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RESUMEN

Ante procedimientos que involucren lesiones tisulares en la cavidad bucal, se generaran
reacciones inflamatorias, por ello se han incorporado técnicas de regeneracion tisular guiada
y expansion de tejidos blandos, a fin de restaurar la forma y la funcion del tejido afectado.
Con ese objetivo, en este trabajo se prepararon membranas de quitosano y propéleo para

analizar algunas de sus propiedades quimicas y microbioldgicas con miras a su posible
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utilidad en la regeneracion de tejidos blandos en la cavidad bucal. Se realiz6 un estudio con
nivel descriptivo y disefio pre-experimental, con una muestra de 9 fracciones de 3 membranas
de quitosano/propdleo. Se determind el pKa de las membranas de quitosano mediante curvas
de titulacion potenciométrica. Se realizaron estudios de liberacion controlada de propdleo
mediante la elaboracidn de curvas de calibracion espectrofotométrica y se realizé un estudio
microbioldgico de susceptibilidad microbiana de Pseudomona aeruginosa y Kilebsiella
pneumoniae, frente a las membranas Se encontré que la obtencién de las membranas de
quitosano/propdleo, resulta de un proceso simple, estandar, reproducible y accesible
econdémicamente, por lo cual podria ser una alternativa viable en la practica clinica, en vista
de la propiedad mucoadhesiva, efectivo proceso de liberacion de propoleo controlada y
efectividad antimicrobiana frente a las cepas estudiadas.

PALABRAS CLAVE: Regeneracion tisular guiada, expansion de tejidos blandos,

quitosano, propdleo.

CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL PROPERTIES OF CHITOSAN /
PROPOLIS MEMBRANES WITH UTILITY FOR TISSUE REGENERATION IN
ORAL CAVITY.

ABSTRACT

In the event of procedures involving tissue lesions in the oral cavity, inflammatory reactions
will be generated; therefore, guided tissue regeneration and soft tissue expansion techniques
have been incorporated to restore shape and function of the affected tissue. With this aim, in

this work, chitosan and propolis membranes were prepared to analyze some of their chemical
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and microbiological properties, for their possible usefulness in the regeneration of soft tissues
in the oral cavity. Study with a descriptive level and pre-experimental design was performed,
with a sample of 9 fractions of 3 chitosan / propolis membranes. The pKa of the chitosan
membranes was determined by potentiometric titration curves. Controlled release of propolis
studies were carried out by means of spectrophotometric calibration curves, and finally a
microbiological study of the microbial susceptibility from membranes front Pseudomona
aeruginosa and Klebsiella pneumoniae was performed. Preparation of chitosan/propolis
membranes was found to result from a simple, standard, reproducible and economically
accessible process, making it a viable alternative in clinical practice, due to of mucoadhesive
properties, controlled propolis release and antimicrobial effectiveness front to the studied

strains.

KEYWORDS: Guided tissue regeneration, soft tissue expansion, chitosan, propolis.

INTRODUCCION

ElI avance de las especialidades

blandos  siempre  reaccionan  con

inflamacion  (entre  otros signos y

odontolégicas, trae consigo el desarrollo
de nuevas técnicas y el empleo de nuevos
materiales que han ayudado a incrementar
el conocimiento cientifico y a mejorar el
diagnostico y plan de tratamiento en el
area de la salud bucal. Ante los
procedimientos que involucran lesiones

tisulares en cavidad bucal, los tejidos
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sintomas), que pueden exacerbarse por
factores propios de la técnica quirdrgica o
del paciente (1, 2).

Razén por la cual, se han incorporado
técnicas que involucran los principios de
regeneracion tisular guiada (RTG) vy
expansion de tejidos blandos, buscando

restaurar forma y funcién, devolviendo la
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arquitectura  del tejido  lesionado,
favoreciendo el cierre oportuno de las
heridas quirdrgicas; resultando de estas
técnicas el empleo de biomateriales que
promueven un enfoque bioldgico (3, 4).
Entre los enfoques bioldgicos, se propone
el uso de biopolimeros naturales, siendo el
quitosano uno de ellos. El quitosano, es un
biopolimero, biocompatible,
biodegradable y no toxico, que se obtiene
del exoesqueleto de crustaceos a partir de
la desacetilacién de la quitina (5) y es
empleado en odontologia en la curacion de
heridas (2, 6-9). Presenta propiedades
hemostaticas, aumenta la actividad
osteoblastica, por lo que ha sido utilizado
en regeneracion 0sea guiada y gracias a la
buena adaptacion celular que posee
también se ha empleado en la regeneracion
tisular guiada (2, 10).

