno oportunista que suele colonizar a

pacientes hospitalizados. Esta es la especie de mayor relevancia clinica dentro del
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género Klebsiella. Diversos estudios mencionan que estos patdgenos hospitalarios
son persistentes debido a su resistencia a multiples antimicrobianos y

desinfectantes”.

2.2.2 Generalidades sobre regeneracion tisular post cirugia bucal.

Dentro de los procedimientos quirdrgicos bucales que se lleva a cabo con méas
frecuencia en cirugfa bucal, se encuentra la extraccion dentaria’®. Este a pesar de ser
un procedimiento rutinario y usualmente electivo, ha reportado complicaciones entre
2,6% hasta 30,9%’’, produciendo en la mayoria de los casos malestar leve, y
reparando rapidamente’®.

Dentro de las complicaciones mas comunes reportadas estan la parestesia del
nervio alveolar inferior, alveolitis, hemorragia, dolor e infeccién’’. La infeccion tiene
su razon en las condiciones idéneas que ofrece la cavidad bucal para que la flora
bacteriana genere las biopeliculas. Por un lado, facilitando la multiplicacion con
condiciones favor: blas detar peratu=za hume< Jadywano te de autrien es.rar partede Ia
salival /dol liquidi gir gival cresicular origirads en 2l epitelio likre degtia €cia; ybr
otro lado, ofreciendo una amplia sUpstiicie dental a la cual adherirse™.

Asi pues, la cirugia bucal no complicada tiene un bajo riesgo de infeccion. Sin
embargo, existen factores que podrian incrementar dicho riesgo como el tiempo de
intervencion, si la cirugia es invasiva (en el caso de unidades dentales incluidas) y si
ha habido una infeccion previa o si se coloca un cuerpo extrafio’®. Por esta razon,
resulta primordial el uso de un antimicrobiano bactericida de amplio espectro por la
naturaleza polimicrobiana y mixta de cavidad bucal, buscando asi una correcta
reparacion®.

Las cirugias bucales producen una serie de cambios dimensionales que afectan
tanto a los tejidos duros como a los tejidos blandos ocasionando frecuentemente
defectos en el reborde alveolar® y un proceso inflamatorio en las siguientes 24 a 72
horas’®. La cicatrizacién es un fenémeno que se genera posterior a un evento

traumatico o quirargico que afecta la integridad de los tejidos, logrando la activacion
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progresiva de procesos biologicos para restablecer las condiciones del tejido
lesionado, por medio de la regeneracion.

La prevencion y el tratamiento de dichos defectos, tiene como objetivo la
preservacion o el aumento de los tejidos duros y/o blandos para mejorar las
condiciones del reborde para una futura restauracion protésica. Existen diversas
técnicas quirurgicas encaminadas a prevenir 0 minimizar los cambios dimensionales
en alveolos postextraccion (técnicas de preservacion de alvéolo) y otras destinadas a
la reconstruccion de dichas alteraciones anatomicas.

En general, en defectos pequefios 0 moderados una técnica de aumento de
tejidos blandos puede ser suficiente. A pesar de ello, en defectos mas severos o en
aquellas zonas con localizaciones en las que se planifique la posterior colocacion de
implantes, el empleo de un enfoque combinado (aumento de tejido duros y blandos)
y/o en distintas fases puede ser necesario®.

En este sentido, a fin de combatir la serie de sintomas y signos propios de
téCRicas AUIrdrgic i1s=an caxic ad, busal, surg 2 lasager 2raci¢n tisul r oiada (RTG)
caicept) hisado 1o s¢.oen Furporacidn de lof detf :cios pel odent lef, st o tamiiin
en la regeneracion de los tejidos deegporte perdidos, cuyo principio biolégico basico
es el hecho de evitar de algin modo la colonizacién del codgulo por parte de las
células epitelio-conectivas, mediante una barrera. Este sera repoblado entonces solo
por células mesenquimaticas pluripotenciales indiferenciadas®®.

Uno de los objetivos méas importantes de la técnica de preservacion alveolar es
el mantenimiento o el mejoramiento de la arquitectura gingival vestibular y del nivel
de las papilas interproximales, manteniendo las caracteristicas morfoldgicas del
reborde 6seo de manera que se pueda obtenerla rehabilitacion de la zona preservada

con resultados estéticos ideales®*.

2.2.3 Biomateriales empleados en la regeneracion de tejidos blandos
post cirugia bucal.
Se denomina biomaterial a los productos empleados para reproducir la funcién

de tejidos vivos en los sistemas bioldgicos de forma segura, mecanicamente funcional
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y aceptable fisiolégicamente, que son temporal o permanentemente implantados en el
cuerpo y que tratan de restaurar el defecto existente y, en algin caso, conseguir la
regeneracion tisular®.

Con la finalidad de encontrar opciones de biomateriales en la terapéutica
médica-odontoldgica, se han estudiado distintos materiales tanto en modelos animales
como en humanos®. Dentro de los materiales empleados en la regeneracion de tejidos
blandos han destacado el PRP, PRGF, hidroxiapatita, tejido conectivo, propoleo y
quitosano®.

En este sentido, el PRP ha demostrado ser un biomaterial autélogo, de
obtencidn rapida que puede inducir y mejorar los procesos de cicatrizacion, asi que
puede ser empleado para inducir la cicatrizacion del tejido blando y la regeneracion
Osea en el caso de problemas de retardada cicatrizacion luego de la extraccion de
terceros molares incluidos®. EI PRGF se obtiene de la sangre del paciente, realizando
un concentrado de plaquetas de segunda generacion que mejora la cicatrizacion de los
tejides duros.y ble 1das®.

'_afidroxil oati @, seg n' as evi er cics eficor tre das, dmu st afa i :atrizacicn
de tejidos blandos y progresiva regeacracion 6sea, ya que es el principal componente
mineral del hueso®. El aloinjerto de tejido conectivo provee una matriz para el
crecimiento de células y vasos sanguineos derivados del ligamento periodontal y del
conectivo adyacente logrando asi la regeneracion del reborde alveolar por el aumento
de tejidos blandos en anchura y altura®.

El propoleo, ha demostrado poseer multiples beneficios que ayudan durante el
proceso de hemostasia y cicatrizacién del alveolo dental, dentro de los cuales se
tienen el poder hemostatico, antiinflamatorio, anestésico, cicatrizante, todas éstas,
propiedades observadas durante los controles realizados por una semana®. Por su
parte, el quitosano ha resultado ser un biomaterial ideal en la regeneracion tisular post
cirugias en cavidad bucal, ello gracias a sus propiedades*: antimicrobiana,

2324 analgésica®®, antifungica®®.

antiinflamatoria, cicatrizante
2.2.4 Quitosano

2.2.4.1 Historia del Quitosano
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La quitina fue descubierta y aislada por Henry Braconnot en 1811, mientras que
en 1823 elcientifico E. Odier encontrd la misma sustancia, formando parte de la
estructura de las plantas y en algunos insectos nombrandola quitina. Odier también
identificd quitina en el caparazén desmineralizado del cangrejo y sugirié que es el
material base del exoesqueleto de todos los insectos y posiblemente de los
arécnidos®’.

El avance cientifico de la época cuando se realizé el descubrimiento de la
quitina, no permitio que los cientificos proyectaran el uso potencial de la misma. Sin
embargo, debido al avance tecnoldgico de ese entonces, ambos cientificos no se
imaginaron las sorprendentes propiedades del polisacarido y sus derivados ni el
enorme espectro de sus aplicaciones®’.

2.2.4.2 Descripcion general.

El quitosano es un polimero derivado de quitina, cuando el grado de
desacetilacion (DD) de la quitina alcanza valores de alrededor de 50% Yy se vuelve
soluhle en madios Asidos a1 ses™® Estos.pr 'dustas bidquimicos.se puesan obtener 2
£ tir 41 Tratamieato £,umic) ¢ 2 T xoe gl el tod de/ irustacecs er tre et os /| camextn
(también se encuentra en insectos, ingiuscos y hongos).

2.2.4.3 Composicién quimica.

Como se describio anteriormente el quitosano es un polimero de quitina, se
obtiene por modificacion quimica de la quitina, la cual es tratada con una solucion
alcalina concentrada y caliente, el polimero que se obtiene posee ciertas
caracteristicas quimicas y fisicas de gran interés industrial®®. Comprende copolimeros
de glucosamina y N- acetilglucosamina®.

La quitina es facil de obtener del exoesqueleto de camarones o cangrejos, para
ello se requiere un tratamiento quimico con el fin de remover los pigmentos, las sales
tales como el carbonato de calcio y las proteinas que se encuentran asociadas con ella.
La obtencion de quitosano se realiza por medio de un tratamiento con alcali
concentrado y caliente®®.

El proceso quimico suele llevarse a cabo mediante procesos homogéneos y

heterogéneos. La desacetilacion homogénea comienza con una eventual disolucion de
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la quitina en frio mediante la utilizacion de una relacion de quitina a hidroxido de
sodio. La desacetilacion heterogénea se lleva a cabo en soluciones acuosas de
hidroxido de sodio o de potasio bajo condiciones severas de calor’. El grado de
deacetilacion (%DA) puede ser determinado por espectroscopia NMR y el % DA en
quitosano esté en el rango de 60-100 %.
2.2.4.4 Propiedades bioldgicas del quitosano.
Este biopolimero, es biodegradable, biocompatible y no téxico, ademés de

1*? efecto hemostatico,

presentar inmunogenicidad, actividad fungicida, antivira
antitumoral e inmunoadyuvante, caracteristicas que unidas a su naturaleza
policatiénica, han estimulado su empleo en diversas aplicaciones biomédicas*.

Posee propiedades mucoadhesivas, que facilitan la liberacion de los principios
activos directamente al tracto nasal o peri oral, contribuyendo a que la asimilacion del
principio sea mas rapida y efectiva, de igual forma es efectivo en la neutralizacion de
los lipopolisacaridos bacterianos. Siendo Util para el tratamiento de reconstruccion de
1a piel, canvirtiénc ala ené pelicita siper delgada o le sirve cem) serarte para las
cslula p tiliales, vor/ m dio'de sUs ca'ac er/stifas b un ectan =s \ b ctéfici as®®.

