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. RESUMEN

La finalidad del presente estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de los
extractos etandlicos de tres especies de macroalgas marinas, obtenidos de
acuerdo al protocolo modificado de Vlachos et al. (1996). Para llevar a cabo la
evaluacion, las algas fueron molidas hasta obtener un grano fino en un mortero,
continuando con la extraccion etandlica por medio de un sistema de reflujo. Y para
su medicioén, se utilizaron dos métodos el primero de halos, el segundo método de
pocillos y el método de sensi-discos. Cada extracto se enfrento contra la cepa
microbiana de origen clinico Enterococcus faecalis ATCC: 7080. Ya que el
Enterococcus faecalis es uno de los principales microorganismos principalmente
asociado al fracaso del tratamiento endodontico. Se estudiaron tres tipos de algas
dando como resultado que la especie del alga Heterocontophyta mostré mayor
actividad antimicrobiana en comparacion con las otras dos especies estudiadas

(Clorophyta, Rodophyta)

Los resultados del presente trabajo permiten afirmar que la especie Rodophyta y
Heterocontophyta inhiben el crecimiento del Enterococcus faecalis ATCC: 7080
con halos inhibitorios de 46.56mm?Y 66.47mm? respectivamente, en la prueba de
pocillos. Tales resultados fueron significativamente proporcionales a la cantidad de
extracto de alga obtenida, lo cual indica que a mayor concentracion de polvo de

alga mayor sera el efecto de las mismas.



II. INTRODUCCION

Con el 72% de la tierra cubierta por los océanos, no es sorprendente que las
plantas marinas desempefien una importante funcion en las cadenas alimenticias
del mundo. La humanidad ha empezado a considerar recientemente a los océanos
como una posible fuente de energia y materia organica. Las plantas marinas son
basicas para realizar estudios de este tipo. Aun asi, el conocimiento que se tiene
de las plantas marinas, tanto de formas macroscépicas como microscopicas es
limitado. Solo hasta hace poco se han comenzado a utilizar los vastos recursos
presentes en las comunidades marinas. Durante mucho tiempo los ambientes
marinos han sido considerados como de importancia secundaria y se han utilizado

como lugares de descarga para los desechos terrestres. 2

El medio ambiente marino es un excepcional reservorio de compuestos naturales
bioactivos, el cual demuestra caracteristicas estructurales y quimicas que no se

encuentran en los productos naturales terrestres. 43

Los organismos marinos son considerados una importante fuente de sustancias
con potencial bioactivo. En este sentido, numerosas revisiones sefialan a las algas

como una fuente de principales productores de estos compuestos.

Los principales compuestos bioactivos producidos por las algas estan formados
por una amplia gama de metabolitos secundarios, cada una con una funcién
especifica dentro de su medio, atribuyéndole entre otras, la defensa quimica
contra herbivoros marinos. “4. Ellos desarrollan una estrategia quimica de

defensa para asegurarse de supervivivencia y para sintetizar moléculas activas.
(41)

El potencial antibacteriano de las algas se debe a su capacidad de sintetizar, entre
otros, a los diterpenos en las algas verdes, terpenos halogenados en las algas

rojas y metabdlitos mixtos de origen terpeno-aromatico en las algas pardas. “3



Muchas sustancias marinas han sido obtenidas de las algas marinas para su uso
en &rea de la salud, ficocoloides, alginato, carragenean, agar estos usados por
décadas en la medicina y farmacéutica.®4)

El hombre utiliza las algas marinas macroscopicas (multicelulares) en diferentes
formas. Estas plantas son fuentes directas de alimento, medicamentos, forraje y
fertilizantes y se usan como fuentes de sales y ficocoloides asi como también para
la produccion de papel.

Los chinos y japoneses han utilizado a las algas marinas para tratar la gota y otros
problemas glandulares desde el afio 300 a. C. Los romanos usaron las algas
marinas para curar heridas, quemaduras y salpullido, mientras que los ingleses

utilizaron Phorphyra para prevenir el escorbuto. 2

El Enterococcus faecalis es una bacteria que constituye tan solo un pequefio
porcentaje de la microflora inicial dentro de los conductos radiculares necroticos;
sin embargo, una vez establecido intraradicularmente, el microorganismo es capaz
de sobrevivir y demostrar resistencia hacia los efectos antibacterianos del
hidréxido de calcio @ por lo anterior nace la inquietud de conocer el efecto de las
macroalgas marinas como fuente de medicacion natural antibacteriana contra el
Enterococcus faecalis y poder ser utilizado como una alternativa a la medicacion

intraconducto.



[ll. ANTECEDENTES

CAPITULO 1 ENTEROCOCCUS FAECALIS

1.1 Generalidades

Es una bacteria en forma de coco dispuesta en cadenas o pares, grampositiva
anaerobia facultativa, inmovil no esporulada, que ha atraido la atencién de
diversos investigadores porque ha sido identificada como una causa de fuente de
infeccion frecuente del sistema de conducto radiculares. (9

Aungue multiples factores contribuyen a los fracasos endoddnticos, la literatura
sugiere que su persistencia dentro del conducto radicular o en infecciones
secundarias son causas de mayor fracaso en el tratamiento de conductos
radiculares. Es considerado uno de los microorganismos mas comunes en
sobreponerse a la obturacion del sistema de conductos con lesiones periapicales

persistentes. @

El Enterococcus faecalis constituye solo un pequefio porcentaje de la microflora
inicial dentro de los conductos radiculares necroticos; sin embargo, una vez
establecido intraradicularmente, el microorganismo es capaz de sobrevivir y

demostrar resistencia hacia los efectos antibacterianos del hidroxido de calcio. ©

Los reportes indican que su prevalencia en conductos radiculares infectados sin
tratar es relativamente baja. ¥ Independientemente de su localizacién
radiografica. ¥ En contraste, de acuerdo con reportes de estudios de cultivo, es
considerada la especie que mayormente abunda en dientes con fracaso
endoddntico, ¢-® ademas de suprimir la accion de los linfocitos. Aunado a esto, es
posible que forme el biofilm aumentando su resistencia para no ser destruido,
llegando a ser la bacteria mil veces mas resistente a la fagocitosis, anticuerpos y

antimicrobianos. ¥



Con respecto a la preparacion biomecanica, la instrumentacion e irrigacion con
5.25% de hipoclorito de sodio puede reducir las concentraciones bacterianas, pero

no eliminar al Enterococcus faecalis del sistema de conductos radiculares.

Por lo anterior, En el presente proyecto se pretende conocer el efecto de las
macroalgas marinas como fuente de medicacion natural antibacteriana contra el
Enterococcus faecalis y poder ser utilizado como una alternativa a la medicacion

intraconducto.