El propdleo, material pegajoso de color
oscuro que recolectan las abejas, es otro
elemento terapéutico propuesto, que posee
propiedades antimicrobianas,

antiinflamatorias, antitumorales y

Recibido: 14/06/2020
Aprobado: 29/06/2020

antioxidantes  (11-13), con grandes
potencialidades para el tratamiento como
anticaries (14-16), antimicético (16),
antiviral, analgésico (17), anestésico (18),
sedante (19), e inmunomodulador (20, 21).
En odontologia, son diversas las
investigaciones que ponen de manifiesto
las propiedades del quitosano (2) y del
propbleo (11), en el caso del quitosano se
demostrd a través de la evidencia clinica la
regeneracion osteomucosa producida por
membrana de quitosano (9), la efectividad
de los liposomas de quitosano en la
regeneracion Osea alveolar postextraccion
dental (2), de las esponjas de quitosano
como materiales de andamiaje para
crecimiento osteoblastico (22) y el
quitosano como coadyuvante en el
tratamiento de la periodontitis crénica
(23).

Por otro lado, sobre el propdleo, se
evidencia que tiene accion antimicrobiana
y de medicacion intraconducto a corto
plazo frente a cepas estandarizadas de E.

faecalis (24). Pudiendo ser usado con éxito
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en el tratamiento de la enfermedad
periodontal, como medio de conservacion,
en epitelizacion de heridas y aceleracion
de la cicatrizacién (25), en pacientes con
alveolitis (26), contra algunas bacterias
anaerobias estandarizadas que causan
infecciones en cavidad bucal (27). En
conjunto el quitosano y el propdleo se han
empleado como barniz de liberacién
sostenida a base de quitosano, para
prevencion de la caries (28), asi como en
la elaboracion de un gel de
quitosano/propdleo para comparar la
eficacia de este sobre las cepas
Enterococcus faecalis (29).

A pesar de los beneficios antes expuestos
de ambos biomateriales, no se encontraron
estudios previos acerca de propiedades
quimicas de membranas de
quitosano/propoleo, propiedades tales
como: pKa, condicionante de la capacidad
bioadhesiva de las membranas y velocidad
de liberacion de propdleo desde la
membrana de quitosano, propiedad

relevante, pues al implementar tecnologias
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de liberacion controlada se presentan
ventajas de dosificacion con respecto a
otras presentaciones.

En vista de los pocos estudios en relacion
a ésta tematica, en busca de proporcionar a
la préctica clinica una alternativa simple,
estandar y reproducible que acelere la
cicatrizacion y potencie la actividad
antimicrobiana para la regeneracion de
tejidos blandos, se propone como objetivo
de este trabajo analizar las propiedades
quimicas de las membranas de
quitosano/propoleo de posible utilidad en
la regeneracién de tejidos blandos en
cavidad bucal.

METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio de nivel descriptivo,
bajo un disefio pre-experimental. Las
variables fueron el valor pKa cuyo
indicador estuvo representado por los
valores arrojados por la titulacion acido-
base, menor a 6 fue inadecuado y mayor o
igual a 6-6,5 adecuado, velocidad de
liberacion de propdleo de las membranas

en agua destilada, variable que tuvo como

11
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indicador la respuesta espectroscopica de
los  componentes del propoleo,
identificando la presencia de liberacion
sostenida y proporcional en el tiempo, y
susceptibilidad de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella
pneumoniae ATCC 23357 frente a las
membranas  de  quitosano/propdleo,
variable que tuvo como indicador la
presencia 0 ausencia de halos de
inhibicion.

Los procedimientos quimicos para la
obtencion del compuesto de
quitosano/propoleo, 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), (4).
Para ello se prepar6 una solucién de
quitosano pesando 5 gr quitosano,
Quitosan®, GUINAMA certificado para
uso médico, colocandolo en 2 ml de &cido
acetico al 99 %, y luego enrasando en un
matraz aforado de 100 ml y dejandolo en

agitacion constante por 12 horas
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obteniendo un gel de quitosano acido. El
volumen total de la solucién de quitosano
fue doblemente filtrado para eliminar las
impurezas que pudieran contaminar la
solucion.