2.2.4.5 Mecanismos de aetion.

El mecanismo de accion del quitosano en su funcion como agente cicatrizante
es a través de la estimulacion e incremento de las funciones de las células
inflamatorias como los leucocitos, polimorfonucleares y macrofagos, promoviendo la
organizacién celular®, e igualmente combatiendo la inflamacién, a través de su
capacidad para regular la liberacién de agentes bioactivos, como factores de
crecimiento, antibiéticos y antiinflamatorios®,

2.2.4.6 Reacciones adversas.

El Quitosano, ha demostrado propiedades regenerativas en diversos tejidos;
siendo un producto de origen animal relativamente facil de obtener y posiblemente
también de menor costo que los materiales usados tradicionalmente, ya que por sus
caracteristicas de biocompatibilidad y factibilidad bioldgica es usado en medicina

como estimulante en la cicatrizacion de lesiones extensas, presentando muy escasos
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efectos adversos se ha aplicado en la regeneracion de defectos dseos en
odontologia®®, .

Son numerosos los estudios desarrollados en relacién con la aplicacion de este
biomaterial en cirugia 0sea reconstructiva ortopédica y craneo facial buscando
siempre la menor invasion de los tejidos y la facilidad para transportar el material,
ello sin presentar efectos adversos. Como se ha expresado este biomaterial puede
usarse en variados formas y también puede servir de carrier a otros materiales en
cirugia 6sea reconstructiva tanto en Medicina como en Odontologia®.

2.2.4.7 Uso del quitosano en medicina.

En el campo de la medicina, los efectos de la quitina y el quitosano en la
cicatrizacién de heridas han sido el foco de una gran atencion, se han descrito
propiedades antibacteriales y antifangicas que impiden la proliferacién de
microorganismos durante el proceso de cicatrizacion®. Promueve el control del
colesterol, la recuperacion de Ulceras y lesiones, posee accién antibacterial, asi como
antjacide®®. Asimi ma se ba mpoleada enalaroduscion de syturas | uirisaicas, come
a1)sith/de ¥ rotecc 6n (eerifas pir su ac iv dadhei o tatica y al tiiféCeic satt.

Este biopolimero se ha uuiizado como membrana de hemodialisis, sutura
biodegradable, sustituyente artificial de la piel, agente cicatrizante en quemaduras,
sistema liberador de farmacos, para la liberacién de insulina, transporte de agentes
anticancerigenos, tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA,
entre otros usos en el area médica. Igualmente se ha demostrado la utilidad del
quitosano en el desarrollo de sistemas mucoadhesivos para la liberacion controlada de
farmacos (nifedipina, propranolol e insulina) a nivel de la mucosa géstrica y bucal %°.

2.2.4.8 Uso del quitosano en Odontologia.

En odontologia el quitosano se ha utilizado posterior a procedimientos
quirdrgicos como apiceptomias en fracasos endoddnticos, regeneracion periodontal,
estomatitis sub-protésica, entre otros. Adicionalmente, el quitosano puede ser usado
en varias formas fisicas como membranas, hidrogeles, xerogeles, nanofibras,

liposomas, microesferas, esponjas, polvo, entre otras, con diferentes propositos,
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dentro de los cuales destacan para el transporte de farmacos, transporte de factores de
crecimiento y proteinas, favorecer la sintesis de colageno y facilitar la diferenciacion
de células osteogénicas®.

El quitosano refiere ser un biopolimero altamente Gtil para combatir entes

patégenos y lesiones inflamatorias y ulcerosas en cavidad bucal®®

. Asimismo,
estudios previos han demostrado la viabilidad del quitosano como medio de cultivo
de osteoblastos; por ello es un biomaterial utilizado para la regeneracion del reborde
alveolar ya que una de las cualidades requeridas en los materiales a este fin es su
capacidad de producir la osteoinduccion a través de una adecuada proliferacion
celular?.

2.2.5 Propdleo

2.2.5.1 Historia del propdleo.

El uso del propdleo remota desde hace tiempo atras donde los sacerdotes del
antiguo Egipto lo utilizaban para elaborar medicinas, unguentos y cremas de
ambalsamar, Luel o=en elas gl XA Avice 2a manifistd gue esteé sustancia posee
cuactirsicas ber 2fic sisobr2 [eidas al fe:iliar ¢4 [impie a. Janbien (studiod /e
chinos, hindues, romanos, persas,=ificas sefialaron actividad frente a infecciones
febriles y los franceses en los siglos XV111 lo usaron para el tratamiento de llagas™.

Asi pues, al propdleo se le ha usado para embalsamar cadaveres, como
calmante y para tratamientos de infecciones, para tratar las maderas de instrumentos
musicales y para cicatrizar heridas por sus propiedades antisépticas®.

Posterior al descubrimiento de antibiéticos como la penicilina al evidenciar
sus efectos negativos, renace la iniciativa de utilizar productos alternativos naturales
como el propdleo en diferentes tratamientos de salud. Asi, su utilizacion se ha
mantenido en la actualidad, realizando varias investigaciones cientificas sobre el
empleo de preparados a base de propoleos en los campos de la medicina y
odontologia®, **.

2.2.5.2 Descripcion general.
El propdleo es una sustancia natural parecida a una resina pegajosa que las

abejas obtienen de las resinas de la corteza de ciertos arboles. Ellas o mezclan con
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saliva y cera de abejas®, es de consistencia pegajosa y color oscuro®, con una

propiedad altamente bactericida™.

Las caracteristicas morfoldgicas del propoleo varian segun la disponibilidad
de las variedades vegetales y las condiciones ambientales. Es por esta razén, que su
color puede variar del pardo rojizo al amarillo verdoso y oscurecerse hasta el negro
dependiendo de su origen y la edad. Posee un olor aroméatico caracteristico y
agradable, y de sabor fuerte y picante®*.

2.2.5.3 Caracteristicas organolépticas.

En cuanto a sus caracteristicas fisicas, el propdleo se presenta como un
producto sélido, su punto de fusion oscila desde 590°C hasta 700 u 800°C. Presenta
una baja solubilidad en agua pero puede ser diluido en solventes como alcohol etilico,
acetona, propilenglicol, benceno y soda caustica; siendo el alcohol etilico el solvente
mas recomendado ya que permite extraer con mas eficiencia los principios activos y
bajas concentraciones de cera®®.

E! propole wayele sar aramatico v el furaian el lusar de ecalaccion v de!
cinatgaiorigen tambic la/co oracid, 2l salfor & [ conisteaca fas Hrincipolis
caracteristicas son®, 3,

e Aspecto: Se puede recolectar en forma de esferas, granos.

e Color: Hay variedad desde verde oscuro, amarillo, pardo, pardo
oscuro, hasta negro.

e Consistencia: Suele ser espesa, presenta algunas impurezas. Blando
cuando se encuentra a temperaturas superiores a 300°C, y temperatura
menor de 150°C duro y quebradizo.

e Olor: Existen propoleos inodoros, aromatico.

e Sabor: Por lo general amargo, picante, insipido en raras ocasiones.

e Solubilidad: Tiene baja solubilidad en agua se le puede disolver con
alcohol etilico ya que es mas recomendado porque permite extraer con

mas eficiencia los principios activos y bajas concentraciones de cera.

2.2.5.4 Composicién quimica.
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Con el fin de conocer a las posibles aplicaciones y usos del propdleo en los
ultimos afios se ha profundizado su estudio y se ha registrado un gran progreso en
establecer su composicién quimica. Al igual que sus caracteristicas organolépticas, de
acuerdo a la region geografica, sobre todo segun la fuente vegetal de donde provenga
esta resina, la composicién quimica es variable y compleja®.

Mas de 300 compuestos quimicos se han descrito en los propdleos de
diversos origenes. En general, los propéleos en bruto se componen de®, >*:
e 50-55% de Resina
e 30-40% Ceras
e 5-10% de aceites volatiles
e 5% de Polen

e 5% de sustancias organicas y minerales.

La composicion quimica del propoleo incluye elementos organicos, entre
\stasel fhayor co vpgnesiey ellprepdeanlo represint n losiflavonbides, vales gomy
a: do afe’Co, quiacitin,thaical ha,nis oo miarica_s ar ngying, g laiglina y srysia.
Estos son responsables de las propiedades del propdleo, tales como la accion
antimicrobiana, antioxidante y antiinflamatoria del propéleo®?, *, ©,

2.2.5.5 Propiedades bioldgicas del propdleo.
Se han realizado numerosos trabajos con el fin de definir la actividad
farmacoldgica de los constituyentes del propoleo y, de establecer si esos componentes
son responsables, total o parcialmente, de dicha actividad. Del caracter biolégico del
prop6leo destacan sus propiedades antioxidantes, antibacterianas, antivirales,
fungicidas, cicatrizante y antiinflamatorio, anestésicas, inmunomodulador, y
antitumoral®.
Las siguientes propiedades son las més importantes®:

e Antibacteriano: Principales responsables los flavonoides actla sobre Gram
positivos, Gram negativos, en particular con Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans. Asi, la concentracion minima bactericida (CMB) del

extracto etandlico de propdleo (EEP)es de 0.93 mg mL-' para las Gram
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positivas y 7.5 mg mL-1 para las Gram negativas, como Klebsiella neumoniae
y Pseudomona aeruginosa, demostrando que posee actividad bacteriostatica
parcial pero no total a 4% vy actividad bactericida a 8%°*,%%. En relacién a la
concentracion minima inhibitoria (CMI), se han conseguido valores de
0,25ug/ml, y de 12ug/ml paraun grupo de bacterias aerobias y anaerobias™.

e Antiviral: El propoleo inactiva los virus de herpes simple tipo 1 y 2. Gracias a
los flavonoides.

¢ Antiinflamatoria: Por la presencia de flavonoides.

e Analgésica: Se debe a la presencia de flavonoides.

e Antioxidante: Se le atribuye a los compuestos fendlicos y los flavonoides que
posee.

e Actividad cicatrizante: favorece la cicatrizacion, ya que estimula la
regeneracion epitelial y la microcirculacion, por ello, desde la antigiedad se
utiliza junto con la miel y en forma de apdsitos o vendajes oclusivos, en el
tiutamientc devheritar yresGngs Plc rosds¢2 ¢ iferente effolgic;Waclusoioars

alpra®.