1.2 Cepas y Grupos

Los Enterococcus son cocos gram positivos que pueden aparecer unicos, en
pares o0 cadenas cortas, son anaerobios facultativos y poseen la capacidad de
crecer en presencia o ausencia de oxigeno. ® Las especies de Enterococcus
viven en grandes cantidades [10°- 108] en el lumen del intestino humano y bajo la
mayoria de las circunstancias no causan ningun dafio al hospedador, también se
presenta en el tracto genital femenino y en menor cantidad en la cavidad oral. ©
Catabolizan una cantidad variada de fuentes de energia incluyendo carbohidratos,
glicerol, malatos, citratos, arginina, agmantina y una gran cantidad de acidos Alfa-
quetoacidos. ® El Enterococcus sobrevive a medios ambientes extremos
alcalinos de pH (9.6) y a concentraciones salinas. (19 Ellos pueden resistir a sales
biliares, detergentes, metales pesados, etanol, azide y desecacion. ® Ellos
pueden crecer en un rango de 10 a 45°C y sobrevivir a temperaturas de 60°C por
30 minutos. Existen actualmente 23 especies de Enterococcus y estos son
divididos en 5 grupos basados en la interaccién con el manitol, sorbosa y arginina.
El E. faecalis pertenece al mismo grupo q el E. faecium, E. casseliflavus, E.
mundtii y E. gallinarum. Estas 5 especies forman acidos en caldo de manitol e
hidrolizan arginina; sin embargo, fracasan en la formacién de acidos en caldo de
sorbosa. 1Y) A continuacién se muestra una tabla con la caracterizacion de las

especies de Enterococcus en base a sus caracteristicas fenotipicas



TABLA | Caracterizacion de Especies de Enterococcus

GRUPO ESPECIE
Grupo | E.avium

. : E.gilvus
(+)Formacion acida en cando de 2 releilaiEive
manitol (+)Formacion E.pallents
deH_OI ,Igc_ldg _ Qe sorbosa E.pseudoavum
(-) Hidrélisis de arginina E raffinosus

E. saccharolyticus

Grupo Il

(+)Formacion acida en cando de
manitol (-)Formacion de
acido de sorbosa
(+)Hidrolisis de arginina

E.faecalis
E.faecium
E.casseliflavus
E.gallinarum
E.mundtii
Lactococcus sp.

Grupo lli E.dispar

. ) E.durans
(-)Formacion acida en cando de E. hirae
manitol (-)Formacion de E.porcinus
acido de sorbosa (+) = i
Hidrdlisis de arginina
Grupo IV E.asini

) ] E.cecorum
(-)Formacién acida en cando de E. sulfurous
manitol (-)Formacion de
acido de sorbosa (-)
Hidrdlisis de arginina
Grupo V E.columbae

(+)Formacion acida en cando de
manitol (-)Formacion de
acido de sorbosa ()
Hidrélisis de arginina

vagococcus sp.

*Adaptacion de Teixeira y Facklam (19




CAPITUL O 2- PREVALENCIA SECUNDARIA EN INFECCIONES DEL
CONDUCTO RADICULAR y SU IMPORTANCIA EN ENDODONCIA

El E. faecalis es un habitante normal de la cavidad bucal, esta asociado con
diferentes formas de enfermedades peri radiculares incluyendo infecciones
endoddnticas primarias e infecciones persistentes.*2 En la categoria de
enfermedades endodonticas primarias, el E. faecalis esta asociado con lesiones
peri radiculares asintomaticas crénicas significativamente mas frecuente que con
periodontitis peri radicular aguda o abscesos apicales agudos, se encuentra en 4
del 40% de infecciones endodonticas primarias. *¥ Sin embargo, su frecuencia en
las lesiones peri radiculares persistentes ha demostrado ser mucho mas alta. De
hecho, en casos de fracaso de tratamiento endodontico es 9 veces mas probable

de contener E. faecalis, que en casos de infecciones primarias. ()

Estudios han demostrado que la prevalencia de su presencia en conductos
obturados con lesiones peri radiculares esta ponderada en un rango de 24 al 77%.
(35, 7. 14-15) Este amplio rango de prevalencia podria estar relacionado con las
diferentes técnicas de identificacion, diferencias geograficas o tamafio de las

muestras.



TABLA Il Prevalencia del E. faecalis en raices de conductos radiculares
obturados con periodontitis apical. (Rocas et. al)

Autor / Afio NUumero de | NUmero de | Prevalencia Método de
conductos raices de deteccion
dentales dentales )
obturados en | obturadas E. faecalis
estudio con

crecimiento
bacteriano

Engstrom 54 21 5/21=24% Cultivo

1964 (24)

Moller 1996 | 264 120 34/120=28% Cultivo

(25)

Molander et | 100 68 32/68=47% Cultivo

al. 1998 (3)

Sundqvist et | 54 24 9/24 = 38% Cultivo

al. 1998 (4)

Peciuliene et| 25 20 14/20 = 70% Cultivo

al. 2000 (26)

Peciuliene et| 40 33 21/33=64% Cultivo

al. 2001 (27)

Hancock et al. | 54 33 10/33 =33% Cultivo

2001 (5)

Pinheiro et al. | 60 51 27/51 =53% Cultivo

2001(28)

Pinheiro et al. | 30 24 11/24 = 46% Cultivo

2003(29)

Siqueira y |22 22 17/22 =77% PCR

Rocas 2004

(30)




Gomes et al. | 19 19 6/19 =32% Cultivo
2004 (31)

Rocas et al. |30 30 20/30 = 67% PCR
2004 (7)

2.1 Supervivencia y Factores de Virulencia

E. faecalis posee ciertos factores de virulencia incluyendo enzimas liticas,
citolizinas, sustancias de agregacion, phorphiromonas y ac. Lipoteicoico (. Se ha
demostrado que la adherencia de células hospedadoras, expresan proteinas que
permiten competir con otras células bacterianas, y alterar la respuesta del
hospedador (1), E. faecalis puede suprimir la accién de linfocitos y potencializar
la contribucion del fracaso endodéntico *” E. faecalis no esta limitado a la
posesion de varios factores de virulencia y es posible que se compartan rasgos de
esta entre las especies, ademas contribuyen a la supervivencia y capacidad de
causar enfermedad (8. Este factor podria o no contribuir a las caracteristicas
innatas del E. faecalis de causar enfermedad, porque es menos dependiente de
los factores de virulencia, esto se basa mas en la capacidad para sobrevivir y

persistir como unos patégenos en los conductos radiculares de los dientes (),

El E. faecalis supera los retos de supervivencia dentro del sistema de conductos
radiculares de diferentes maneras, por ejemplo, a través de la exposicion
generalizada de Phorphiromonas genéticas. ® Estas poseen proteasa sérica,
gelatinasa y proteina de union de colageno (ACE), el cual ayuda a enlazarse a la
dentina. ®® Una pequefia cantidad invade y vive dentro de los tabulos dentinarios.
Tiene la capacidad de soportar periodos prolongados de inanicion hasta que se
disponga de un adecuado suplemento nutricional. Y El suero, el cual se origina
del hueso alveolar y del ligamento periodontal también ayuda al E. faecalis a
unirse al colageno tipo 1. 1® En los tabulos dentinarios se ha demostrado que

resiste a la medicacion intraconducto de hidroxido de calcio por mas de 10 dias.
9




(21.22) También contribuye a la formacién de biopelicula ayudando a resistir la
destruccion por las bacterias para convertirse mil veces mas resistentes a la

fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos.

10



CAP ITUL O3.- PRUEBAS DE IDENTIFICACION

E. faecalis puede ser identificado ademas por la prueba de arabinosa, telurita y
piruvato. ElI E. faecalis es arabinosa negativo excepto por algunas variantes
atipicas, es el unico miembro del grupo para utilizar piruvato y para tolerar telurita.
(23 Resientes técnicas moleculares se han desarrollado para una identificacién

exacta y rapida de las especies de Enterococcus.