Luego de obtenida la solucion &cida de
quitosano al 5% se procedio a dispersar la
solucion acida de quitosano en capsulas de
plastico. Se realizaron una serie de ensayos
en la elaboracion de las membranas a fin
de escoger las menos quebradizas y de
facil manipulacién. De esta forma se
optimizo el procedimiento para preparar 3
membranas  de  quitosano/propdleo,
agregando 2 cc de quitosano como medida
estdndar para todas las membranas y
variando solo la cantidad de propdleo al
4%, asi la membrana nro 1, fue elaborada
con 1 cc de propdleo, lanro2 con 1,5ccy
la nro 3 con 2 cc, introduciéndose 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. Las membranas en envases

12
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plasticos fueron sometidas finalmente a
una esterilizacion con luz ultravioleta, en
un equipo Beautytech ®. Las membranas
estudiadas representaron 3 grupos (P1, P2,
P3), cada membrana, representante de
cada grupo, se fracciond para obtener 9
muestras (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/propoleo, se determind el pKa
de la solucién 4&cida de quitosano,
empleando el método potenciométrico,
titulacion 4acido-base. El procedimiento
para calcular el pKa de las peliculas, se
baso en disolver la pelicula en la cantidad
minima de HCI diluido y luego realizar
una curva de titulacion con una solucion de
NaOH 0,05 M, que en éste caso se realizo
utilizando un pHmetro SperScientific,
modelo Benchtop Water Quality Meter
860033.

Como una primera aproximacion para los
estudios de liberacion de propoleo in vitro,

se escogié como medio de liberacion agua
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destilada, por tratarse del medio que
menos complicaciones introduce al
sistema. Inicialmente, se realiz6 un
espectro patron de una solucion 0,04 % de
propbleo, para obtener una sefial que
identifique su liberacion de las membranas
en agua destilada, empleando para este y
todos los experimentos, un
espectrofotometro Marca Perkin-Elmer
modelo lambda 25 de doble haz, acoplado
a un sistema computarizado y controlado
mediante el software UV WinLab y celdas
de cuarzo de 1 mm de camino optico.

Posteriormente las distintas series de
cortes de las peliculas, se sumergieron en
agua destilada en la parte inferior de la
cubeta de muestreo del espectrofotometro,
para permitir que el propdleo fluyera
libremente de la membrana a la fase
liquida y asi ir tomando espectros UV-
visible a distintos tiempos, para obtener el
valor de absorbancia a 280 nm que es
directamente proporcional a la

concentracion de propdleo 'y asi

13
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determinar si se produce y como es la
naturaleza del proceso de liberacion.

Por ultimo, se analiz6 el componente
microbiologico, a través de la
determinacion de la susceptibilidad de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
frente a membranas de quitosano-

propdleo, empleando aquella membrana

Figura 1. Preparacion de medios de cultivo.
Fuente: Propia.
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con mayor cantidad de propéleo (0,5 ml)
que mantuviera las mejores propiedades
fisicas, a fin de alcanzar una mas rapida
concentracion de propdleo 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 la figura 1.

Posteriormente se inocul6 al 2% el medio,
fundido y temperado a 45° C con una
suspension 0,5 McFarland de la bacteria
patdgena a evaluar y se dejo solidificar.
Por Gltimo, dos membranas con una

concentracion de 0,5 ml fueron recortadas

14
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con forma rectangular en tres porciones
cada una, y colocadas sobre los medios
preparados, como se puede observar en la
figura 2. Al colocar las porciones de

membrana en el agar se hizo ligera presion

para garantizar un contacto adecuado.

Estas se ubicaron a 15 mm o maés del borde

de la caja Petri a fin de que no se produjera Figura 3. Observacion de halos de
. . . inhibicion con el contador de colonias.
ninguna interferencia entre los halos de Fuente: Propia.

inhibicion, colocando solo tres membranas
por caja dejando incubar a 37°C por 24
horas para realizar después del periodo de

observando los resultados para su posterior

incubacion la lectura de los halos de . e
interpretacion (figura 3). En el caso de

nhibicidn al reverso de la caja Petri .
presentarse  crecimientos  totalmente

asimétricos estos fueron excluidos de la

medicion.

