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Resumen

Los tejidos bucales se encuentran expuestos a una gran varie-
dad de elementos agresores, cuyo tratamiento odontolégico
implica la rehabilitacidon que incluye la confeccidn de prétesis
dentales. En caso de ausencias dentarias la mucosa bucal no
esté preparada para recibir prétesis dentales, la agresion me-
canica produce acciones irritantes que conduce a la aparicion
de lesiones inflamatorias, donde la Candida una levadura del
microbiota habitual, puede causar estomatitis subprotésica .
La medicina convencional sintética, ha sido la terapia comun
para el tratamiento de la estomatitis, sin embargo, dentro de
las terapias alternativas naturales la miel de bdrax es la for-
mula oficinal antigua mas utilizada, a pesar de no contar con
estudios de concentracion inhibitoria minima (CIM) disponibles.
El objetivo fue establecer la CIM de la miel y el borato sobre
especies de C. albicans. En el siguiente trabajo se desarrolld
una investigacion de alcance explicativo, de disefio experimental
puro. Se evalué de manera preliminar la actividad inhibitoria
de la miel y el borato al 5%, 10%y 15%, utilizando la nistatina
como control positivo. Posteriormente se determind la CIM del
borato vy, por ultimo, se elaboré una miel de bérax con la CIM
obtenida. En los resultados la miel de abeja no presento6 acti-
vidad sobre los aislados de Candida evaluados, se determind
una CIM para bérax de 256 pg/mL, excepto para los aislados
Cly C6 que presentaron colonias resistentes y para la nista-
tina la CIM fue 8 pg/mL. La miel de bdrax preparada mantuvo
las propiedades antifungicas sobre las aislados de C. albicans
evaluados. Se demostré que el efecto inhibidor del borato es
similar a la nistatina y que las propiedades antifungicas de la
miel de bdrax experimental se mantienen.

PALABRAS CLAVE: concentracién inhibitoria minima, Candida
albicans, borato, miel, protesis, estomatitis subprotésica.
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Abstract

Oral tissues are exposed to a wide variety of aggressor elements,
whose dental treatment involves rehabilitation that includes the
making of dental prostheses. The oral mucosa is not prepared
to receive dental prostheses, mechanical aggression produces
irritating actions that lead to the appearance of inflammatory
lesions, where Candida, a yeast of the usual microbiota, can
cause sub-prosthetic stomatitis (EPS). Synthetic conventional
medicine has been the common therapy for the treatment of
stomatitis, however, within the natural alternative therapies,
borax honey is the most used old officinal formula, despite
not having minimum inhibitory concentration studies (MIC)
available. To establish the minimum inhibitory concentration of
honey and borate on species of C. albicans. An investigation of
explanatory scope, of pure experimental design, was developed.
Inhibitory activity of honey and borate at 5%, 10%, 15% was
preliminarily evaluated, using nystatin as a positive control.
Subsequently, the MIC of borate was determined and finally,
a borax honey was made with the MIC obtained. Results: Bee
honey did not present antifungal activity on the strains eva-
luated, a MIC for borax of 256 pg/mL was determined, except
for strains C1 and C6 that presented resistant colonies. The
MIC of the nystatin being 8 pg/mL. The prepared borax honey
maintained its antifungal properties on the C. albicans strains
evaluated. Conclusion: It was shown that the inhibitory effect
of borate is similar to nystatin and that the antifungal properties
of experimental borax honey are maintained.