La mayoria de estos métodos son basados en el Acido Nucleico involucrando el
analisis de PCR que es seguido por un andlisis electroforético de productos de
PCR, probando, secuenciando o ambos. @ Andlisis aplicados aleatoriamente de
DNA polimorficos (RAPD) y electroforesis de campo pulsado en gel (PFGE) son
técnicas que han sido utilizadas para identificar las variaciones en la secuencias
del DNA y han sido empleadas en la determinacion de varios subtipos de E.

faecalis. (25:29)

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es actualmente el método mas
predecible para la deteccion de E. faecalis. ?"?®) Este método demuestra ser mas
rapido, mas sensible, y mas exacto que el método de cultivo. Estas técnicas
microbiolégicas moleculares mejoran la sensibilidad de deteccién microbiana en
comparacion con el cultivo, y por tanto, permiten la identificacion de Enterococcus
con mayor precision. Los cebadores de PCR amplifican una secuencia de ADN
112 pb del genero de Enterococcus spp.11 Los genes codifica el factor de
elongacion Tu, que es un constituyente esencial del genoma bacteriano. En
estudios previos realizados, estos cebadores identificaron correctamente 159
Enterococcus clinicamente aislados. ?® Ha sido posible para los investigadores
detectar las bacterias que son dificiles y en algunos casos imposibles de ser
detectadas. Cuando se comparo la deteccion del E. faecalis por cultivo (24-70%),
E. Faecalis se encontré en porcentajes mas altos y consistentes (67-77%) cuando
el método de PCR fue usado. (V) El método basado en espectroscopia 6ptica ha

sido también estudiado como forma de detectar la actividad del E. faecalis. ¢ Y
11



es posible que este sistema de deteccion puede ser usado para un monitoreo
rapido de presencia o ausencia de E. faecalis en el conducto radicular. %6

3.1 Métodos de Erradicacién

Muchos estudios han sido dirigidos hacia los hallazgos y las maneras efectivas de
erradicar y prevenir el E. faecalis, desde la entrada del acceso hasta el espacio del
conducto radicular. El E. faecalis puede llegar a entrar dentro del sistema de
conductos radiculares durante el tratamiento, entre diferentes citas o aun después
de que el tratamiento ha sido completado.) Es por ello que resulta importante
considerar los regimenes para eliminar o prevenir infeccion del E. faecalis durante
cada fase del tratamiento. La preparacion biomecanica de la porcion apical,
ayudara a la eliminacion de microorganismos en los conductos y en el sistema de
conductos, al alcanzar areas que no son normalmente accesibles por limas
apicales pequenas. @9 Esto proporciona un potencial para remover bacterias en
los espacios intratubulares y abrir los tibulos dentinarios para permitir la entrada

del agente antimicrobiano para penetrar con mayor efectividad.

La preparacion biomecanica utilizando hipoclorito de sodio al 5.25% puede reducir
las concentraciones bacterianas, pero no puede eliminar el E. faecalis del sistema

de conductos radiculares. 31

El hipoclorito de sodio es una base (pH > 11). La efectividad antimicrobiana
basado en su alto pH (accion del ion hidroxylo) muy similar al mecanismo de
accion del hidroxido de calcio. Algunos estudios in vitro han demostrado que el
hipoclorito en altas concentraciones es mas efectivo contra E. faecalis y Candida
albicans. EIl hipoclorito de sodio en altas concentraciones a pesar de ser mas
toxico, se recomienda debido a las anatomias confinadas de los sistemas de

conductos brindando una mayor taza de éxito. D28

El empleo del EDTA tiene una pequefia actividad antimicrobiana pero es

importante su capacidad para remover la porcion inorganica del lodo dentinario
12



con la finalidad de permitir a otros irrigantes poder aumentar su grado de
penetracion hacia los tubulos dentinarios. 233 También la solucién de &acido
citrico AL 10% remueve el lodo dentinario teniendo un pequefio efecto contra el E.
faecalis. Sin embargo, un 0.1% de solucién de Benzoato sodico afiadido a 10% de
Ac. Citrico incrementara la capacidad de eliminar al E. faecalis. ©®43% MTAD, es
una mezcla de isbmero de tetraciclina, un acido y un detergente que ha
demostrado su capacidad en destruir el E. Faecalis en estudios pre eliminatorios al
ser utilizado como irrigante intraconducto. %37 Esta eficacia esta atribuida a su
actividad anticolagenasa, bajo pH y su capacidad de ser liberada gradualmente. El
efecto del MTAD es mejorado cuando alternativamente es empleado hipoclorito de

sodio al 1.3% como irrigante durante la instrumentacion. 8

El empleo de la Clorhexidina, es un agente antimicrobiano de amplio espectro,
activo contra bacterias, debido a su naturaleza cationica, la clorhexidina
dependiendo de su concentracion puede actuar como bacteriostatico o como
bactericida, a altas concentraciones actia como detergente dafiando la membrana
celular, esto causando precipitacion del citoplasma y por lo tanto un efecto
bactericida. La clorhexidina tiene la capacidad de adherirse a las proteinas como
al albumina, la accion reversible de la clorhexidina y la liberacion de esta permite
el efecto de sustentabilidad la cual esta depende de la concentracion de la

clorhexidina previniendo la colonizacion de bacterias.

En una concentracién al 2% en gel o liquida, es eficaz en la reduccién o la
completa eliminacion del E. faecalis del espacio de conducto radicular y sistema
de conductos. “¥%4) Un enjuague de 2 minutos a una concentracion al 2% se
puede usar para remover el E. faecalis de la capa superficial de los tubulos
dentinarios. Mientras que la empleada en gel a la misma concentracion es efectiva
en la eliminacion completa del E. faecalis de los tubulos dentinarios por mas de
dos semanas. @9 Cuando la clorhexidina y el hidroxido de calcio son llevados a
una temperatura de 46°C su efecto antimicrobiano aumenta mas que a

temperatura ambiente. Sin embargo, se ha demostrado que la clorhexidina no es
13



efectiva en la eliminacion Enterococcus faecalis viables cuando esta se agrupa

en biofilm y en los tlbulos dentinarios del sistema de conductos radiculares. “9

El empleo del hidroxido de calcio como medicacién intraconducto es ineficaz en
contra del E. faecalis. Reportes mencionan que el yoduro potasico podria ser mas
eficaz como agente intraconducto que el hidréxido de calcio. ¢

14



CAPI T UL O4.- MACROALGAS MARINAS

Las algas marinas son plantas fotosintéticas no vasculares que contienen clorofila

a y poseen estructuras reproductoras simples.

Con el 72% de la tierra cubierta por los océanos, no es sorprendente que las
plantas marinas desempefien una importante funcién en las cadenas alimenticias

del mundo.

El conocimiento que se tiene de las plantas marinas, tanto de formas
macroscopicas como microscopicas es limitado, y solo hasta hace poco se han
comenzado a utilizar los vastos recursos presentes en la comunidades marinas.
Durante mucho tiempo los ambientes marinos han sido han sido considerados
como de importancia secundaria y se han utilizado como lugares de descarga para

los desechos terrestres.