RESULTADOS

Determinacion potenciométrica del pKa

En todas las muestras estudiadas la

presencia de propoleo en las peliculas no

afectd la forma de la curvay los valores de

pKa obtenidos en ambos casos fueron los

Figura 2. Colocacién de membranas en mismos, lo cual implica que el prop6leo en

medios de cultivo.
Fuente: Propia.

15
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estas condiciones carece de actividad
acido-base y no influye sobre el valor del
pKa  del

evidenciarse en la curva de titulacion

quitosano, esto  puede

potenciométrica que se muestra en la

figura 4.

| \ \

04 | o B

0 4 8 1216 20 24 28 32 36 40
Volumen de titulante / mL

Figura 4. Curva de titulacién potenciométrica de
muestra representativa de los grupos de peliculas
de quitosano en estudio, una vez disuelta en HCI.

El volumen gastado de NaOH entre el
primer punto y el segundo punto de
inflexion, es la cantidad de NaOH que 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 el
pH = pKa = 6,3. Este mismo

procedimiento se sigui6 para las peliculas
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de quitosano y quitosano/propodleo
obteniéndose con mayor frecuencia un

valor de pKade 6,3 + 1.

Estudio de liberacion de propdleo

En la figura 5A se muestra el espectro UV-
visible obtenido para una solucion muy
diluida de propoleo al 0,04 % en agua
destilada, en este se puede observar un
méaximo de absorbancia a 280 nm, el cual
se puede atribuir a uno o varios de los
componentes de la compleja mezcla de
sustancias los cuales conforman al
propbleo. En relacion al proceso de
liberacion de propoleo de las membranas
en agua destilada, se evidencio para el
espectro obtenido de una pelicula de
quitosano/prop6leo inmersa en agua
destilada, un pico de absorbancia a 280
nm, el cual se incrementa a medida que se
adquieren espectros a distintos tiempos

(Figuras 5B y 5C), demostrando que existe
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Realizando un estudio detallado a distintos
tiempos de liberacion para las peliculas
escogidas, se encontrd una respuesta lineal
de absorbancia en el tiempo, lo que
implica que la concentracion en el seno de
la solucion aumenta gradualmente,
liberandose aproximadamente la misma
cantidad de farmaco por unidad de tiempo,
observandose ademas que al aumentar la

cantidad de propoleo de la pelicula, la
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velocidad de liberacion también aumenta
en forma proporcional, pues la pendiente
de la recta aumenta, tal como se evidencia

en la figura 6.

Los resultados obtenidos para comprobar
si las peliculas de quitosano/propéleo eran
homogéneas, demuestran que la pendiente
de la curva obtenida para cada porcion no
difiere de forma significativa, lo cual
implica que la composicion de las mismas

es bastante homogénea (figura 6).
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Figura 5. Respuesta espectrofotométrica del propoleo y las peliculas de

quitosano/propoleo a distintos tiempos de inmersion en agua destilada A) Solucion
diluida de propoleo, B) pelicula de quitosano/propoleo después de 5 y 60 segundos de
inmersion, C) pelicula de quitosano/propoleo después de 60 min y 24 horas de inmersion.
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Componente Microbioldgico

En relacidon a los resultados obtenidos para
determinar  la  susceptibilidad  de
Pseudomona aeruginosa ATCC27853 y
Klebsiella  pneumoniae  ATCC23357
frente a las membranas de quitosano-
propdleo con concentracion de 0,5 ml, se
evidencio  susceptibilidad de las cepas
bacterianas empleadas en la prueba por
triplicado realizada para cada bacteria,

pues se observaron zonas de inhibicion

0,5+
0,4

0,34

Absorbancia

0,2

0,11

0,04

(espacios en los que no se produjo
crecimiento bacteriano), alrededor de cada
porcion rectangular de las membranas de
quitosano/propoleo  colocadas en los

medios de cultivo (figura 7).

—_—
80 100 120

Figura 6. Curvas de concentracion de grupos estudiados P1 (0,3 ml), P2 (0,4 ml) y P3
(0,5 ml), en funcién de intervalos de tiempo constantes.
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Figura 7. Zonas de inhibicién en el crecimiento bacteriano de P. aeruginosa
(izquierda) y K. pneumonie (derecha).
Fuente: Propia.