KEY WORDS: minimum inhibitory concentration, Candida albicans,
borate, honey, prosthesis, sub-prosthetic stomatitis.
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os tejidos bucales estan expuestos diariamente a una incorrecta higiene,
L enfermedades sistémicas y al proceso de envejecimiento; observando en
ellos diversos cambios como la pérdida de dientes, disminucidn del tejido
6seo mandibular y maxilar, disminucion del flujo salival, entre otros. Su re-
habilitacién incluye la confeccién de protesis dentales para reemplazar un
tratamiento previo en malas condiciones o sustituir dientes perdidos'. La
mucosa de la cavidad bucal no se encuentra preparada para recibir prote-
sis dentales, estas se deben adaptar a los tejidos mucosos ocasionando una
agresion mecdnica no fisiologica, debido a los efectos de presién, traccion y
empuje produciendo asi acciones irritantes. Tal situacion junto a la suscepti-
bilidad de los tejidos, provocada por el envejecimiento e inadecuados estilos
de vida, crean un estimulo que rompe el equilibrio fisioldgico y microbiano
llegando a considerarse un factor predisponente en la aparicion de lesiones
inflamatorias que conducen, por una parte, a patologias con altos indices de
incidencia, donde la més frecuente es la estomatitis subprotésica (ESP) y por
otra, a contribuir en la aparicién de lesiones potencialmente malignas en la
cavidad bucal?* lo que representa un problema de salud, particularmente, en
los pacientes portadores de protesis totales; La ESP es un proceso inflamato-
rio de la mucosa bucal en pacientes con prétesis mucosoportadas (nuevas o
viejas) Mal adaptadas, se caracteriza por enrojecimiento, hinchazén y dolor
de la mucosa que estd en contacto con la proétesis; cominmente se localiza
en el paladar duro®”.

El microorganismo aislado con mayor frecuencia en pacientes portadores
de protesis es C. albicans, microbiota habitual de la cavidad bucal, siendo uno
de los patégenos oportunistas de mayor prevalencia e incidencia, al producir
tanto infecciones superficiales como sistémicas®.

C. albicans se adhiere a los materiales dentales restauradores fabricados
generalmente de resina acrilica a base de polimetilmetacrilato (PMMA), las
caracteristicas superficiales de porosidad y aspereza del PPMA, contribuyen
a la adherencia y proliferacién®©. La terapia con antimicéticos topicos como
la nistatina, ha sido la manera mas efectiva de tratar la candidiasis bucal, las
distintas formas de aplicaciéon pueden combinarse con otros antifiungicos
para aumentar el efecto topico. Experimentalmente se ha comprobado que
la asociacion de nistatina a orabase o quitosano produce una mejoria signi-
ficativa, tanto a nivel clinico, microbiolégico como histoldgico, de las lesio-
nes causadas por C. albicans en comparacion con la nistatina sola, ademas de
la nistatina, los antifingicos mas utilizados son: anfotericina B, y derivados
azoélicos (miconazol, clotrimazol, econazol y ketoconazol)" Paralelamente se
han establecido terapias alternativas naturales para el control de C. albicans
en pacientes con ESP que incluyen Citrus paradisi (toronja)'2, aceite de girasol
ozonizado®®, Punica granatum (granada)', tratamiento homeopaticos (bdrax,
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caléndula y mercurio)'® y la miel de bérax?. La miel de bdérax estd compuesta
por dos principios activos: la miel de abeja y el borato de sodio en polvo. Cada
100 g de miel borada contiene 79 g de miel y 1 g de borato de sodio, siendo utili-
zada en el tratamiento de lesiones como aftas bucales, estomatitis herpéticas,
herpes y quemaduras. Los estudios de las propiedades medicinales de la miel
de abeja y el borato de sodio en el tratamiento de la estomatitis aftosa han evi-
denciado la desaparicion de las lesiones y del dolor?. Sin embargo, en la biblio-
grafia consultada, no se encontraron estudios que determinen la CIM de sus
componentes como son la miel y el borato para el tratamiento del C. albicans.

De acuerdo con el problema y los objetivos planteados se consider6 que se-
gun el alcance fue una investigacion explicativa, de disefio experimental de
tipo experimental puro con post prueba inicamente y grupo control basado
en la clasificaciéon de Hernandez et al.’