4.1 Uso de las Algas Marinas

El hombre utiliza las algas macroscopicas (multicelulares) en diferentes formas,
estas plantas son fuente directa de alimentos, medicamentos, forraje y fertilizantes
y también como fuentes de sales y ficocoloides (Bonotto, 1976) y para la
produccion de papel. Con la actual crisis energética, las algas se empiezan a
considerar como fuentes de metano combustible. Las mas empleadas por el ser
humano son las algas pardas y rojas, ya que son las mas abundantes y debido a
sus estudios previos que han demostrado tener propiedades tanto antimicrobianas

como de uso industrial.*?
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4.2 Algas Marinas en la Medicina

Los chinos y los japoneses han utilizado las algas marinas para tratar la gota y
otros problemas graduales desde el afio 300 a. C. Los romanos usaron algas
marinas para curar heridas, quemaduras y salpullido. Los ingleses utilizaron
Phorphyta para prevenir el escorbuto en los viajes largos, y Chondrus para tratar

varios malestares internos.

En la actualidad pocas algas marinas se usan en la medicina, aunque algunas
formas de ficocoloides se utilizan para tratar Ulceras (agar, carragenina). Los
ficocoloides también se usan para cubrir las pildoras y para producir capsulas de
liberacion retardada. El agar es de gran importancia para el cultivo de las
bacterias, como lo descubrié Robert Koch en 1881. ¥2

4.3 Actividad Bioactiva de las Algas Marinas.
Los organismos marinos son considerados como una importante fuente de
sustancias con potencial bioactivo. En este sentido numerosas revisiones sefalan
a las algas como uno de los principales productores de estos compuestos
(Bhakuni y Silva, 1974; Faulkner, 1989, Stein y Borden, 1984; Glombitzia y Koch,
1989; Hay, 1996; Gonzalez y Silva, 2001). #4344

Los principales componentes bioactivos producidos por las algas marinas estan
formados por una amplia gama de metabolitos secundarios cada una con una
funcidn especifica dentro de su medio, atribuyéndosele entre otras la defensa
guimica contra herbivoros marinos (Hay et al., 1987a; 1987b; Paul et al 1987;
Pereira et al, 1994). Estos metabolitos también estan asociados a la disminucién
de epifitos, inhibiendo a los organismos competidores y patdégenos microbianos
(Hay, 1996; Vlachos et al 1997). ¢#546)

El potencial antibacteriano de las algas se debe a su capacidad para sintetizar,
entre otros, a los dieterpernos en las algas verdes, terpenos halogenados en las

algas rojas y metabolitos mixtos de origen terpeno-aromatico en las algas pardas
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(Bhakuni y Silva, 1974; Fenical, 1975; Vlachos et al, 1997; Caravalho y Roque,
2000). (47:48)

Estudios realizados en diferentes partes del mundo confirman que los exudados
de algunas especies de Clorophyta, Phaeophyta y Rodophyta presentan actividad
antimicrobiana (Caccamese et al., 1980; Rao y Parekh, 1981; Vlachos et al
1996;1997) [Claudio Magallanes, césar Cordova y rita Orozco).“*3

Los metabolitos secundarios o primarios de esos organismos podrian estar
compuestos de interés para la industria farmacolégica. Su atencién especial ha
sido reportada por su actividad antiviral, anti-bacterial y actividad anti-fingica

relacionado con las algas marinas en contra de varios patégenos. ¢“1.49.50)
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[ll.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pulpa dental, que tiene por funcién primordial la formacion de dentina, mantiene
una intima relacion histopatolégica y fisiopatoldgica en las enfermedades pulpares

como periradiculares:

Dichas enfermedades implican un alto riesgo que puede llegar a la pérdida del
organo dentario. En estas podemos observar una serie de variables y, de esta
forma, el tratamiento indicado puede representar desde una propuesta de
tratamiento conservador (el inflamacion reversible) hasta el tratamiento radical

como la extraccion dental.

Dentro de estas enfermedades, la pulpitis reversible causa una respuesta dolorosa
momentanea a los cambios térmicos, que cesa tan pronto como el estimulo
(generalmente el frio) cesa. Sin embargo, la pulpitis irreversible causa una
respuesta dolorosa que tarda en recuperarse después que el estimulo haya
cesado (generalmente frio). En nifios, se presenta la pulpitis hiperplasica, que es
el crecimiento del tejido pulpar, de color rojizo y en forma de coliflor, alrededor de
una exposicion cariosa. De las enfermedades referidas, se puede llegar a la

necrosis pulpar, que resulta de la ausencia del aporte sanguineo a la pulpa.

Dentro de las patologias periapicales, la Periodontitis Apical es un trastorno
inflamatorio de etiologia microbiana, causada principalmente por la infeccion de
los conductos radiculares en diferentes dimensiones, los agentes etioldgicos
fisicos, quimicos y bacterianos pueden determinar la formacion de un absceso
dento alveolar agudo o cronico, donde son determinantes los factores de etiologia
microbiana. Tal enfermedad tiene repercusiones como: dolor a la masticacion,
percusion y palpacion periapical, exudado purulento alrededor del apex, y hasta un
granuloma, el cual es una transformacion progresiva del tejido periapical y del
hueso alveolar en tejido de granulacion con el fin de promover una zona de

contencion bioldgica y reparar las estructuras lesionadas (48 49)
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Para dar respuesta a tales problemas de enfermedad, el procedimiento de
eleccion es la Endodoncia, la cual involucra el tratamiento vital y necrético de la

pulpa dental para mantener el 6rgano dentario.

Dentro del tratamiento endodoéntico, la irrigacion y medicacion intraconducto
juegan un papel fundamental, encaminado a eliminar los remanentes de bacterias
después de la instrumentacion biomecénica de los conductos radiculares. La
irrigacion de los conductos radiculares, nos permite mantener el conducto radicular
aséptico de microorganismos, y la instrumentacién e irrigacion con 5.25% de
hipoclorito de sodio y la medicacion intraconducto con hidroxido de calcio pueden
reducir las concentraciones bacterianas, pero no eliminar al Enterococcus faecalis

del sistema de conductos radiculares. 4051

El Enterococcus faecalis, ha sido asociado de diferentes maneras en las
enfermedades radiculares: en el 40% de las infecciones endodonticas primarias el
Enterococcus faecalis es uno de los microorganismo mas frecuentes (z2). Ademas
de ser capaz de suprimir la accion de los linfocitos, contribuye en cierta forma al
fracaso del tratamiento endodontico, sumado a la posibilidad de formar el biofilm
gue ayuda a aumentar la resistencia para no ser destruido, llegando a ser la
bacteria 1000 veces mas resistente a la fagocitosis, anticuerpos vy

antimicrobianos 49

Ante la problematica que este microorganismo representa en el tratamiento
endoddntico, se hace necesario la busqueda de alternativas para su favorecer su
eliminacién, motivo por el cual el presente estudio, pretende responder la siguiente
pregunta de investigacion: ¢Los extractos de las macroalgas Clorophyta,
Rhodophyta, Heterokontophyta tienen algin efecto antimicrobiano sobre el

Enterococcus faecalis in vitro?
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IV.- JUSTIFICACION

Es necesario realizar estudios que nos permitan la busqueda de nuevos
compuestos de interés biomédico, a partir de fuentes naturales como son las
macroalgas, a las que se les ha descrito actividades biolégicas importantes como
la antimicrobiana, y que pueden representar una alternativa terapéutica especifica

contra ciertos tipos de microorganismos y de menor costo.

De esta manera, con el presente estudio se pretende conocer esa nueva
alternativa, especificamente con los extractos de dichas macroalgas marinas, para
gue puedan ser utilizadas ya sea como medicacion intraconducto o durante la

irrigacion.