2.2.5.6 Mecanismos de accion.

El mecanismo de la actividad antimicrobiana del propdleo es complejo y
puede ser atribuido al sinergismo entre algunos de sus compuestos, tales como
flavonoides, acidos aromaticos, acidos grasos, esteres, hidroxiacidos, sesquiterpenos
y otros compuestos fenélicos presentes en su composicion®.

La actividad antimicrobiana del prop6leo es mayor contra las bacterias Gram-
positivas que las gram negativas. También el mecanismo de accion consiste en
degradar la membrana citoplasmatica de las bacterias, haciendo que las bacterias
pierdan su capacidad de motilidad, transporte de membrana y sintesis de ATP, ello
por la accion de la quercetina®. Se apunta que esta capacidad bactericida se debe a la
accion de flavonoides como: pinocembrina (flavonone) y galangina (flavonoles), asi
como también del fenil éster del acido cafeico, cuyo mecanismo de accidn se basa en

la inhibicion de la RNA polimerasa bacteriana. Por su parte, el mecanismo de accion
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de la galangina, se basa en degradar la membrana citoplasmatica de las bacterias, lo
que conduce a una pérdida de iones de potasio, provocando autolisis de la célula®®.
2.2.5.7 Reacciones adversas.

El prépolis es relativamente atoxico®. Las personas que han hecho uso del
propdleo como medicina durante los ultimos 300 afios, no han dejado reflejado en la
literatura ninguna mencion sobre efectos secundarios serios y/o tdxicos. Sin embargo,
en los Gltimos afios, la contaminacion medioambiental ha introducido algunas nuevas
preocupaciones sobre el consumo de productos naturales®*.

Las reacciones adversas a la aplicacion local de propdleo son escasas y se
refieren generalmente a reacciones alérgicas de hipersensibilidad de tipo dermatitis de
contacto. La respuesta alérgica se puede observar como un enrojecimiento de la
propia piel y una quemazon o prurito de la misma*. El principal agente sensibilizante
descubierto en la composicion de propéleo corresponde a 3-metil-2-butenil cafeato y
feniletil cafeato. Posiblemente existan otros alergenos no descubiertos a la fecha®.

2:2.5.8 L'aa delsni bpslessar mee cinas

"zri.Medici a hi ntana’se 1a en ol tre Jofesu ta los pcsitiy os alfusa’ prop0:2s
en el tratamiento de procesos tales seri10 catarros de las vias respiratorias altas, gripe,
sinusitis, otitis, laringitis, bronquitis, asma bronquial, neumonia cronica, tuberculosis
pulmonar. Promueve la reconstruccion de coladgeno y elastina, pro-oxidante. En el
aparato digestivo: insuficiencias hepéticas de etiologias diversas, actla como
espasmolitico. Aparato genito-urinario: infecciones e inflamaciones en general. En
alergologia para tratar asma bronquial y rinofaringitis- laringitis alérgicas.

En ginecologia en micosis vaginal y parasitosis. En oftalmologia, en glaucoma
y cataratas incipientes y tiene gran efecto en casos de queratitis herpética y
conjuntivitis de distintos tipos. En el area dermatoldgica es donde mas aplicaciones
encuentran principalmente para procesos tales como abscesos, forunculos,
supuraciones diversas, sabafiones, grietas, verrugas, callosidades, eczemas y
psoriasis, entre otros®. Por sus propiedades regenerativas y antioxidantes es
comercializado en la industria cosmética para ser incluido en formulaciones de

cremas regenerativas para piel madura o dafiada, cremas antiarrugas, cremas para piel
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grasa propensa al acné, en productos para contorno de ojos, productos solares, para el
cuidado del cabello en general y sobre todo para cabellos finos que tienden a
quebrarse®.

2.2.5.9 Uso del propoleo en Odontologia.

Es interesante y a la vez importante resolver estos problemas con productos
naturales. Basado en los resultados favorables obtenidos en estudios clinicos e
histoldgicos de la aplicacion del propoleo, su uso en el campo de la Odontologia esta
siendo cada vez mas difundida. Su uso principal es como cicatrizante. Se han
comprobado los efectos en la aplicacion topica sobre el curso de la cicatrizacion
gingival, asimismo, la aplicacion de pastas compuestas en el manejo de la
sintomatologia de la gingivitis induciendo también a la eliminacion de bacterias y la
reparacion de tejido gingival®.

Algunos autores plantean la utilizacion del propdleo en la odontologia como
agente antibacteriano para el control de la placa o en el tratamiento de diversas
infeccionas pue s¢ puedansnl sentarar la ¢ «idad.ara, ya oue se Fa cemnrobado si
cabacidud Lacteri ida' Y bac er ofatica |reltef@ bic rias bral 7. (21 ¢ xtracto) /e
propdleo contiene gran variedad “ee* componentes como los flavonoides y acido
fendlico. De los flavonoides presentes en el propéleo la pinocembina, se considera la
responsable del efecto inhibitorio sobre la Candida spp, asociada con la causa de
estomatitis™.

El prépolis o propoleo es capaz de reducir la sensibilidad dental y la
permeabilidad de la dentina ha mostrado ser beneficioso en diversos aspectos, que
incluyen, la prevencion de la caries, la reduccion de la mucosidad oral tras
quimioterapia, el cancer oral, en casos de enfermedades gingivales y periodontales,
inhibicién de la placa bacteriana y antiinflamatorio, en ayudar a prevenir la

microbiota oral y como analgésico entre otras capacidades*.

2.2.5 Propiedades Quimicas de compuestos.

2.2.5.1 Potencial de disociacion (pKa).
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El pKa o potencial de disociacion®es el representante de la fuerza que tienen las
moléculas al disociarse. EI concepto relacionado a la constante de disociacién acida
(pKa) como propiedad de una sustancia se reconoce como uno de los pardmetros mas
utilizados en la quimica moderna. Asi pues, tanto el pH como el pKa son esenciales
para comprender el comportamiento de las sustancias quimicas en la vida cotidiana®.

2.2.5.2 Métodos de determinacion de pKa.

En vista de la necesidad de comprender el comportamiento de las sustancias
quimicas, se han creado diversos metodos para la determinacion de pKa, entre los
cuales se destacan:

e Meétodo Potenciométrico/ Titulacion acido-base:

En una titulacion potenciométrica, un volumen conocido de reactivo se agrega
gradualmente a una solucién de analito. EI cambio en el potencial (E) tras la reaccion
se mide en consecuencia con el uso de dos electrodos, un indicador y un electrodo de
referencia. Estos a menudo se integran en lo que ahora se denomina comdnmente
alegtrodasdenH o mhinada® *° JElmétods ¢ stensiamctrico paragda letarminacién de!
p<ael/durro de'osalios, orocidos e masfony ar ente | or 1az nfs d¢ econov.a
de tiempo y de la precision de resuitegos®™.

e Voltametria:

En voltametria, para conocer el pKa de una solucion se aplica un potencial
cambiante sobre una solucién de muestra y se registra la corriente resultante. De
forma que cuando el potencial alcance el potencial de reduccion del analito, se dara
un aumento de la corriente, seguido de una disminucion debido al agotamiento de la
molécula®.

e Calorimetria:

Otra técnica empleada para la medicion de los valores de pKa, es la llamada
Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC). En ésta, se realiza una titulacion regular
acido-base dentro del calorimetro mientras se mide la energia necesaria para
mantener la temperatura constante®.

e Resonancia Magnética Nuclear:
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Es una técnica empleada desde 1957, en la cual el valor de pKa se puede
determinar tomando en cuenta el valor de pH. En lugar de realizar una titulacion
continta, se agrega una cantidad conocida de un &cido o base fuerte a diferentes
muestras (titulacion a volumen constante), a partir de las cuales se calcula el pH en
consecuencia.Esto produce una curva sigmoidea familiar donde el pKa se encuentra
en el punto de inflexion®.

e Electroforesis:

En la electroforesis, las especies cargadas se separan bajo la influencia de un
campo eléctrico, migrando con una velocidad proporcional a su relacion tamafio-
carga. La relacién de la velocidad lineal vi y la intensidad de campo E se define como
la movilidad electroforética. El uso de la electroforesis para la determinacion del
valor de pKa depende entonces de las diferentes movilidades de las formas
protonadas y desprotonadas del analito. Como las dos formas existen en equilibrio
rapido, se mide una movilidad neta que puede relacionarse con el grado de
diseoiacian () de amalite®

e zshctrom triz U/ /) is

Empleada mucho antes de 1930, pues en esta época ya era conocido que un
cambio en la acidez podria conducir a cambios de color de sustancias naturales. La
espectrometria con luz visible permite medir los valores de pKa de los indicadores de
acido / base y esto, a su vez, se extendio al uso de luz UV para medir los pKa de otros
componentes™.

e Polarimetria:

La determinacion de una constante de disociacién acida por polarimetria implica
la medicion de la rotacion éptica de la luz polarizada plana por la solucion de muestra
en funcion del pH®.

e MEétodo cinético:

El método cinético para determinar los valores de pKa depende de la medicion de
la velocidad de una reaccion de control que esté influenciada por el pH de su medio
de reaccion®.

e Meétodo computacional:
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Finalmente, el método de la quimica computacional, es inusual en comparacion
con los descritos anteriormente, ya que es un método matematico en lugar de uno
experimental. El calculo no requiere muestra y, en principio, no esta restringido en
términos de condiciones fisicas, pero la precision de los valores obtenidos depende

completamente del modelo utilizado para realizar los calculos®.

2.2.5.3 Implicacion del valor de pKa en la aplicacion clinica de
quitosano en tejidos blandos de cavidad bucal.

El grupo amino del Quitosano tiene un valor pKa que ronda los 6,5 razén por
la cual el quitosano posee una ligera carga positiva y es soluble en medios &cidos o en
soluciones neutras. Es decir, dichos valores ponen de manifiesto las propiedades
bioadhesivas de poder ligarse a las superficies cargadas negativamente tales como las
membranas mucosas. Debido a estas propiedades fisicas, el quitosano permite el
trasporte de drogas a través de las superficies epiteliales, siendo ademas
hiocempatible y b edegradali e, -pudiande. se =hid=alizi do por lisasc mas=aresentas ep
l\¢ flu'dos forporeles® .