La miel pura de abeja utilizada para el desarrollo de este estudio fue cose-
chada en Apiarios Miel Vital y distribuida por Apicolas Miel Vital; ubicados en
la calle 21 entre Av. 7 y 8 sector El Espejo de la ciudad de Mérida-Venezuela.
Los sobres de borax de 20g fueron adquiridos en la Farmacia Central, Av. 3
Independencia, Mérida-Venezuela y la suspensién de nistatina de 6oml, fue
elaborado por Coaspharma S.A.S Bogota D.V Colombia. Como material bio-
l6gico, se utilizaron 13 aislados de C. albicans obtenidas de lesiones bucales,
pertenecientes al Proyecto Lesiones Bucales Asociadas a Microorganismos
de la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universi-
dad de Los Andes y la cepa de referencia C. albicans ATCC 385.

Los aislados fueron descongelados progresivamente hasta temperatu-
ra ambiente, luego se inocularon en una placa de agar Sabouraud Dextrosa
(ASD) e incubaron durante 24 horas a 35 °C en aerobiosis. Se verificé la pu-
reza mediante la observacién de las caracteristicas macroscopicas y micros-
copicas. Se seleccionaron colonias aisladas y se resuspendieron en 1 mL de
solucion fisioldgica estéril hasta alcanzar una turbidez similar al patrén 0,5
de McFarland equivalente a 1,5 x 10®levaduras/mL.

Para la determinacion preliminar de la actividad biolégica, se preparé ASD,
se esterilizd a 121°C durante 15 minutos, se temperd a 45°C y se mezcl6 con la
cantidad necesaria de miel de abeja; borato de sodio y nistatina (control po-
sitivo), para obtener concentraciones de 5%, 10% y 15% respectivamente y se
sirvié en placas de Petri debidamente rotuladas. Sobre la superficie del agar
se colocaron 9 pL de la suspensién 0,5 Mc Farland de los aislados clinicos de
C. albicans, se dejoé reposar durante una hora para permitir la absorcién del
indculo, a continuacion, se incubaron a 37 °C durante 24 a 48 horas. Por ob-

VOL. 18 No. 1 - ENERO-JUNIO 2023



CARMEN NAZARETH QUINTERO MONZON, MARIA ANDREINA UZCATEGUI LOPEZ,
ANAJULIA GONZALEZ, ELAYSA SALAS OSORIO

Determinacioén
de concentracion
inhibitoria minima
del boérax

Determinacion de la
CIM de una miel de
bdérax experimental

Resultados

Evaluacion preliminar
de la actividad
inhibitoria de la miel
de abeja y el borato
de sodio

— 18

servacion directa simple, se determind la presencia o ausencia de crecimien-
to de los aislados sobre el agar. Esta experiencia se realizo por triplicado.

Sobre la base de los resultados obtenidos en la prueba anterior y con la fina-
lidad de determinar la CIM, se empleo el método de macrodilucién en agar
siguiendo el procedimiento sugerido por el Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (The Clinical & Laboratory Standards Institute CLSI). Para
este ensayo se prepararon soluciones stock de borato de 2560 pg/mL y nista-
tina de 160 pug/mL. Esta experiencia se realizé por duplicado. Se establecio6 el
rango de trabajo de diluciones para cada agente, seleccionando el rango mi-
nimo para borato de 8 ug/mL y maximo de 256 pug/mL, (8; 16; 32; 64; 128; 256
ug/mL) y para nistatina un rango minimo de 0,5ug/mL y maximo 16 ug/mL
(0,5; 1; 2; 4; 8; 16ug/mL). Se utilizé como control negativo agua destilada. Pos-
teriormente se rotularon las placas de ASD suplementadas con las diluciones
mencionadas de bérax y nistatina, se procedié a colocar 9 uL del preparado
del in6culo sobre el agar, se dejé reposar por una hora para la absorcion del
indculo y luego se incubd durante 24 a 48 horas a 37 °C. Esta experiencia se
realizé por duplicado. Los resultados se obtuvieron por observacién directa,
la presencia o ausencia de turbidez en el caldo, tomando como CIM el tubo
de la dilucién donde no se observo crecimiento fungico.