Lo anterior, tendr& como objetivo proponer una alternativa para erradicar
microorganismos, con especial atencion al Enterococcus faecalis reportado en la
literatura como uno de los microorganismos de mayor presencia en lesiones

persistentes que conducen al fracaso endodontico.

Ademas, esta linea de investigacion se genera porque no existen reportes en la
literatura sobre su uso como antimicrobianos en la practica en el area de
endodoncia, ni como alternativa en la terapia endodoéntica en lo que respecta a su

uso como medicacion intraconducto y/o irrigante endodontico.
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V.- OBJETIVOS

Objetivo General
Conocer si los extractos de las macroalgas Clorophyta, Rhodophyta,

Heterokontophyta tienen algun efecto antimicrobiano ante el Enterococcus faecalis

in vitro

Objetivos Especificos
Obtencion del Extracto de las Algas

- Recoleccion de las algas a estudiar

- Limpiar y secar las algas en estudio

- Moler y almacenar las algas (ya molidas y secas)

- Mezclar el polvo de las algas con etanol al 80%, y calentar la mezcla

- Filtrar la mezcla previamente calentada

- Agregar 5 ml de etanol al 80% a la mezcla filtrada

b) Conocer el Efecto Antimicrobiano del Extracto de las Algas

- Adicionar 10 ml de TSA en una caja Petri hasta que solidifique

- Adicionar 5 ml de TSA inoculado con 0.1 ml de TSB con Enterococcus
faecalis

- Hacer pocillos de 6 mm en el agar utilizando un sacabocado

- Adicionar 50 pul del extracto de las algas en los pocillos inoculados

- Poner un pocillo testigo con etanol al 80%

- Dejar reposar 30 minutos para su difusion

- Incubar a 37°C por 24 horas
21



- Hacer las pruebas por cuatriplicado

- Medir los halos para conocer el efecto antimicrobiano con un vernier

22



VI.- HIPOTESIS

Hi: Los extractos de las macroalgas Clorophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta si

tienen algun efecto antimicrobiano ante el Enterococcus faecalis in vitro

Ho: Los extractos de las macroalgas Clorophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta

no tienen algun efecto antimicrobiano ante el Enterococcus faecalis in vitro
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VIl.- METODOS Y MATERIALES

1. Obtencién de las Muestras

Para la elaboracion del presente estudio, se recolectaron 3 tipos de macro algas
marinas del golfo y pacifico de México entre el periodo de enero agosto del 2013.
La colecta de estas algas fue realizada con el apoyo del estudiante de maestria en
ecologia del politécnico Julio Adulfo Acosta Calderén de la reserva de la biosfera

en Sian Ka“an, quien me proporcioné las muestras para su estudio.

2. Recoleccion y Procesamiento del Material Bioldgico
Se recolectaron las plantas completas manualmente, las macroalgas marinas

representativas de la Rodhophyta, Heterocontophyta, Clorophyta.

El material algal recién extraido se transporto fresco al laboratorio, donde cada
muestra se sometio a una limpieza manual para eliminar arena, epifitos y fauna
acompafante; se lavod con agua corriente y enjuago con agua destilada. Luego las
algas se secaron durante 24 horas bajo luz artificial a 24 horas a temperatura

ambiente hasta que las algas estuvieran completamente secas.

3. Cepa Bacteriana
En el presente estudio se trabajo con 1 cepa bacteriana de interés clinico en
endodoncia Enterococcus faecalis ATCC: 7080 comercializado por: DIBICO S.A.
de C.V.
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llustracion 1 Fig. 1Cepa
bacteriana Enterococcus faecalis.



4. Extraccién Etandlica de Sustancias Bioactivas de Macroalgas Marinas

Las algas secas fueron pre molidas manualmente. Posteriormente se molieron en
un mortero hasta obtener un polvo fino. Cada muestra se almaceno a -25°C hasta

el momento de su empleo.

El proceso inicial de la extraccién se realizé siguiendo el proceso de Vlachos et al.
(1996). Se mezclaron 10.9gr y 20ml de etanol al 80%, luego se calent6 a 80°C en
una manta eléctrica durante 4horas, se filtro en papel Whatman #1 y el volumen
del extracto recuperado se enras6 a 5ml adicionando etanol al 80%.

Para evaluar la efectividad de los protocolos se realizd un ensayo experimental a
fin de estandarizar las medidas y el método de extraccion etandlica de las algas.
Finalmente los sensidiscos fueron sumergidos dentro del extracto algal obtenido

para la impregnacion de la sustancia activa del alga por 24hrs. Posteriormente

fueron retirados y secados a temperatura ambiente por otras 24 hrs.

llustracion Fig.3 Temperatura 80°C



llustracion 3Fig.5 Filtracion del extracto obtenido, con papel Whatman # 3

llustracion Fig.6 Extracto algales y controles (alcohol al
86% ) sensidiscos embebidos por 24hrs.
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llustracion Fig8. Sensidiscos con extracto de alga, listo para su uso.

5. Preparacion del Medio de Cultivo y Determinacién de la Actividad
Antimicrobiana de los Extractos Algales.

La actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos se evalu6 empleando la
técnica de difusion de agar. La siembra de las cepas se realiz6 mediante el
método de doble capa. Se adicion6 10ml de TSA (agar tripticasa de soya) en cajas
petri, luego de solidificado el medio se agregé una segunda capa de agar que
consistia de 5ml de agar TSA licuado (5ml), previamente inoculado con la cepa
patron (0.1ml de caldo de TSB de 24hrs) encubado en una estufa a temperatura
37°C. Posteriormente con un sacabocado estéril se hicieron 4 pocillos de 6mm de
didmetro aproximadamente sobre el agar. En cada pocillo se adicionaron 50ml del
extracto algal. Ademas, se utilizé un pocillo con etanol al 80% como control en
cada ensayo. Las placas se dejaron por 30min a temperatura ambiente para
permitir la difusion del extracto. Finalmente, las cajas Petri se incubaron a 37°C

por 24horas.

27



Las pruebas se realizaron por cuatriplicado para cada especie de alga. Ademas
también se realiz6 con el hipoclorito de sodio al 2.5% y con Clorehexdina al 2% al

igual con un pocillo control de etanol al 80%.

La presencia de un halo de inhibicion fue definida alrededor del pocillo con

extracto lo cual indicé actividad antibacteriana positiva.

La lectura de las placas se realiz6 después de las 24hrs. Se midieron 4 halos de
cada didmetro empleando un vernier. Los valores obtenidos se promediaron
hallandose el didmetro promedio que fue utilizado como indice de actividad
antibacteriana, utilizando la siguiente formula, A=1r D2 /4 para obtener el area total.

llustracion Fig 10. Temperatura estufa 37°c
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VIIl.- RESULTADOS

llustracion Fig. 12. Halos de inhibicion pocillos llustracién Fig. 13 Halos de inhibicion sensidiscos

llustracion Fig. 14 Heterokontophyta llustracion Fig. 15. Halos de inhibicién
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llustracion Fig. 16 sensidiscos Heterocontophyta llustracion Fig. 17 Pocillos Heterocontophyta

llustracion Fig. 18 Halo sensidiscos Hipoclorito llustracion 4Fig. 19 Halo pocillos hipoclorito
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llustracion Fig. 20. Halos de Inhibicién llustracién Fig. 21. Halos Clorhexidina
Clorhexidina Pocillos Sensidiscos
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IX.- TABLAS Y FIGURAS