2.2.6 Velocidad de liberacion devegstancias.

En la mayor parte de los sistemas de liberacion controlada, el farmaco,
pesticida o cualquier otro agente bioldgico, se introduce en el interior de lo que se
denomina transportador, siendo éste normalmente un material polimero. La velocidad
de liberacién de la sustancia deseada esta practicamente controlada por las
propiedades del polimero, aunque por otra parte, existen otros factores de menor
influencia, tales como el pH del medio en el que se va a realizar la liberacion.
Teniendo en cuenta estos todos estos factores, es posible conseguir sistemas de
liberacion que actlen lentamente y de forma continua durante largos periodos de
tiempo®.

Asi pues, el presente estudio empleara como transportador membranas de
quitosano, un polisacéarido natural, biodegradable y biocompatible, cuya estructura
corresponde a un copolimero de N-acetilglucosaminas y glucosaminas, cuya

naturaleza cationica permite formar complejos con farmacos o excipientes de carga

36



opuesta, con lo cual se modifican algunas de sus caracteristicas fisico- quimicas. El
quitosano se ha estudiado por su posible papel en la liberacion controlada de
principios activos por su habilidad para formar geles, pero también, se le ha visto
utilidad en formas de dosificacién de liberacion rapida.
2.2.6.1 Métodos quimicos de determinacion de velocidad de liberacion
de sustancias.
Entre los métodos con mayor frecuencia empleados para la determinacién de la
velocidad de liberacion de una sustancia destacan:

o Voltometria de pulso diferencial y Voltometria ciclica: Para lograr
conocer la liberacion controlada de farmacos existen diferentes técnicas
electroanaliticas las cuales reflejan la cantidad de compuesto liberado hacia el
medio, la voltometria de pulso diferencial envia en forma de onda la sefial de
excitacion, donde en una serie de pulsos a manera de escalera, el potencial de
base aumenta gradualmente en pequefios intervalos entre 10 y 100 mili voltios, de
tal mode que asmedids do oumatrans: wrra=al t2mpogse precistrazs, los nicog
medinids de ber.ciin fneditos /nlimoufSos! el ctricc:®. Ripifser ando ‘e
método un medio mas sensible“y*Con menores limites de deteccion, en relacion a
la voltometria ciclica, en la cual se conocera el contenido de sustancia liberada
midiéndose mediante la ecuacién de regresion lineal de la curva de calibracién

sencilla™.

e Espectroscopia UV-vis: Consiste en la representacion de la variacion de la
absorbancia en funcién de la longitud de onda. Esta técnica ofrece varias
ventajas en relacion a los métodos convencionales ya que distingue
caracteristicas espectrales que sobresalen de las bandas registradas en el
espectro aumentando la resolucion en sobrelapamientos de espectros.
Igualmente, presenta una serie de caracteristicas que favorecen su uso en
analisis quimicos rutinarios entre las cuales se pueden mencionar: simplicidad
operacional, elevada velocidad analitica, bajo costo y posibilidades de uso en

sistemas de control on-line®.
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2.2.6.2 Implicacion del valor de velocidad de liberacion de sustancias
en aguadestilada para aplicacion clinica.

Resulta fundamental implementar tecnologias de liberacion controlada en el area
farmacéutica y odontoldgica, pues la liberacién controlada presenta ventajas de
dosificacion con respecto a otras presentaciones, entre ellas se encuentran la
disminucion de los efectos colaterales secundarios, el tiempo de actividad
prolongado, y el brindar proteccion a farmacos sensibles a ataques enzimaticos o
degradacion 4cida debido al pH local, entre otros®. Asi pues, dependiendo de la
velocidad de la liberacion se obtendra la concentracion de sustancia capaz de lograr el
efecto que se desea, tal como lo reflejan los estudios publicados por Arias el al” y
Leonardi et al®®.

I determinaron la velocidad de liberaciéon de

Por su parte Arias et a
Metronidazol (MTZ), incorporado en peliculas de quitosano, usando como medio
nara 1a liheracion, agua destifada. Raalizend -prexia el tudiogmedial te psnactroscopia
infrarrn’a’{IR) sinfv/ cghfainoiac aciin e MTZ, cor la fin lidid | e.om jrobar e
el MTZ incorporado en el quitosaiveyinantiene su estructura quimica y por ende sus
propiedades farmacéuticas. Reflejando que la velocidad de liberacion de sustancias
tales como el MTZ desde una pelicula de quitosano puede ser determinada utilizando
técnicas electroquimicas.

La evaluacion de las membranas fue por intervalos de tiempo cada media hora y
cada 24 horas por 4 dias. Determinando que el desprendimiento del metronidazol en
el tiempo es sostenido y controlado hasta 96 horas (ya que la concentracion en el seno
de la solucidén aumenta gradualmente,liberandoseaproximadamente la misma cantidad
de farmaco por unidad de tiempo), alcanzando a los 30 minutos una concentracion de
metronidazol en la agua destilada por encima del valor minimo terapéutico y por
debajo del valor toxico. Demostrando asi, que este tipo de liberacion, presenta una
cinética de orden cero, y es el mecanismo de liberacion ideal cuando se quiere

conseguir una accion farmacoldgica prolongada’.
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2.2.7 Actividad antimicrobiana
2.2.7.1 Determinacion de actividad antimicrobiana de un compuesto.

Las condiciones especificas empleadas durante el desarrollo del método aseguran
la reproducibilidad de los resultados, que son de gran importancia para evaluar la
actividad antimicrobiana. Sin embargo, hay que considerar algunos factores que son
decisivos para obtener resultados reproducibles y exactos, desde el método de
extraccion, solventes utilizados, medios de cultivo, cantidad de indculo, uso correcto
de controles; esto permitira descartar algunos errores sistematicos durante la

realizacion de las evaluaciones que pudieran arrojar falsos positivos o negativos®’.

e Difusion en agar: Prueba que permite medir in vitro la susceptibilidad de
patdgenos y fitopatogenos, frente a una sustancia desconocida®. En este método,
existen dos formas de identificar la difusion. En la primera, en Disco (Kirby-Bauer),
el agar solidificado se inocula con la suspensién requerida del microorganismo; un
napahifiltxo es imy ragnads=ai n pinaseqlucion desance tracién cenc cida=aevaluar, e!
cil exfec!cado i 1 caperfic etdel figir. =nfia <3g nda, (noc firaco d pozos fie
agar, se perfora el agar solidificaas=y previamente inoculado, usando un perforador
estéril, y se vierte una solucion de cierta concentracion del agente a evaluar en las
perforaciones®.

Posteriormente, las cajas Petri son incubadas a la temperatura y tiempo 6ptimos.
El principio es la difusion del agente a evaluar hacia todo el agar, lo que conduce a la
inhibicion del crecimiento bacteriano mediante la formacion de zonas de inhibicion.
Lo cual supone que el diametro de las zonas aumentara al incrementar la
concentracion agente. Los resultados de la prueba de difusion en agar son
generalmente cualitativos. La susceptibilidad del microorganismo en prueba esta
relacionada con el tamafio de la zona de inhibicién en milimetros™.

Un estudio realizado para determinar la susceptibilidad bacteriana en el caso de
aceites esenciales, establece para éste caso: susceptibilidad microbiana cuando el

diametro de la zona es mayor a 30-35 mm, intermedios cuando el didmetro de la zona
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varia entre 20 y 30 mm, o resistentes con una zona cuyo didmetro es menor a 15-20
mm®*.

Otros estudios han reflejado la efectividad de ciertas sustancias sobre el sobre el
Enterococcus faecalis, entre las que el gel de chitosan/propdleo, presentd la mayor
media en segundo lugar, estuvo el provocado por el gel de chitosan, seguido por el
halo inhibitorio de la clorhexidina en gel al 2% (Maquira-Brasil). Teniendo como
control positivo un disco de sensibilidad de Ampicilina®.

e Dilucion en agar: ElI método de dilucion y microdilucion seriada se lleva a
cabo en tubos (dilucion) o pocillos (microdilucién) con medios liquidos (caldos), los
cuales contienen concentraciones crecientes (serie de dilucion doble) del agente a
evaluar diluido en el caldo, en el cual se inocula un numero definido de células
bacterianas. Posterior a la incubacion (16-24 h dependiendo del microorganismo), la
presencia de turbidez o sedimentacion indica crecimiento del microorganismo.
Finalmente, para rectificar la inhibicion, se toman alicuotas de los tubos o pocillos sin
turbidezg/ s hac sun semb ado en=agar L CMAL er esta fécnice sescatermira de
aierct ol la_ccaceraccior hé: bja glefimrid. el ‘rec mienfo Jisible To2l
microorganismo. Estos métodos “sén mayormente utilizados en estudios con
bacterias™.

Esta técnica permite determinar si el efecto del extracto o compuesto en cuestion
es bacteriostatico o bactericida, para lo cual se toma en cuenta el conteo en placa
obtenido. Para considerarse bactericida, no debe haber crecimiento en el cultivo,
mientras que al obtener un crecimiento igual al indculo inicial, se considera
bacteriostético®’.

e Bioautografia: Es una variante del de difusion en agar, con la premisa de que
el extracto crudo al que se le evaluaran las propiedades antimicrobianas, es colocado
sobre una placa de cromatografia en capa fina (CCF), posteriormente es eluido con
una mezcla apropiada de solventes, permitiendo la separacion de los diferentes
componentes del extracto. La CCF es un método ideal para la separacion de
compuestos naturales debido a que después de eluir la cromatografia se evapora el

solvente, evitando asf la posible actividad del mismo®’.
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o Bioautografia por contacto: La placa cromatografica previamente eluida y
sin restos de solventes, se coloca «cara abajo» sobre el agar inoculado con
la cepa de interés. Transcurrido el tiempo de incubacion, la actividad
antimicrobiana se evidencia mediante la aparicion una zona de inhibicién
del crecimiento sobre la superficie del agar en el lugar donde el o los
compuestos antimicrobianos estuvieron en contacto con la capa de agar®’.

o Bioautografia directa: la cromatografia en capa delgada previamente
eluida y sin restos de solventes, es sumergida en una suspension del
microorganismo de interés, el cual se encuentra en crecimiento activo y en
un caldo de cultivo apropiado. Después del tiempo de incubacion se
observan las zonas donde no hay crecimiento, las cuales corresponden a
los compuestos antimicrobianos buscados®’.