Se prepar6 una miel de bérax utilizando las concentraciones indicadas por la
farmacopea venezolana que indica que cada 100 g contiene 79 g de miely1g
de borato de sodio. Para este ensayo se prepar6 una solucion madre de miel
borada, la cual se procedié a homogeneizar en bafio de Maria. A partir de esta
se seleccionaron concentraciones de 0.5 g, 0.25 g, 0.1 g, 0.05 gy 0.01 g para de-
terminar la CIM de la miel de bérax. Posteriormente se rotularon las placas de
Petri con ADS suplementadas con las concentraciones mencionadas de la miel
de bérax, se procedié a colocar 9uL del preparado del indculo sobre el agar, se
dejo reposar por una hora y luego se incub6 durante 24 a 48 horas a 37 °C, fina-
lizado el tiempo de incubacion, se determind la presencia o ausencia de creci-
miento de los aislados sobre el agar. Esta experiencia se realizé por duplicado.

Parala miel de abeja se observd crecimiento a las concentraciones de 5%,10%
y 15% en los 13 aislados de C. albicans incluyendo la cepa de referencia ATCC
385. Con respecto al borato no se observo crecimiento de los 13 aislados in-
cluyendo la cepa de referencia ATCC 385. Resultados similares fueron obser-
vados para la nistatina utilizada como control positivo al evidenciar la inhibi-
cién total de los 13 aislados de C. albicans incluyendo la ATCC 38s5.
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Al emplear aislados clinicos para la determinar la CIM se pueden observar

diferentes tipos de crecimiento, por tal motivo se establecieron rangos para
categorizarlos (FIGURA 1).

En la TABLA 1 se observa que no hubo actividad inhibitoria a las concentra-
ciones de 8 pg/mL, 16 pg/mL y 32 pg/mL incluyendo la cepa ATCC 385. A la
concentracion de 64 pg/mL, solo 3 aislados presentaron inhibicién parcial;
mientras que se determiné una CIM de 128 ug/mL a 9 aislados que mostraron
inhibicién total. Doce aislados incluyendo la ATCC 385, tuvieron inhibicién
total a la concentracion de 256 ug/mL, siendo la CIM de 256 pug/mL. Cabe des-
tacar que los aislados C1 y C6 mostraron crecimiento en todas las concentra-
ciones estudiadas, con un crecimiento difuso y punteado a la concentracion
de 256 pug/mL, que incluso fue observado en el control positivo; las aislados
C7y C8 presentaron inhibicidn selectiva a 128 pug/mL.

En la TABLA 2 se muestran los resultados obtenidos para el control positivo
nistatina, se observa que no hubo actividad inhibitoria a las concentraciones
de 0.5 pg/mL y 1 ug/mL en ninguno de los aislados incluyendo la cepa ATCC
385; a la concentracién de 2 pg/mlL los aislados C1, C8, C11y la cepa ATCC 385
presentaron una inhibicién selectiva, mientras que los aislados C2, C3, C4y
C9 la inhibicion fue parcial y los aislados C5, C7, C10, C12 y C13 presentaron
inhibicién total. Para la concentracién de 4 pg/mL 10 aislados presentaron
inhibicién total obteniendo una CIM de 4 pug/mL, mientras que 4 aislados in-
cluyendo la ATCC 385 tuvieron un crecimiento difuso indicativo de inhibicién
parcial. Todos los aislados estudiados incluyendo la ATCC 385, presentaron
inhibicién total a las concentraciones de 8 pg/mL y 16 pug/mL. La CIM de los
aislados C2, C4, C6 y ATCC385 debe estar ubicada en una concentracion inter-
media entre 4y 8 pg/mL.
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256 pg/mL | 128 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/ mL 16 pg/mL

Cl c d d d d d
C2 a a b d d d
C3 a a d d d d
C4 a a d d d d
Cbh a a d d d d
C6 c d d d d d
C7 a c d d d d
cs8 a c d d d d
C9 a a d d d d
C10 a a b d d d
Cn a a d d d d
C12 a a d d d d
C13 a a b d d d
ATCC385 a d d d d d

a. inhibicion total; b. inhibicion parcial (puntillado o difuso); €. inhibicion selectiva; d. Inhibicion nula