TABLA 1.- Descriptiva de las variables de estudio

VARIABLES VALOR VALOR MEDIA DESVIACION
MINIMO MAXIMO ESTANDAR

Clorophita 45.56 47.56 46.56 1

pocillo

Heterocontophita | 22.16 67.47 44.3131 21.45918

pocillo

Hipoclorito 26.18 79.54 52.36 25.35361

pocillo

Clorhexidina 75.66 227.98 151.32 73.25919

pocillo

Clorophita 0 0 0 0

discos

Heterocontophita | 21.2 64.62 42.4111 20.54193

discos

Hipoclorito 94.5 284.52 188.9667 91.53549

discos

Clorhexidina 84.82 255.46 169.64 82.12813

discos
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Tabla 2.- Diferencias de medias (Pruebat) entre los grupos: a) Sensidiscos,
b)pocillos

VARIABLES MEDIAS DIFERENCIAS |VALOR DE P

DE MEDIAS (SIGNIFICANCIA)
Clorophyta pocillos 46.56 46.56 .000***
Clorophyta discos 0

Heterokontophyta pocillos | 44.3131

Heterokontophyta discos 1.902 0.33
42.4111
Hipoclorito pocillos 52.36
-136.60667 .000***
Hipoclorito discos 188.9667
Clorhexidina pocillos 151.32
Clorhexidina discos 169.64 -18.32 .000***

P<0.000***

Al comparar el efecto del extracto del alga marina Clorophyta contra el E. faecalis
en pocillos Vs Sensidiscos se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p=0.000) entre ambas pruebas.

Al comparar el efecto del extracto del alga marina Heterocontophyta contra el E.
faecalis en pocillos Vs Sensidiscos no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Al comparar el efecto del hipoclorito contra el E. faecalis en pocillos Vs
Sensidiscos se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.000)
entre ambas pruebas. Al comparar el efecto de la clorhexidina contra el E. faecalis
en pocillos Vs sensidiscos se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0.000) entre ambas pruebas.
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X.- DISCUSION

La actividad antimicrobiana de las algas puede ser influenciada por algunos
factores como son el habitad y la temporada de la colecta del alga, los diferentes
estadios de desarrollo de la planta, los métodos experimentales etc.

Los trabajos dirigidos para evaluar el potencial antibacteriano de extractos algales,
mencionan que el proceso de extraccion en caliente con etanol ofrece mayores
ventajas en la obtencion de sustancias bioactivas (Rao y Parekh 1981, Gonzélez
et al.2001). Asi también, la adicion del extracto en pocillos realizados en el agar es
un método, que a diferencia del uso de discos de papel, concentra una mayor
cantidad de extracto, facilitando la evaluacion de su potencial antibacteriano
(Vlachos et al.,1997).¢43)

Trabajos anteriores han demostrado que el efecto antimicrobiano de las algas ha
sido positivo como las G. doryphora, A. durvillaei, P. decipiens, Phaeophyta y

B.plumosa, son productoras de sustancias bioactivas con efecto antibacteriano ¢

La mayoria de las investigaciones realizadas con extractos crudos de algas
marinas mencionan una gran actividad contra bacterias gram positivas, entre las
cuales se menciona S. aureus que es considerada como una de las especies mas
susceptibles a los exudados y extractos algales “V- Al momento de la realizacion
del estudio, no se encontraron reportes en la literatura para contrastarlos con la

informacion obtenida en el presidente estudio.

Anteriormente (Magallanes et al., 2003) evalué la actividad antibacteriana de
extractos etanodlicos de 12 especies de macroalgas marinas contra 12 cepas
bacterianas entre las que se destacO el E. faecalis con interés clinico y
endodéntico en nuestro caso, presentando efecto antibacteriano. En el presente
trabajo se realiz6 la obtencion de las sustancias bioactivas de las macroalgas
marinas con un medio solvente como fue el etanol al 80%, y se utilizd la cepa

bacteriana E. faecalis ATCC 7080 esta Ultima con interés clinico principalmente en
34



el &rea endodoncia, para evaluar especificamente a esta bacteria obteniendo

resultados favorables en su erradicacion.
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Xl.- CONCLUSIONES

El extracto de las algas Heterokontophyta, Clorophyta y Rodofhyta, fueron
evaluados y estudiadas su efecto antimicrobiano contra el E. faecalis. El Extracto
etandlica mostré una buena actividad antibacteriana contra la especie bacteriana
estudiada. El crecimiento del E. faecalis fue inhibida principalmente por la alga de
especie Heterokontophyta, en ambas pruebas tanto en la prueba de pocillos y
sensidiscos, mientras que las otras dos especies de algas marinas mostraron
menor efecto en ambas pruebas respectivamente. La prueba de pocillos mostré
mayor efecto que la de sensidiscos. Aun con los resultados encontrados, el efecto
de la Clorhexidina e hipoclorito aun parecio ser mayor, ya que el efecto del alga es
proporcional a la concentracion de polvo de alga disuelta con el solvente; es decir;

a mayor porcentaje de polvo de alga mayor efecto antimicrobiano.
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Xll.- SUGERENCIAS

Se recomienda realizar mas estudios al respecto con las algas estudiadas asi
como con otras cepas, analizar sus diferentes tipos de concentraciones y ademas
realizar el mismo estudio pero en biofilm y enfocar su estudio en el area
odontolbgica, especialmente el area de la endodoncia para determinar cuales
serian sus principales usos y probables campos de accion.

Continuar con esta linea de investigacion hasta poder lograr llevarla a prueba
clinicamente en el &mbito endodontico ya sea como medicacion intraconducto o

como medio de irrigacion del sistema de conductos radiculares.
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RESUMEN

Introduccion: El Enterococcus faecalis constituye parte de la microflora inicial
dentro de los conductos radiculares con fracaso endodéntico,MSin embargo, no
existen reportes de combatir dicho microorganismo con extracto de algas.
Objetivo: Conocer si los extractos de las macroalgas Clorophyta, Rhodophyta,
Heterokontophyta tienen algun efecto antimicrobiano ante el Enterococcus faecalis
in vitro.

Materiales y métodos: En el presente estudio experimental se elaboraron los
extractos etandlicos de 3 algas: Clorophyta, Rodophyta y Heterocontophyta, para
conocer su efecto contra el Enterococcus faecalis ATCC: 7080 con el método de
Vlachos,® con dos protocolos de estudio 1) pocillos, y 2) sensidiscos).
Resultados: Solo dos de las tres algas estudiadas tuvieron efecto antibacteriano:
Clorophyta y Heterocontophyta, y el protocolo de estudio donde se obtuvo el mejor
efecto antimicrobiano fue el de pocillos.

Conclusiones: El mayor efecto se obtuvo con la Clorophyta, y con el protocolo de
pocillos.

Palabras clave: E. faecalis, Clorophyta, Heterocontophyta, Antimicrobiano

ABSTRACT

Introduction: The Enterococcus faecalis is part of the initial microflora within the root
canal with endodontic failure,”> However, However, there are no reports to control this
microorganism with seaweed extract.

Objective: To determine if the extracts of Clorophyta, Rhodophyta and heterokonts
macroalgae, have some antimicrobial effect in vitro against Enterococcus faecalis.
Materials and methods: In this experimental study, were prepared 3 ethanol algae
extracts: Clorophyta, Rodophyta and Heterocontophyta, in order to know their effect
against Enterococcus faecalis ATCC 7080 by the method of Vlachos,® with two protocols:
1) wells, and 2) sensidiscs).