o Bioautografia por inmersion o por superposicion de agar: el cromatograma
es cubierto con una capa de agar previamente inoculado, hay que
considi rasguesl.igar deka astar. arovimac aments a 45 | C 2lsmomento de
‘noculélo /para feviter factivard al, nicrooljan snof en  cuest ¢,
Posteriormente, la placa*soierta con agar es incubada en cdmara himeda
durante el tiempo y la temperatura apropiada, después de esto, zonas
claras sobre la placa de CCF indican la actividad antimicrobiana de los
componentes””.

o Sembrado en espiral: Este método se basa en dispensar continuamente un
volumen decreciente de una concentracion (de la cual se desea conocer propiedades
antimicrobianas) en un medio s6lido (agar) por medio del patrén de espiral de
Arquimedes. Lo cual resulta en un gradiente del compuesto a evaluar con una alta
concentracion cerca del centro de la caja Petri; el indculo es sembrado radialmente
sobre la superficie de la caja desde el borde exterior hasta el centro de la placa.
Posterior a la incubacion, se mide y registra la distancia desde el final del crecimiento
del microorganismo hasta donde comenzé. La CMI se puede calcular a partir del

radio en el que se detiene el crecimiento™.
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o Caja Petri invertida: Consiste en colocar los agares inoculados de forma
separada de los compuestos a evaluar. Para ello, papel filtro impregnado con el agente
a evaluar previamente disuelto en acetato de etilo o en otro solvente, es colocado
sobre la tapa de una caja Petri; posteriormente, la caja Petri que contiene en la base el
agar solidificado e inoculado y en la tapa el papel filtro, se coloca de manera
invertida. Con esto se espera una volatilizacion de los agentes del compuesto a

evaluar con direccion al microorganismo en prueba®.
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CAPITULO 11
MARCO METODOLOGICO

En esta seccion se establecen el conjunto de métodos bajo los cuales se obtuvo el
conocimiento para la realizacion de la presente investigacion. Asi, se detallan en ésta
seccion, nivel de investigacion, disefio, enfoque, poblacion del presente estudio,
sistema de variables, técnica e instrumento de recoleccion de datos, procedimientos,

equipos e instrumentos, principios bioéticos y analisis de resultados.

3.1Nivel y disefio de investigacion
De acuerdo al problema planteado y a los objetivos alcanzados, segun los
criterios de Arias la presente investigacion posee un nivel descriptivo™®, pues a través
de Jla elecucion | de, lam sma so,carac arizasin as propipdidess=quimicas ¥
reicroiidlidicas d las mmb ar as de ¢ Jit dsine‘pro 6l :o.
En relacion al disefio de investigacion, segun estos mismos autores el estudio

se desarrollara bajo un disefio pre-experimental'®

, pues no existird una manipulacion
deliberada de las variables, ni un grupo control. Asi, en el presente estudio los
investigadores analizardn las propiedades quimicas y microbioldgicas de las
membranas de quitosano/propéleo elaboradas, como primer acercamiento al
problema de investigacion planteado.

Por otra parte, con respecto al enfoque de la investigacion segun el criterio de
Hernandez, Fernandez y Baptista, la presente investigacion posee un enfoque mixto,
pues para el componente quimico predominan las determinaciones numeéricas de la
caracterizacion de las membranas, por su parte para el componente microbiolégico el
enfoque es cualitativo, pues no se efectla una medicion numérica. Asi pues, se
recaban datos expresados a través del lenguaje escrito, verbal y no verbal, asi como

visual, los cuales describen y analizan'®.
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3.2Muestra

La muestra estara constituida por 3 grupos de membranas (P1, P2 y P3) con
concentraciones de 0,3 ml, 0,4 ml y 0,5 ml respectivamente, cada uno constituido por
3 fracciones (P1a, P1b, Plc, P2a, P2b, P2c y P3a, P3b y P3c) para una muestra total
de 9 fracciones de membranas quitosano/propdleo elaboradas en el Departamento de
Electroquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de los Andes (ULA),
bajo el procedimiento estandarizado del Centro de Investigaciones Odontoldgicas de
la Facultad de Odontologia (ULA), procedimiento descrito en la seccion de

Procedimientos, materiales, equipos e instrumentos. Todo ello, tal como se evidencia

en la Tabla 1.
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(0,3 ml) (0,4 ml) (0,5ml)
P1 P2 P3
F'a | 2¢ P3a
P1b P2b P3b
Plc P2c P3c

Tabla 1. Distribucion de los grupos muéstrales.

3.3Sistemas de variables
Una variable es una cualidad apta de sufrir cambios'®, las variables presentes en
este estudio son de tipo independiente y dependiente:
e Variable independiente: representada por el proceso de elaboracion de las
membranas de quitosano/ propéleo en sus diferentes concentraciones.
e Variable dependiente: Sera el comportamiento quimico y microbioldgico de
las membranas de quitosano/propdleo:
- Valor pKa de las membranas dequitosano/propoleo, cuyo indicador estara

representado por los valores arrojados por la titulacion acido-base, en los
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cuales menor a 6 resultard inadecuado y mayor o igual a 6-6,5 sera
adecuado.

- Velocidad de liberacion de propdleo de las membranas en agua destilada,
variable que poseera como indicador la respuesta espectroscopica de los
componentes del propoleo, identificando la presencia de liberacion
sostenida y proporcional en el tiempo.

- Susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella
pneumoniae ATCC23357 frente a las membranas de quitosano/propoleo,
ésta variable poseer4 como indicador la presencia o ausencia de halos de

inhibicion.

3.4 Tecnicas e instrumentos de recoleccion de datos

En la presente investigacion se utilizara como técnica de recoleccion de datos la
observacion directa y asistida por un monitor. Los instrumentos empleados para la
recoleccion de da os.e infar hacion.relevan 2 seran fitha de regist 0o (Anéndice A)
reatizeda Dor el ives icado y vilidé da pcr tfes /) ertos | ‘en’ mi tefidle i dentel¢s,
microbiologia y quimica), instruraano que sera empleado para evaluar estructura

quimica y comportamiento en agua destilada.

3.5 Procedimientos, materiales, equipos e instrumentos

Los procedimientos quimicos para la obtencion del compuesto de
quitosano/propdleo, se llevaron a cabo a través del procedimiento estandarizado del
Centro de Investigaciones Odontoldgicas de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Los Andes (ULA). Para ello se prepard una solucion de quitosano
pesando 5 gr quitosano, Quitosan®, GUINAMA certificado para uso médico,
colocandolo en 2 ml de 4cido acético al 99%, y luego enrasando en un matraz aforado
de 100 ml y dejandolo en agitacion constante por 12 horas obteniendo un gel de
quitosano acido. El volumen total de la solucion de quitosano fue doblemente filtrado

para eliminar las impurezas que pudieran contaminar la solucion.
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Luego de obtenida la solucién &cida de quitosano al 5% se procedié a
dispersar la solucion acida de quitosano en capsulas de pléstico. Se realizaron ensayos
en la elaboracion de las membranas a fin de escoger la menos quebradiza. De esta
forma se realizaron 3 membranas de quitosano/propoleo, agregando 2 cc de quitosano
como medida estdndar para todas las membranas y variando solo la cantidad de
propo6leo al 4%, asi la membrana nro 1, fue elaborada con 1 cc de propoleo, la nro 2
con 1,5 cc y la nro 3 con 2 cc, incubandose en una estufa de calor seco a 40° C
durante 16 horas con la finalidad de evaporar completamente la fase liquida,

obteniendo la deshidratacion del compuesto, en una fina pelicula.

Imagen 1Membranas de quitosano/propéleo.
Fuente: Propia.

Las membranas en envases plasticos fueron sometidas finalmente a una
esterilizacion con luz ultravioleta, en equipo Beautytech®. Para la obtencién del
compuesto objeto de estudio se conté con el apoyo del Dr. Reinaldo Ortiz, profesor
de la Facultad de Ciencias (ULA) y de la Lic. Anajulia Génzales, Jefe del Laboratorio
Investigaciones Odontoldgicas de la Facultad de Odontologia (ULA).

Al escoger la membrana que resultase con mayor facilidad de manipulacion se
realizaron 3 membranas, que representaron 3 grupos (P1, P2, P3), éstos grupos
poseian concentraciones de propbleo por debajo de la concentracién seleccionada.

Cada membrana, representante de cada grupo, se fracciono para obtener 9 muestras
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(Pla,P1b, Plc, P2a, P2b, P2c, P3a, P3b y P3c) con el fin de comprobar la
homogeneidad de las mismas.

Una vez elaboradas las membranas de quitosano/propdleo, se analizo el
componente quimico. Asi se determind el pKa de éstas, ello posterior a la
determinacion del pKa de la solucion &cida de quitosano, para el cumplimiento de
éste objetivo se empled un método de analisis quimico, denominado método
potenciomeétrico- titulacion acido-base, el cual permite determinar la concentracion de
una disolucion &cida o basica desconocida, mediante una neutralizacion controlada.

El quitosano protonado es un acido débil y sdlo se disocia parcialmente en

disolucién acuosa®®® 1%

QNHs*(ac) + H,O (I) <> H30" (ac) + QNH; (ac)

Cuando se establece el equilibrio la relacion de las concentraciones de los iones a

'a conceptranion o xias matéc ulas siadisosic «deldaidc débilges igu il a:ema congtants

culndifaldmpere ura/ e ma’ ec 2 Laval al le. ExOresad ) mate nat ca ndhte! 31

_ [H;0*][QNH,]
Ka = T
[QNHZ]

Replanteando la expresion anterior, y aplicando logaritmo decimal a ambos lados
se obtiene™® 1%4:
[QNH,]
—log[H;0%] = —1lo —logKa
s O
[QNH,]

pH = pKa + log [QNHT]
3

En una titulacion acido-base, cuando han sido consumidos la mitad de los moles
de quitosano colocados inicialmente (punto de semiequivalencia) ocurre que [QNH5]

= [QNHs'], y por tanto, en ese punto el pK_= pH'® 1%,
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La titulacion se llevo a cabo disolviendo cada membrana de quitosano (con y sin
propoleo respectivamente) en 40 mL de una solucion ligeramente acidificada con

HCI, para posteriormente se tituladas con una solucion de NaOH 0,05 M.

Imagen 2 Titulacion con una solucién de NaOH.
Fuente: Propia.