16 pg/mL 8 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL 1 pg/mL 0,5 pg/mL
Cl a a a c d d
Cc2 a a c b d d
C3 a a a b d d
C4 a a c b d d
Cb a a a a d d
C6 a a ¢ d d d
Cc7 a a a d d d
Cc8 a a a ¢} d d
C9 a a a b d d
C10 a a a a d d
cn a a a ¢} d d
Cl12 a a a a d d
C13 a a a d d d
ATCC3856 a a c c d d

a. inhibicion total; b. inhibicién parcial (puntillado o difuso); e. inhibicion selectiva; d. Inhibicion nula

La TABLA 3 exhibe que no hubo inhibicién de los aislados a la concentraciéon
de 0,01y 0,05 g excepto el aislado C1 que mostro crecimiento difuso. A la con-
centracion 0,1 g C1y ATCC385 presentaron inhibicidn parcial y C2 inhibicién
selectiva; la CIM para los aislados C2, C4, C7 y ATCC385 se estableci6 en 0, 25
g, observandose tres aislados C1, C8 y C9 con inhibicién selectiva. El resto de
los aislados la CIM fue 0,5 g.
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0,5 ug/mL 0,25 ug/mL 0,1 ug/mL 0,05 pg/mL 0,01 ug/mL

Cl a c b b d
C2 a a [ d d
C3 a d d d d
C4 a a d d d
Cb a d d d d
C6 a d d d d
Cc7 a a d d d
c8 a c d d d
C9 a c d d d
C10 a d d d d
Cn a d d d d
C12 a a d d d
C13 a d d d d
ATCC385 a a b d d

a. inhibicion total; b. inhibicion parcial (puntillado o difuso); €. inhibicion selectiva; d. Inhibicion nula

El 60 % de la poblaciéon mundial utiliza plantas y sus derivados para el alivio
de sus dolencias, considerandolas como “medicinas” de gran importancia
por su efectividad terapéutica. En los ultimos afios se ha presentado un incre-
mento en la incidencia de enfermedades fingicas en cavidad bucal, se consi-
dera que cuatro de cada mil pacientes que acuden a consulta dental presen-
tan sintomas de infecciéon candididsica. La medicina tradicional ha cobrado
importancia como una terapia alternativa al uso de medicamentos sintéticos
producidos en la industria farmacéutica, los cuales producen toxicidad, recu-
rrencia o causan resistencia'.

Siendo la miel un producto natural utilizado como alternativa medicinal,
antimicrobiana, antifingica y utilizada como tratamiento natural para diver-
sas condiciones de salud; los resultados obtenidos en la presente investiga-
cién demostraron que la miel de abeja utilizada a las concentraciones de 5%,
10%, 15%, no tuvo actividad inhibitoria frente a C. albicans, en concordancia
con Elias en 20197, quien determino que la efectividad antifiungica del extrac-
to mixto de miel y propodleo, lo genera el propdleo por si solo, mas no por la
miel; esto discrepa de estudios realizados por Reza et al.'®quienes investiga-
ron la actividad anti-Candida, de 28 mieles locales producidas a partir de dos
fuentes florales, 14 del sur y 14 del norte de Iran, frente a algunas especies
patdgenas de C. albicans, las mieles fueron capaces de producir la inhibicion
completa del crecimiento de Candida con concentraciones fungicidas mini-
mas que oscila del 29 al 56%, concentraciones muy superiores a las utilizadas
en este estudio.
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Por otra parte, Adrianzen et al. 2017 en su estudio in vitro determina-
ron que la CIM de la miel de Apis mellifera para C. albicans fue de 60%. Ante
los hallazgos reportados en este estudio donde la miel utilizada no presen-
té actividad antifingica en ninguna de sus concentraciones como podemos
plantear que esta diferencia puede ser dada a que la miel utilizada funciona
como vehiculo para que el sabor sea mas agradable, esto concuerda con lo
demostrado en el estudio de Ferreira et al.?° en el cual adicionaron miel y
agua de rosas al borato y estas redujeron la eficacia del bérax. La efectividad
antifingica de la miel puede estar influenciada por la variedad de mieles que
provienen de diferentes paises.