Results: Only two of the three algae studied had antibacterial effect: Clorophyta and
Heterocontophyta, and the best study protocol was obtained from wells.
Conclusions: The greatest effect was obtained with the Clorophyta, and the best protocol
was from wells.

Keywords: E. faecalis, Clorophyta, Heterocontophyta, Antimicrobial
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INTRODUCCION

Con el 72% de la tierra cubierta por los océanos, no es sorprendente que las
plantas marinas desempefien una importante funcién en las cadenas alimenticias
del mundo. La humanidad ha empezado a considerar recientemente a los océanos
como una posible fuente de energia y materia organica. ¢4 Por lo que
afortunadamente el campo es amplio para la realizacion de estudios de
investigacion como el presente, cuyo propdésito es el conocer si los extractos de
las macroalgas Clorophyta, Rhodophyta, y Heterokontophyta tienen algun efecto

antimicrobiano ante el Enterococcus faecalis in vitro.

Considerando que el Enterococcus faecalis constituye parte de la micro flora inicial
dentro de los conductos radiculares con fracaso endodontico, una vez establecido
intraradicularmente, el microorganismo es capaz de sobrevivir y demostrar
resistencia hacia los efectos antibacterianos del hidréxido de calcio.® Por lo que
se ha reportado en estudios que esta especie, es considerada la que mayormente
esta presente en dientes con fracaso endoddntico, ©® ademas de suprimir la

accion de los linfocitos.

Lo anterior adquiere relevancia ante el escaso conocimiento que se tiene de las
plantas marinas en el area de la odontologia y en particular en el area de
Endodoncia. Ya que solo hasta tiempos recientes se han comenzado a utilizar los

vastos recursos presentes en las comunidades marinas.

Los principales compuestos bioactivos producidos por las algas estan formados
por una amplia gama de metabolitos secundarios, cada una con una funcién
especifica dentro de su medio, atribuyéndole entre otras funciones, la defensa
guimica contra herbivoros marinos. ® Sin embargo, no se ha reportado el efecto
gue estos compuestos bioactivos de las algas tienen sobre el Enterococcus

faecalis, lo cual es el motivo del presente trabajo.



MATERIALES Y METODOS

Las muestras de las algas estudiadas (Clorophyta, Rhodophyta,
Heterokontophyta) fueron proporcionadas por el laboratorio de ficologia del
Instituto Politécnico Nacional, y obtenidas de la reserva de la biosfera de Sian”an
ka Quintana Roo entre el periodo de enero — agosto del 2013.

Las algas fueron recolectadas de forma manual, y posteriormente transportadas
frescas al laboratorio del Instituto Politécnico Nacional donde fueron lavadas con
agua corriente y despojadas de arena, epifitos y restos de fauna acompanante, se
lavaron con agua corriente y se enjuagaron con agua destilada. Posteriormente las
algas fueron secadas a temperatura ambiente durante 24 horas.

Las algas una vez secas fueron premolidas manualmente. Posteriormente fueron
molidas hasta obtener un polvo fino con un mortero, y cada muestra fue
almacenada a una temperatura de -25°C hasta el momento de su utilizacion.

El proceso inicial de la extraccion etandlica se realizo utilizando el proceso de
Vlachos et al. Se pesaron en balanza granataria 10.9 gr. de polvo de cada tipo de
alga, cada una de las muestras por separado fueron mezcladas con 20 ml de
etanol al 80%, el cual fue calentado a una temperatura de 80°C en una manta
eléctrica durante 4 horas mediante el proceso del sistema de reflujo.(Fig. 1)
Posteriormente, el contenido se filtr6 en papel Whatman del # 1 y el extracto
recuperado fue almacenado en tubos de ensaye hasta el momento de su uso.(Fig.
2)

Fig. 2. De izquierda a derecha se observa:
a)Extracto de alga Rodophyta,

Fig. 1. Sistema de reflujo: manta eléctrica a

temperatura de 80°C para la obtencion del
b)Heterocontophyta, c)Clorophyta,

d)alcohol al 80%.

extracto de las algas en estudio.



Para evaluar la efectividad de los protocolos de extraccion etandlica, esta se
realizé de dos formas: 1) una de doble capa con pocillos y 2) De una sola capa
con sensidiscos.

Con el fin de estandarizar las medidas se realiz6 un ensayo para el método de
extraccion etandlica de las algas. Posteriormente los sensidiscos fueron
sumergidos dentro del extracto algal obtenido en cada uno de las muestras para la
impregnacion de la sustancia activa del alga por 24 horas. Estos fueron retirados y
secados a temperatura ambiente por 24 horas.

La preparacién del medio de cultivo para la cepa bacteriana se realiz6 mediante el
método de doble capa, el cual consistié en adicionar 10ml de TSA (agar tripticasa
de soya) en Cajas Petri, después de gelificado el medio se agregd una segunda
capa de agar que consistia en 5ml de agar TSA licuado con (5ml) previamente
inoculado con la cepa patron Enterococcus faecalis ATCC: 7080 comercializado
por: DIBICO S.A de C.V. (0.1ml de caldo de TSB de 24 horas), incubado en una
estufa eléctrica a 37°C por 24 horas(Figura 3) para la reproduccion de la
bacteria.(Fig. 4)

Peotecte TR & TITITR
No TO AR

€. Taecahs

Fig 3. Estufa eléctrica: inoculacién de caldo de Fig. 4. Enterococcus faecalis en medio

TSB inoculado con la bacteria E. faecalis a 37°C. de crecimiento TSA.
Una vez agregado y gelificado el medio con un sacabocados estéril, se hicieron 5
pocillos de 6mm de diametro aproximadamente sobre el agar, de los 5 pocillos 4
fueron inoculados con el extracto algal con una pipeta (50ml en cada pocillo y un
pocillo control el cual fue inoculado con etanol al 80%). Las cajas Petri se dejaron
por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir la difusion del extracto y
posteriormente se incubaron a 37°C por 24 horas. Cada prueba fue realizada por
cuatriplicado por cada extracto de alga.(Fig. 5)

También fue evaluada la actividad antimicrobiana del extracto del alga con el
método de sensidiscos, (Fig 6.) el cual consistio en preparar el medio de cultivo
con 10ml de (TSA) del mismo modo antes mencionado. Una vez gelificado, se
procedid a la siembra de la cepa de interés mediante la técnica de estrias con un



hisopo. La cual una vez sembrada, se colocaron los sensidiscos de cada extracto
de alga y uno de etanol al 80% como control en cada caja Petri previamente
embebidos por 24 horas del extracto del alga e incubado en una estufa eléctrica a
37°C por 24 horas. Cada uno de los extractos se realizdé por cautriplicado.

Fig 6. Método de sensidisco en una

Fig 5. Pocillos con extracto de alga, el
siembra de TSA con un control de etanol

control con etanol al 80% al centro en

método de doble capa. al 80% al centro.

La presencia de un halo de inhibicion fue definida alrededor del pocillo o del
sensidisco, lo cual indic6 actividad antimicrobiana positiva.

La lectura de las placas se realizd después de las 24 horas. Se midieron halos de
diferentes diametros empelando un Vernier.(Figs. 7 y 8) La medida de los halos
obtenidos se promedié utilizando la siguiente formula: A=rD? / 4 para obtener el

promedio total del halo.

Fig. 8. Medicién de halo de inhibicion con vernier en el

método de sensidisco.