Por lo tanto el procedimiento para calcular el pKa de las peliculas, es disolver la
pelicula en la cantidad minimamle acido fuerte posiblery luego realizar una curva de
Vtiacign cue er nuist o cis¢ 2 re it 6 mediar e ooten ion et ja, uti jizande U

prmetio SperScienuiic, miodelo BeriCr .op WaterQuality meter 660035(imagen3).
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Ima ien/ 3" Meric irides atabin (e p il curani: la titulicidr .
Elente: Propia.

Este experimento se repitio para las peliculas de quitosano cargadas con prop6leo
y se obtuvieron resultados similares.

Para continuar con el analisis de las propiedades quimicas de las membranas
elaboradas, se realiz6 un espectro patron del propéleo, para obtener una sefial que
identifique la liberacion de propdleo de las membranas en agua destilada, objetivo
que fue cumplido mediante espectroscopia UV-visible para conocer el nivel de
absorbancia maxima que demostrara la cantidad de sustancia liberada en el tiempo y
en consecuencia la velocidad.

Para el analisis por medio de la técnica de espectroscopia UV-Visible, se utilizd
un espectrofotometro Marca Perkin-Elmer modelo lambda 25 de doble haz, acoplado

a un sistema computarizado y controlado mediante el software UV WinLab (Imagen4)
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y celdas de cuarzo de 1 mm de camino dptico, dentro de las cuales se llevé a cabo el
proceso de liberacion en agua destilada.

G —
WU aididiiiiiiiii g I

Inagen 4 ESpeliroisiometro Oy -visilie mernin Evmerimodelozambda 25y
celdas empieadas en las medidas.
Fuente: Propia.

Inicialmente se procedié a determinar las condiciones instrumentales y
experimentales de analisis, para lo cual se procedio a tomar medidas espectrales de
quitosano disuelto en agua destilada y pelicula de quitosano cargada con propoéleo,
también disuelta en agua destilada. De esta manera, siguiendo todos los protocolos de
la técnica, como son, primero tomar espectros del medio de liberacion, del vehiculo
de liberacién y de la sustancia liberada, para detectar una sefial espectral que se pueda
atribuir exclusivamente a la sustancia liberada, en este caso el propoleo.

Por ultimo, se analiz6 el componente microbiologico, a través de la
determinacion de la susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y
Klebsiella pneumoniaeATCC23357 frente a membranas de quitosano-propdleo,

empleando aquella membrana con mayor cantidad de propdleo (0,5 ml) que mantenga
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las mejores propiedades fisicas, a fin de alcanzar una mas rapida concentracion de
propodleo en la totalidad del medio de cultivo. Este estudio fue realizado a través de
un método de difusion en agar, mediante el uso de la técnica Kirby-Bauer, prueba que
permite medir in vitro la susceptibilidad de patégenos y fitopatdgenos, frente a una
sustancia desconocida. Dicha prueba para fines del presente estudio fue modificada al
emplear membranas cortadas de forma rectangular.

Para la realizacion de ésta prueba, se prepararon los medios de cultivo Agar
Muller Hinton, tal como se observa en las imagenes 5 y 6. Posteriormente se inocul6
al 2% el medio, fundido y temperado a 45*C con una suspension 0,5 Mac farland de

la bacteria patdgena a evaluar y se dejo solidificar.

Imagen 5 Preparacion de Agar Muller Hinton.
Fuente: Propia.

Imagen 6 Preparacion de medios de cultivo.
Fuente: Propia.

Por ultimo, dos membranas con una concentracion de 0,5 ml fueron recortadas
con forma rectangular en tres porciones cada una, y colocadas sobre los medios
preparados, como se puede observar en la Imagen 7. Al colocar las porciones de
membrana en el agar se hizo ligera presién para garantizar un contacto adecuado.
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Estas se situaron a 15 mm o mas del borde de la caja Petri a fin de que no se
produjera ninguna interferencia entre los halos de inhibicion, colocando solo tres
membranas por caja dejando incubar a 37°C por 24 horas para realizar después del
periodo de incubacion la lectura de los halos de inhibicion al reverso de la caja Petri

observando los resultados para su posterior interpretacion.

Imagen 7 Colocacion de membranas en medios de cultivo.
Fuente: Propia.

La susceptibilidad del microorganismo en prueba estuvo relacionada con la
presencia de la zo 1a de inhib ciun, la cuar fu2 observa a con un ins rumento llamado
(ortaco’ 'di colcnias DHbse vide en I ‘magew 8 En 2l (as) Ao reseniarge

crecimientos totalmente asimétricos s ds fueron excluidos de la medicion™.

Imagen 8 Observacion de halos de inhibicion con el contador de colonias.
Fuente: Propia.

3.6 Principios bioéticos

195 "para la ejecucion de

Tal como se establece en la declaracion de Helsinki
cualquier investigacion médica, se tomaran en cuenta principios bésicos, como el

amparo cientifico que justifique la investigacién y que presente una posibilidad
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concreta de responder preguntas que resulten de interés a la comunidad en general.
Es asi como en la presente investigacion ha quedado justificada, en vista de los
resultados evidenciados en la practica clinica con cada biomaterial (quitosano-
propdleo) de forma independiente. Igualmente, el presente estudio, siguid una
metodologia adecuada y estuvo sometida a la supervision de profesionales
competentes y calificados apropiadamente en sus respectivas éareas.  Esta
investigacion tomo en cuenta que en cada proceso siempre prevalezcan los beneficios
esperados sobre los posibles riesgos, demostrando en estudios previos que los
materiales objetos de estudio no resultan téxicos para el paciente?® ",

3.7 Analisis de resultados

Para determinar el valor pKa e identificar la velocidad de liberacion de propoleo
de las membranas en agua destilada se elaborara una curva de calibracion y curva de
concentracion respectivamente, finalmente para determinar la susceptibilidad de
Psetidomona. aeru 1inosa AT(.C 27853 y Kliasiella pri2umoniaeAT $C22357 frente a
[Le mey biahas eledore des seleilizard, | ind isidua acH en | presel ciCo ¢ Usencic (e
halos de inhibicion.

Se elaboraran los siguientes graficos:

e Valor pKa de membranas elaboradas.
e Velocidad de liberacion de propdleo de las membranas sobre agua destilada,
durante intervalos de tiempo constantes (0,5, 30, 60, 90,120 min).

El andlisis de los datos se realizara a traves de la elaboracion de una base de
datos con un el software Microsoft Office Professional Excel 2013, para el caso del
componente quimico serd por medio de una curva de calibracion y concentracion
arrojada por el programa Origin Pro 8 de OriginLab Corporation, para el
componente microbiologico el analisis sera realizado por descripcion de presencia o

ausencia de halos de inhibicion.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo, se describen de forma organizada, los resultados
obtenidos y la discusion del trabajo pre-experimental realizado. Estos se presentan
siguiendo una secuencia ldogica, para analizarlos y luego compararlos con los

antecedentes encontrados.

4.1 Resultados

4.1.1 Componente Quimico

Fareg détermi raryele™ve off pRal dl “ 15 gingnk ranas | de” q litesaiw/projoles
e borifas’ sepreclizd unaLuradaditlacion, pa erciemérics cotenids para Wa

pelicula de quitosano en ausencia de propéleo, usando la ecuacion'®:

[QNH,]

pH = pKa + logm

La presencia de propdleo en las peliculas no afect6 la forma de la curva y los

valores de pKa obtenidos en ambos casos fueron los mismos, lo cual implica que el

propoleo en estas condiciones carece de actividad &cido-base y no influye sobre el
valor del pKa del quitosano.

A continuacidn, en la siguientes tabla (1), se presentan los resultados de pKa de

los fragmentos de membrana estudiados.
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Pelicula Valor de pKa de
membrana
POcbc (sélo quitosano) 6,3
Pla 6,4
6,3
Plb
6,5
Plc
6,4
P2a
6,2
P2b
6,3
P2c
6,3
P3a
P3b 6,4
SAT2ITIAIIP=E[HkMEIM

Tabla 2 Valoress'c pKa de los grupos estudiados.
Fuente: Propia.

Como puede evidenciarse éste experimento se repitio para las peliculas de
quitosano cargadas con propdleo, y se obtuvieron resultados de pKa similares en
todas las muestras estudiadas, lo cual se evidencia Figura 1, que muestra una curva
de titulacion potenciométrica representativa de los grupos de estudio, en funcién del
pH y el volumen de NaOH 0,05 M agregado Yy se observan dos puntos de inflexidn,
el primer punto corresponde a la neutralizacion del exceso de HCI de la solucion y el
segundo punto a la deprotonacion completa del quitosano.
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pH

104
Vpe = 22,6 pH=9,3

pKa=6,3
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Volumen de titulante / mL

Figura 1. Curva de titulacion potenciométrica de muestra representativa de los
grupos de estudio, una vez disuelta en HCL.
Fuente: Propia.

E.v¢!rmen (astedc de' NECH eatr: ¢ pgiimir hunto'y e s:gandc puntc. /e
inflexion, es la cantidad de NaOH"gu< se requiere para deprotonar todo el quitosano,
la mitad de ese volumen ( 17,9 mL de NaOH, es el volumen para deprotonar la mitad
del quitosano, por lo tanto en este punto y segun la ecuacién 3 el pH = pKa = 6,3.
Este mismo procedimiento se siguié para las peliculas de propdleo obteniéndose con
mayor frecuencia un valor de pKa de 6,3; lo cual implica que el propdleo no afecta la
actividad acido-base del quitosano.

En relacion a la velocidad de liberacion de propéleo de las membranas en agua
destilada, objetivo cumplido mediante espectroscopia UV-visible, en la Figura 2-A se
evidencia para el espectro obtenido de una pelicula de quitosano/propoleo disuelta en
agua destilada, un pico de absorbancia a 280 nm, el cual se atribuye a alguna de las
diversas sustancias de componen al propdleo, esta sefial se empled para medir la

absorbancia de propoleo liberado en la celda UV.
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En las figura 2(B,C y D) se observan los espectros obtenidos para peliculas
sumergidas en agua destilada durante 30s (linea negra) y 60s (linea roja) para

peliculas con 0,3 ; 0,4 y 0,5 ml de propdleo respectivamente, en los cuales ya se

evidencia el paso de propdleo al agua de la celda, debido al aumento de absorbancia

que se presenta a 280 nm.