DISCUSION

En relacién a los resultados evidenciados
en la determinacion del valor pKa, se
demuestra en concordancia con Cortés y
Alvares, 2008 (30), que la presencia de
propdleo en las peliculas no afecta la
forma de la curva ni los valores de pKa que
caracterizan los grupos aminos del

guitosano, es decir, se mantienen

Recibido: 14/06/2020
Aprobado: 29/06/2020

invariables las caracteristicas y por tanto
propiedades fisicas del mismo.

Igualmente, se refleja que las membranas
de quitosano/propoleo poseen un potencial
de disociacion (pKa) que oscila entre 6,2 'y
6,5, en concordancia con los estudios de
Barrios, 2012 (31), James, 2011 (32),
Duarte et al, 2016 (33) y Suaréz et al, 2011
(9), representando éstos, valores positivos,
que segun la literatura clinicamente
justifican una propiedad mucoadhesiva de
los compuestos estudiados a membranas
corporales que poseen carga negativa,

19
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haciéndolos biomateriales ideales para
trasporte de drogas a través de las
superficies epiteliales (30),(34).

Con respecto a la identificacion 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
propo6leo en el tiempo es lineal, siendo éste
un mecanismo de liberacion ideal, cuando
se quiere conseguir una accién
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
disminucion de los efectos colaterales
secundarios, el tiempo de actividad
prolongado, y el brindar proteccion a
farmacos sensibles contra los ataques
enzimaticos o degradacion acida debido al
pH local, todo lo expuesto constatado por
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Leonardi et al, 2015 (35) y por Arias et al,
2012 (36).

Dadas las propiedades del quitosano como

polimero  bioadhesivo, ademas de
incrementador de la absorcién, 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 absorcion, sosteniendo el perfil de
liberacion y mejorando la
biodisponibilidad de farmacos ello en
concordancia con Barrios, 2012 (31),
Leonardi et al, 2015 (35), Arias et al, 2012
(36) y Harris, 2010 (37).
En relacion al componente
microbioldgico, destinado a la
determinacion de la susceptibilidad de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
frente a membranas de quitosano-

propbleo, los resultados demostraron

20



ACTA BIOCLINICA
Original

Leo, M y Col

Volumen 11, N° 22, Julio/diciembre 2021
Deposito Legal: PP1201102ME3815

ISSN: 2244-8136

DOI: https://doi.org/10.6084/m9.figshare.14200553

susceptibilidad de ambos
microorganismos en presencia de la
membrana elaborada, visto a través de la
presencia de halos de inhibicion. Tal como
se evidencia en los estudios de Leo et al,
2014 (1), Partir et al, 2007 (38), Cortes et
al, 2008 (30), y del propdleo en
correspondencia con Premoli et al, 2010
(11), Gil et al, 2010 (39) y Carrillo et al,
2011 (40).
CONCLUSION

La obtencion en laboratorio de
membranas de quitosano/propdleo, resulta
de un proceso simple, estandar,
reproducible y accesible econmicamente,
por lo cual podria ser considerado como
una alternativa viable en la préctica
clinica.  En relacion al componente
guimico estudiado en la presente
investigacion  los  resultados  sobre
determinacion de pKa de membranas de
quitosano/propdleo, demuestran que la

presencia de propéleo en las peliculas no
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afecta la forma de la curvay los valores de
pKa de los grupos aminos del quitosano,
por lo cual las membranas conservan las
propiedades mucoadhesivas que
caracterizan al quitosano (30),
manteniendo esa capacidad de liberacion

de farmacos.

Con respecto a la velocidad de liberacion
de propdleo de las membranas en agua
destilada, objetivo cumplido mediante
espectroscopia UV-visible, se evidencia
un desprendimiento del propoleo en el
tiempo es lineal, lo que implica que la
concentracion en el seno de la solucion
aumenta gradualmente, siendo ésta una
liberacion controlada, prolongando el
tiempo de contacto en el sitio de absorcion,
sosteniendo el perfil de liberacion vy
mejorando la biodisponibilidad (31). Sin
embargo, el valor de velocidad no pudo ser
calculado por el desconocimiento de la
cantidad exacta de cada componente del
propoleo por ser este una sustancia natural

con gran diversidad de componentes.
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El analisis del componente
microbiologico, dado a través de la
determinacion de la susceptibilidad de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357
frente a membranas de quitosano-
propéleo, 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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