Fig. 7. Medicién de los halos de inhibicion con
vernier, en el método de doble capa.

Los datos del presente estudio fueron analizados realizando la estadistica
descriptiva correspondiente; asi como se aplicé una t de Student (diferencia de
medias). Lo anterior con apoyo del software SPSS en su Versién No. 20.



RESULTADOS

TABLA 1.- Descriptivas de los promedios de los halos de inhibicion de las
algas en estudio, tanto para protocolo de pocillos como para el protocolo de

sensidiscos

VARIABLES VALOR VALOR MEDIA DESVIACION

MINIMO MAXIMO ESTANDAR

Clorophita 45.56 47.56 46.56 1
pocillo
Heterocontophita | 22.16 67.47 44.3131 21.45918
pocillo
Clorophita 0 0 0 0
sensidiscos
Heterocontophita | 21.2 64.62 42.4111 20.54193
sensidiscos

Tabla 2.- Diferencia de medias entre los grupos (Pruebat): a) protocolo de
pocillos, b) protocolo de sensidiscos

VARIABLES MEDIAS DIFERENCIAS VALOR DE P
DE MEDIAS (SIGNIFICANCIA)
Clorophyta pocillos 46.56 46.56 .000***
Clorophyta discos 0
Heterokontophyta pocillos | 44.3131 0.33
Heterokontophyta discos 42.4111 1.902




P<0.000***

El halo de efecto de las algas contra en Enterococcus faecalis de mayor promedio
se obtuvo con el alga Clorophita con el método de pocillos.(Tabla 1)

Al comparar el efecto del extracto del alga marina Clorophyta contra el E. faecalis,
en pocillos Vs Sensidiscos se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0.000) entre ambos métodos, teniendo mejores resultados del
efecto del alga con el método de pocillos. (Tabla 2)

Al comparar el efecto del extracto del alga marina Heterocontophyta contra el E.
faecalis, en pocillos Vs Sensidiscos no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas.(Tabla 2)

DISCUSION

Para evaluar el potencial antibacteriano de extractos algales, se refiere que el
proceso de extraccion en caliente con etanol ofrece mayores ventajas en la
obtencion de sustancias bioactivas (Rao y Parekh 1981, Gonzalez et al.2001).

Motivo por el cual se aplicé la misma técnica.®

Los resultados obtenidos respecto al protocolo de difusion del extracto en pocillos
realizados en el agar es un método, que a diferencia del uso de discos de papel,
concentra una mayor cantidad de extracto, facilitando la evaluacion de su
potencial antibacteriano (Vlachos et al.,1997).® Informacién que coincide con los

resultados obtenidos en el presente estudio.

Trabajos anteriores han demostrado que el efecto antimicrobiano de las algas ha
sido positivo como las G. doryphora, A. durvillaei, P. decipiens, Phaeophyta y
B.plumosa, son productoras de sustancias bioactivas con efecto antibacteriano
(19-Lo cual se comprobd en el presente estudio para otro tipo de algas como la

Clorophyta, y Heterokontophyta, no siendo asi para el caso de la Rhodophyta.



Anteriormente (Magallanes et al., 2003) evalud la actividad antibacteriana de
extractos etandlicos de 12 especies de macroalgas marinas contra 12 cepas
bacterianas entre las que se destacO el E. faecalis, presentando efecto
antibacteriano. Efecto que coincide con los resultados del presente estudio, solo
que para dos diferentes tipos de algas: Clorophyta, y Heterokontophyta. ?

No existen al momento otros reportes acerca del efecto antimicrobiano de las
algas Clorophyta, y Heterokontophyta para compararlos con los resultados
obtenidos en el presente estudio.

CONCLUSIONES

El efecto antimicrobiano del extracto de las algas Heterokontophyta, Clorophyta y
Rhodophyta, fue evaluado y estudiado contra el E. faecalis. Mostrandose un efecto
s6lo en el caso de las dos primeras algas: Heterokontophyta, y Clorophyta, y

siendo este efecto mayor para el caso de la Clorophyta.

Utilizando el protocolo de pocillos se mostré mayor efecto que con el protocolo de

sensidiscos.

Ademas, no podemos dejar de considerar que la actividad antimicrobiana de las
algas puede ser influenciada por algunos factores como son: el habitad y la
temporada de la colecta del alga, los diferentes estadios de desarrollo de la planta,

los métodos experimentales la cepa estudiada, etc. (1%
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Toluca, Edo México, agosto
2014

M. EN C.S. SARA GABRIELA MARIA EUGENIA DEL REAL SANCHEZ
Coordinadora de Posgrado

CIEAO UAEMex

PRESENTE.

Por medio de la presente el que suscribe OSCAR MANUEL CALDERON RICOY
alumno de la 82 generacion de la especialidad de Endodoncia, le informo que he
concluido mi proyecto terminal titulado “EFECTO ANTIMICROBIANO DE TRES
TIPOS DE ALGAS MARINAS CONTRA EL ENTEROCOCCUS FAECALIS”, el
cual ha sido revisado y aprobado por mi director y asesores, por lo cual le solicito
de la manera mas atenta me permita continuar con los tramites correspondientes

para la obténcién del Diploma de Especialista en Endodoncia.

Sin mas por el momento quedo a sus érdenes

Atentamente:

C.D. Oscar Manuel Caideron Ricoy




Unwversidad Autonoma
del Estado de Meéxico

UAEM

Toluca, Méx., Septiembre 03 de 2014

C.D. OSCAR MANUEL CALDERON RICOY
ALUMNO EGRESADO DE LA ESPECIALIDAD EN ENDODONCIA

La que suscribe, M. EN C.S. Sara Gabriela Maria Eugenia del Real Sanchez, Coordinadora de Posgrado
de la Facultad de Odontologia por medio de |la presente, manifiesto que el alumno egresado de la
Especialidad en Endodoncia; C.D. Oscar Manuel Calderon Ricoy, ha concluido su proyecto terminal
titulado "Efecto antimicrobiano de tres fipos de algas marinas contra el E. faecalis”, por lo que puede
continuar con los tramites correspondientes para su impresion y los administrativos de expedicion de
diploma de la Especialidad correspondiente.

Sin mas por el momento, me despido.

ATENTAMENTE
PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
“2014, 70 Aniversario de la Autonomia ICLA-UAEM" -,
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Toluca, Edo Mexico, agosto
2014

M. EN C.S. SARA GABRIELA MARIA EUGENIA DEL REAL SANCHEZ
Coordinadora de Posgrado

CIEAQ UAEMex

PRESENTE.

Los que suscriben catedraticos adscritos de la Universidad Autonoma del Estado
de Mexico, y del Posgrado de Endodoncia, de la facultad de Odontologia
UAEMex, hacemos constar que el estudiante de la 82 generacion C.D OSCAR
MANUEL CALDERON RICOY ha concluido satisfactoriamente su proyecto
terminal de investigacién basica titulado “EFECTO ANTIMICROBIANO DE TRES
TIPOS DE ALGAS MARINAS CONTRA EL ENTEROCOCCUS FAECALIS” para

poder obtener su Diploma de Especialista en Endodoncia.

Sin otro particular por el momento, se extiende la presente constancia para los
fines que mas convengan al interesado.

Eﬁ Atentamente

&

E.E. BRISSA |TZEL UIMENEZ VALDES

Director del proyecto terminal Asesd{ e pidyecto terminal