S
[N]

Absorbancia

0,1

00

= Quitosano

280 nm (Propoleo)

"200

0,20

Absorbatic.

0,15

0,10

0,05

T T T
250 300 350

Longitud de Onda / nm

0,00

1
400

200

250 300 350
Longitud de onda / nm

400

0,20

0,154

Absorbancia

0,10

0,05+

0‘00- T T T T 1
200 250 300 350 400
Longitud de onda / nm

0,6

Absorbancia

0,54

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

200 250 300 350
Longitud de onda / nm

400

Figura 2 Uv-visible de: (A) pelicula de quitosano/propéleo disuelta en agua
destilada. (B,C,D): Pelicula de quitosano/propéleo a los 30 seg (linea negra) y 60 seg

(linea roja).

Fuente: Propia.

Para conocer la cinética de liberacion se grafica la absorbancia en funcién del

tiempo. A continuacion en la tabla 3 siguiente se presentan los resultados de
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absorbancia de los 9 fragmentos (P1la, P1b, Plc, P2a, P2b,P2c,

membrana estudiados a los 0,5, 30, 60, 90, 120 min.

P3a, P3b y P3c) de

Tiempo | Pla Plb Plc P2a P2b P2c P3a P3b P3c

0,5 1,25E- | 5,5E-5 | 9,5E-5 | 6,6E-4 | 8,55E- | 7,8E-4 | 0,00147 | 0,00185 | 6,1E-4
4 4

30 0,0075 | 0,0033 | 0,0057 | 0,0396 | 0,0513 | 0,0468 | 0,08802 | 0,1107 | 0,0956

60 0,015 | 0,0066 | 0,0114 | 0,0792 | 0,1026 | 0,0936 | 0,17604 | 0,2214 | 0,1922

90 0,0225 | 0,0099 | 0,0171 | 0,1188 | 0,1539 | 0,1404 | 0,26406 | 0,3321 | 0,2888

120 0,03 0,0132 | 0,0228 | 0,1584 | 0,2052 | 0,1872 | 0,35208 | 0,4428 | 0,3854

Tabla 3 Valores de absorbancia de los fragmentos de membrana.

En la figura 3se observa que el desprendimiento del propoleo en el tiempo es

lineal, lo que implica que la concentracion en el seno de la solucién aumenta

gradualmente, lib rAndose_¢oroximadamen'e la_mis na cantidad de farmaco por

L0/ dad (e tizmpo, obstn ands se g e al aL neateria sal tidad | le [ o] olse velocidzd

de liberacidon tambien aumenta en%for'na proporcional, pues la pendiente de la recta

aumenta.
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Figura 3 Curvas de concentracion de grupos estudiados P1 (0,3 ml), P2 (0,4 ml) y
P3 (0,5 ml), en funcion de intervalos de tiempo constantes.

Erres.e senticepse owidiontia guc ecte aisiamic s.gue unart.beracisn denprirer

orden que se puede expresar segun la Ec. 1'%
Lth = LnQO - Kot EC 1

Donde Qes la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t, Qoes la cantidad de
farmaco inicial en solucion, que generalmente es cero y Kges la constante de
velocidad en la cinética de primer orden'®.

En este caso solo se puede decir que la liberacion del propdleo sigue una cinética
de primer orden, pero no se puede estimar un valor de constante de velocidad, ya que
el fabricante del producto no refiere una cantidad exacta de propoleo en el empaque y
ademas por tratarse de un producto natural, estd compuesto de diversidad de

sustancias de las cuales se desconoce su estructura y proporciones>2.
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Para comprobar si las peliculas de quitosano/propdleo eran homogéneas, las
mismas se dividieron en 3 porciones iguales y se procedié a realizar el estudio
cinético de cada porcion por separado. El parametro de comparacion fue la pendiente
de la curva A vs t, la cual es una medida de la constante de velocidad de liberacion.

En latabla 4 se muestran los resultados obtenidos para estas mediciones.

Pelicula Pendiente Error
(S)

Pla 0,00025 1,7 x10™

P1b 0,00011 2,1 x10°

Pic 0,00019 2.4 x107°

P2a 0,00132 1,4 x10™

P2b 0,09171 1,6 x10-5
L wPie VT8 oret LT 1,4 x1ic
U P3a T LT (002954 X S (o i

P3b 0,00369 3,4 x10°

P3c 0,00322 3,3 x10”°

Tabla 4 Pendientes de las curvas de liberacion para las distintas porciones de
peliculas estudiadas
Fuente: Propia

Como se puede observar, el valor de la pendiente de las curvas no difiere de
forma significativa para porciones iguales de la misma pelicula, lo cual implica que la

composicion de las mismas es bastante homogénea.

4.1.2 Componente Microbiologico
En relacion a los resultados obtenidos para determinar la susceptibilidad de
Pseudomona aeruginosa ATCC27853 y Klebsiella pneumoniae ATCC23357 frente a

membranas de quitosano-propdleo con concentracion de 0,5 ml, se empled la prueba
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de Kirby-Bauer. Observando la presencia de inhibicion en ambos cultivos a las 24
horas de ser incubados (Imagen 9).

Imagen 9. Zonas de inhibicién en el crecimiento bacteriano de P. aeruginosa
(izquierda) y K. pneumonie (derecha).
Fuente: Propia.

Las zonas de inhibicién, fueron aquellos espacios en los que no se produjo
cregimiento pactel 2, enres 2 pasersaevide wigren ur iformamente cirsaiares can up
a2sarrefiozonflue ite £e tas Fac 2rias inoculé dat. Le cual deriost 6 - ulcep bilidac ‘e
las cepas bacterianas empleadas freiite a la prueba por triplicado realizada para cada
bacteria, pues estos halos se observaron alrededor de cada porcion rectangular de las
membranas de quitosano/propdleo colocadas en los medios de cultivo.

Asi, en la Imagen 10, se observa de forma detallada el halo de inhibicion
originado por la membrana de quitosano/propdleo, frente a un cultivo bacteriano de
P. aeruginosa, por su parte la Imagen 11, muestra la presencia de halo inhibitorio
frente a un crecimiento bacteriano de K. neumonie. Ambos halos con forma circular y

regular.
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Imagen 10. Halo de inhibicién observado en crecimiento bacteriano de P.
aeruginosa.
Fuente: Propia.

sk

Imagen 11. Halo de inhibicién observado frente a crecimiento de K. neumonie
Fuente: Propia.

4.2 Analisis y Discusion de resultados.

Una vez obtenidos los resultados de los objetivos planteados en la presente
investigacion, tal como expresa Velazco et al en el afio 2014, se destaca la
importancia de las propiedades quimicas y microbioldgicas de los compuestos y su
influencia sobre la funcionalidad de estos materiales, debido a que sobre éstos es
donde se realizan las condiciones de reaccién®. Sin embargo, son escasos los estudios
que analizan las propiedades quimicas y microbiolégicas del quitosano y el propéleo

en un solo compuesto.
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En relacion con los resultados evidenciados en la determinacion del valor pKa
(pKa o potencial de disociacién®representante de la fuerza que tienen las moléculas
al disociarse) de las membranas de quitosano/propoleo elaboradas, a través de una
curva de titulacion potenciométrica, se demuestra en concordancia con Cortés y
Alvares, 2008 ® que la presencia de propéleo en las peliculas no afecta la forma de la
curva ni los valores de pKa que caracterizan los grupos aminos del quitosano, es
decir, se mantienen invariables las caracteristicas y por tanto propiedades fisicas del
mismo.

Asi pues, lo valores de pKa encontrados a través del método ya descrito
anteriormente, reflejan que las membranas de quitosano/propéleo poseen un potencial
de disociacion (pKa) que oscila entre 6,2 y 6,5, tal cual se refleja en los estudios de
Barrios (2012)'%, James (2011)'°, Duarte et al (2016)** y Suaréz et al(2011)*,
representando éstos, valores positivos, que segun la literatura clinicamente justifican
una propiedad mucoadhesiva de los compuestos estudiados a membranas corporales
que.posean ¢arga | egativagshiciendatlas bior ateriales jJealesparp tiaspaste de drogas
at aves di/as sup rfic el epi‘el alis®,°.

Con respecto a la identificagiéin de la velocidad de liberacion de propdleo de
las membranas en agua destilada, asi como la homogeneidad en su composicion, a
través del uso de espectroscopia UV-visible, se observa que el desprendimiento del
propdleo en el tiempo es lineal, es decir, la concentracion en el seno de la solucién
aumenta gradualmente, y se libera aproximadamente la misma cantidad de farmaco
por unidad de tiempo, lo cual se observa en el aumento de la pendiente de la recta
graficada e indica que este sistema sigue una liberacion de primer orden. Sin embargo
el valor de velocidad no pudo ser calculado por el desconocimiento de la cantidad
exacta de cada componente del propbleo por ser este una sustancia natural con gran
diversidad de componentes.

Siendo este un mecanismo de liberacion ideal, cuando se quiere conseguir una
accion farmacoldgica prolongada, ya que al implementar tecnologias de liberacion
controlada se presentan ventajas de dosificacion con respecto a otras presentaciones,

entre ellas se encuentran la disminucién de los efectos colaterales secundarios, el
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tiempo de actividad prolongado, y el brindar proteccion a farmacos sensibles contra
los ataques enziméticos o degradacion &cida debido al pH local, todo lo expuesto
constatado por Leonardi et al (2015)* y por Arias et al (2012)".

En este sentido, dadas las propiedades del quitosano como polimero
bioadhesivo, ademas de incrementador de la absorcion, se evidencia que promueve el
paso de farmacos a través de la barrera mucosa, este se convierte en un potencial
sistema para aplicaciones en liberacion controlada, prolongando el tiempo de contacto
en el sitio de absorcidn, sosteniendo el perfil de liberacion y mejorando la
biodisponibilidad de farmacos ello en concordancia con Barrios (2012)'%, Leonardi
et al (2015)%, Arias et al (2012)™ y Harris (2010)*°.