El borato es un polvo blanco cristalino, inodoro; posee propiedades alca-
linizantes que proporcionan las bases para su uso en adhesivos para protesis
dentales, algunas de las propiedades medicinales del borato de sodio son el
tratamiento de la estomatitis aftosa, ya que se han evidenciado la desapari-
cion de las lesiones y del dolor?°. En la prueba preliminar del borato se evi-
denci6 su gran efectividad demostrando la inhibicién total sobre todas las ce-
pas de C. albicans en todas las concentraciones 5%, 10%, 15%, al igual que el
estudio de Ferreira et al. 201129, evaluaron el efecto antifungico in vitro de una
formulacion de bérax, agua de rosas y miel, sobre C. albicans, en este estudio
present6 fecto inhibidor para el 100% de las cepas, el bérax es el principio
activo con mayor actividad antifungica. Siendo la nistatina el control positivo
del presente trabajo ya que es el antifungico de primera elecciéon, ademas la
suspension de nistatina estd indicada para el tratamiento de la candidiasis en
la cavidad oral es importante resaltar que en la primera fase se observo la in-
hibicién de todas las cepas de C. albicans, como lo indica un estudio realizado
por Chamba?, permitiendo de esta manera la eliminacién eficaz del hongo.

Se determind la CMI del borato para las 13 cepas de C. albicans, la cual
fue 256 pg/mL incluyendo la ATCC 385, en la revision bibliografia no se en-
contraron estudios que documenten la CMI para el bérax. Es ampliamente
reconocido que el bérax es una sal, con sabor desagradable y corrosiva lo
que impide su aplicacién bucal directa en pacientes que presenten lesiones
producidas por C. albicans; Pabon et al. en 20182, demostraron que el borato
al unirse con la miel mejoraba su palatibidad y ejercia un efecto terapéuti-
co similar a la nistatina. Con respecto a la evaluacion de la nistatina como
control positivo se encontré que los 13 aislados clinicos incluyendo el ATCC
385 fueron inhibidos con una CIM de 8 ug/mL, este resultado concuerda con
Prieto et al.2, quien determind la susceptibilidad in vitro frente a nistatina, en
un estudio de 104 cepas aisladas de lesiones de candidiasis bucofaringea con
valores de CIM menores que 16 pg/mL.

Por ultimo, la evaluacion de la concentracion minima inhibitoria de una
miel de bérax experimental a partir de las concentraciones establecidas por
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la Farmacopea Venezolana evidenci6 que a la concentracion de 0,5 g, la miel
de bérax ejerce su efecto inhibidor contra C. albicans, no se encontraron es-
tudios donde se evidencie la CIM de la miel de bérax, sin embargo, Pabon
et al. en el 20182 comprobaron la actividad antifingica in vitro y el beneficio
potencial de la férmula oficinal de miel de bérax como alternativa viable de
tratamiento en infecciones bucales asociadas a C. albicans. Es importante re-
saltar que en el proceso de elaboracién de la miel de bérax se requiere de
calor, este calor de alguna manera puede descomponer la molécula de bdrax
de alli entonces que se hace necesario utilizar una concentracion mas alta de
este con respecto a la que se determind in vitro.

Se estableci6é una CIM de borato de 256 pug/mL para 11 de los aislados de C.
albicans, y la CIM de nistatina de 8 pg/mL. Se encontr6 una CIM para la miel
de bérax elaborada de 0,5 g para 10 de los aislados; la miel evaluada en este
trabajo no presenté actividad antifiungica contra los aislados utilizados. Los
resultados obtenidos en este trabajo demuestran que para obtener el efecto
inhibitorio sobre C. albicans se requiere de una cantidad de borato menor a la
recomendada actualmente por la Farmacopea Venezolana.
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