Lo antes descrito refleja un andlisis para el componente quimico objeto de
estudio en la presente investigacion. En relacion al componente microbioldgico,
destinado a la determinacién de la susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa ATCC
27853 y Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 frente a membranas de quitosano-
nrop¢lec, los rest ltados dan ostraren, susce tibilidad [de ambos,m croasaanismo er
poisernaice la riemircna /lajoada’ viste e tra és de le priseica d o halos /e
inhibicion. Poniéndose de nuevo “enevidencia las propiedades antibacterianas del
quitosano tal como lo expresan Leo et al (2014)?, Partir et al (2007)?, Cortés et al
(2008)%, y del propéleo en correspondencia con Premoli et al (2010)*, Gil et al
(2010)** y Carrillo et al (2011)%.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este capitulo se expondrén las conclusiones y recomendaciones de este trabajo

de investigacion.

5.1 Conclusiones

En relacién al componente quimico estudiado en la presente investigacion los
resultados sobre determinacion de pKa de membranas de quitosano/propéleo,
demuestran que la presencia de propdleo en las peliculas no afecta la forma de la
curva y los valores de pKa de los grupos aminos del quitosano, por lo cual las
membranas conservan las propiedades mucoadhesivas que caracterizan al
quitosano, manteniendo esa capacidad de liberacion de farmacos.

Con respecto a la velocidad de liberacion de propdleo de las membranas en agua
destilada, objetivo cumplide mediante espectroscopia UV-visible, se evidencia
que Lodispreraimianto ¢ frgpoled n il tiemio s lineal, 1 cue“imrlica e s
cor.cerracionenel send de la“esdr Ic.dn“auineiia Yraduawmseate, swenuo sta Lna
liberacion controlada, prolongando el tiempo de contacto en el sitio de absorcion,
sosteniendo el perfil de liberacién y mejorando la biodisponibilidad. Sin embargo
el valor de velocidad no pudo ser calculado por el desconocimiento de la cantidad
exacta de cada componente del propdleo por ser este una sustancia natural con
gran diversidad de componentes.

El andlisis del componente microbiolégico, dado a través de la determinacién de
la susceptibilidad de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Kilebsiella
pneumoniae ATCC 23357 frente a membranas de quitosano-propoleo, empleando
la prueba de Kirby-Bauer, refleja un resultado positivo evidenciado por la
presencia de halos de inhibicion en ambos cultivos a las 24 horas de ser

incubados.
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El quitosano por sus caracteristicas de compatibilidad y como transportador de
farmacos tanto en Medicina como en Odontologia y el propdleo con propiedades
antibiodticas, bactericidas, anestésicas, antiinflamatorias y regeneradoras,
representan materiales de utilidad y de posible aplicacién en la regeneracion de

tejidos blandos en cavidad bucal.

5.2 Recomendaciones

Para estudios posteriores, se recomienda practicar los estudios quimicos y
microbioldgicos haciendo uso de diferentes técnicas reflejadas en la literatura.

Se sugiere, realizar estudios evaluando la susceptibilidad de microbiota habitual
en cavidad bucal con un enfoque cuantitativo para la obtencion de datos que
reflejen mayor precision, asi como evaluar la susceptibilidad microbiana ante
diversas concentraciones de propoleo.

Se recomienda realizar estudios con aplicacion clinica de las membranas de
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ANEXOS Y APENDICES

APENDICE A

Operacionalizacion de Variables

Objetivo Variable Def Conceptual Def Indicadores Instrumento item
Operacional

Determinar el Valor pKa Fuerza que Fuerza de
valor pKa de las | del grupo | tienen las moléculas | disociacion  del | -  Titulacién Ficha de registro. 1
membranas de | amino las | al disociarse (es el | grupo amino de acido-base.
quitosano/propo6leo | membranas de | logaritmo  nepativo | las membranas.de
elaboradas a | ¢uiteseno ara) | de lap gbnsin e fae l quitc saro/pinpile
diferentes oles diveslacicadicita dad 0 lasaradas
concentraciones. un acido débil).
Identificar la | Velocidad de | Proceso mediante el | Proceso en el cual | Respuesta
velocidad de | liberacion de | cual una porcion del | es liberado el | espectroscopica Ficha de registro.
liberacion de | propoleo de las | principio activo | propdleo de las | de los 2y3
propoleo  de las | membranas de | contenido en una | membranas  de | componentes del
membranas en agua | quitosano/prop | formulacién, es | quitosano/ propoleo.
destilada, asi como | dleo. liberado para su | propdleo.
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la homogeneidad en
su composicion,
mediante

espectroscopia UV-
visible, en intervalos
de tiempo

constantes.

absorcién como
dosis inicial y la otra
porcion son

liberadas lentamente

Determinar  la
susceptibilidad  de
Pseudomona
aeruginosa y
Klebsiella
pneumoniae frente a
membrana de
quitosano-propoéleo
elaboradas con 0.5

ml de propéleo.

Actividad
bactericida de
I rienbian's
de™ qui.ose.io-

propoleo

Representa  un
efecto en el.cual se
produce/fia ucrte a

Ul aelsactenial

Proceso a
del

| ci rtis Sustncias

través cual

1 SCN “sapaces fde
acabar con
bacterias.

-Crecimiento
de colonias de
| seulochia
adrtginosa L,
Klebsiella
pneumoniae  en

agar-agar.

Ficha
registro.

de
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APENDICE B

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

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

TITULO DEL TRABAJO ESPECIAL DE GRADO: ESTUDIO
DEPROPIEDADES QUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS DE MEMBRANAS DE
QUITOSANO/PROPOLEO DE POSIBLE UTILIDAD EN LA REGENERACION
DE TEJIDOS BLANDOS EN CAVIDAD BUCAL.

Autores: Marisen Leo Montillay Leonardo Martinez Castillo.

Item 1. Determinacion de valor pKa del gel de quitosano.

Pelicula Cadd ‘ Escala ¢2 valores Valor de pKa de
A NNAJ INAL | | membgangy o=
1o [ CldLiadecuaid [l i<ams | | || =1 W] =
Cod 2. Adecuado I pKa>0=6-6,5
P1b Cod 1. Inadecuado pKa <6
Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5
Plc Cod 1. Inadecuado pKa <6
Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5
P2a Cod 1. Inadecuado pKa <6
Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5
P2b Cod 1. Inadecuado pKa <6
Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5
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P2c Cod 1. Inadecuado pKa<6

Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5
P3a Cod 1. Inadecuado pKa<6

Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5
P3b Cod 1. Inadecuado pKa< 6

Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5
P3c Cod 1. Inadecuado pKa<6

Cod 2. Adecuado pKa>0=6-6,5

Item 2. Liberacion de propéleo de las membranas en agua destilada, mediante
espectroscopia UV-visible.

90

120

item 3.Pendientes de las curvas de liberacion para las distintas porciones de
peliculas estudiadas

Pelicula Pendiente Error
S)
Pla
P1b
P1a, P1b, P1c (peliculas de quitosano con 0,5 ml de propéleo). 85

P2a, P2b, P2c (peliculas de quitosano con 0,4 ml de propdleo).
P3a, P3b, P3c (peliculas de quitosano con 0,3 ml de propéleo).



Plc

pP2a

P2b

P2c

P3a

P3b

P3c

Item 4. Capacidad antimicrobiana en cultivos de P. aeruginosa y K. pneumonie

Codificacion

Presencia de zona de
inhibicién (mm)

P. aeruginosa

K. pneumonie

Cod. 1 Susceptible

Presente

Cod.2 Resistente

Ausente

Pla, P1b, P1c (peliculas de quitosano con 0,5 ml de propéleo).
P2a, P2b, P2c (peliculas de quitosano con 0,4 ml de propéleo).
P3a, P3b, P3c (peliculas de quitosano con 0,3 ml de propéleo).
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APENDICE C

CARTAS DE VALIDACION DE FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

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

CONSTANCIA DE VALIDACION DE CONTENIDO
Yo, DOMINGO ALBERTO ALARCON, titular de la cédula de identidad N°

14.936.807, de profesion_Lic. Quimico, ejerciendo actualmente como_Docente

Universitario en el Area de Quimica, en la institucién_Nicleo Universitario Alberto
Adriani de la Universidad de Los Andes.

Por medio de la presente hago constar que he revisado con fines de validacion de

contenido el instrumento (Ficha de recoleccion de datos), a los efectos de su
aplicacion en el trabajo final de grado titulado “ESTUDIO DEPROPIEDADES
DUTIGAS ¥ MIGRUBIODOCGIC 1S D : MEIME RAINAS DE
CUITCSANOPRAPLLEO/DE FRSI3LE LITILIE AD ENULA RECEN FRACIEN
DE TEJIDOS BLANDOS EN CAVIDAD BUCAL”.

Los resultados pertinentes a la experiencia solicitada, se registraron en el
instrumento suministrado por el interesado. El juicio predominante (aprobado,
aprobado con observaciones y rechazado), acerca de la totalidad del instrumento
validado se indica a continuacion:

Juicio predominante:

Aprobado X Aprobado con observaciones

040

DOMINGO ALARCO gﬁl 14.936.807

Rechazado

Observaciones (opcional):
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UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE BIOPATOLOGIA
MERIDA — VENEZUELA

CONSTANCIA DE VALIDACION DE CONTENIDO
Yo, CARLA LUCIA DAVID PENA, titular de la cédula de identidad N°
17.048.560, de profesion_ODONTOLOGO, ejerciendo actualmente como_Docente

Universitario en Anatomia Humana y doctorante en Biomateriales dentales v biologia

oral por la Universidad Federal de Pelotas-Brasil, en la institucion_Dpto de

Biopatologia, Facultad de Odontologia- Universidad de Los Andes .

Por medio de la presente hago constar que he revisado con fines de validacion de
contenido el instrumento (Ficha de recoleccion de datos), a los efectos de su
aplicacion en el trabajo final de grado titulado “ESTUDIO DEPROPIEDADES
QUIMIGAS ) | MICRQBICLOGIC \S D : MEMI RAMAS DE
QUITO 54 HOPROPCLIZ0 /OE FOSI3L= JTLIF AD EN LA R=@EN :RACION
DE TEJIDOS BLANDOS EN CAViEZAD BUCAL”.

Los resultados pertinentes a la experiencia solicitada, se registraron en el
instrumento suministrado por el interesado. El juicio predominante (aprobado,
aprobado con observaciones y rechazado), acerca de la totalidad del instrumento
validado se indica a continuacion:

Juicio predominante:

Aprobado X Aprobado con observaciones
Rechazado Observaciones
(opcional):

Lg
.«/{ \ ‘ V4

l&/ )
CARLA DAVID. C.1 17.048.560
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