Actividad antimicrobiana in vitro de Naringina frente a patdgenos

de la cavidad oral. Revision sistematica

Freddy Alexander Ochoa

Olger Camilo Portillo

VIGILADA MINEDUCACION

Trabajo de Grado para optar el titulo de Odontologo

Universidad Antonio Narifo
Facultad de ciencias de la salud
Programa de Odontologia

Bucaramanga

2021




VIGILADA MINEDUCACION

Actividad antimicrobiana in vitro de Naringina frente a patdgenos

de la cavidad oral. Revisidn sistematica

Freddy Alexander Ochoa

Olger Camilo Portillo

Asesor Cientifico y Metodoldgico
Dra. Juana Patricia Sanchez Villamil, PhD, MSc
Asesor Externo

Dr. Julian Paul Martinez Galan, PhD, Docente UdeA

Area de investigacion: Ciencias odontol6gicas y microbiologia oral

Linea de investigacion: Ciencias basicas aplicadas a la clinica

Universidad Antonio Narifio
Facultad de ciencias de la salud
Programa de Odontologia
Bucaramanga

2021




VIGILADA MINEDUCACION

uuuuuuuuu

Nota de Aceptacion

Firma del Evaluador

Firma del director




VIGILADA MINEDUCACION

Dedicatoria

“A mis padres quieres siempre me
acompariaron en el proceso formativo, siendo

mi estandarte y fortaleza”




VIGILADA MINEDUCACION

Agradecimientos

A nuestros padres, a Dios, y a la
institucion y sus docentes quienes de una u otra
manera aportaron al desarrollo del presente

estudio.




VIGILADA MINEDUCACION

L uAan
Tabla Contenido ~

JLIE: o] - O] 1 o o (o T PR 6
G0 0T N N e N 0 P L L O WA ANAY' | TR N R ST U N S S N N 10
INLrOQUCGION .\ .M Ne N N DD NN ek e bk e d el e /e Z2 RRRAIN AN AN N N N N R e N N 14
1 Planteamiento del Problema ...........cccvvv e 16
2 JUSEIFICACION ... 18
2.1 Pregunta de INVESHIgACION ..........ccviiiiiii e 19
3 OBJBEIVOS. ...ttt 20
1.1 ODJELIVO GENETAL ...t 20
3.1 ODjJEtiVOS ESPECITICOS. ... uvveiteiesiee ettt 20
4 AT oo I (<o (oo SRS PS PR 21
4.1 Patologia Infecciosa en Cavidad Oral............ccooiiiiiiiiiiiei e, 21
411 Q5| -0/ A N A TR R A\ \ W O S Y S A A e iy 21
4.1.2 Enfermedad Periodontal ............ccccooiiiiiiiiiiiiiei e 22
4.1.3 Agentes Etioldgicos de LA Enfermedad Periodontal ................ccccovveeene 23
4.1.4 INTECCIONES PUIPAIES. ...t 23
4.15 Mecanismos de resistencia a antibiotiCoS...........ccoevvveiiieiiiiinin e 30
4.1.6 ATLOSIS OFal.....eiiiieiie e 35
4.2 BIOTIAVONOIUES ...t 36
4.2.1 La Naringina y sus derivados eNZimMatiCoS ........cc.cevvveeiireeriueeesiineesineeanns 37
4.3 Métodos de estudio de la sensibilidad antimicrobiana ......... Error! Bookmark not
defined.

4.3.1 Dilucion en caldo .........ccevvvveviiiieiiininns Error! Bookmark not defined.
4.3.2 Dilucionenagar..........ccocceeevveeiieeciiee e, Error! Bookmark not defined.
4.3.3 DifUuSION €N QISCO ..eouvvieiiiiiie et 44
4.4 Estado del arte de actividad antimicrobiana de Naringina.............ccccceevvvveeinnnnn. 40
5 AV EC] (oo 0] (o] o - W PSPPSR PPRR 44

5.1 Disefio de la INVESTIGACION............ccviiiiiie et 45




VIGILADA MINEDUCACION

5.2 Bases de informacion
5.3 Estrategia de blsqueda de literatura ............ccveeiieiieeiie e 45
54 Criterios de SEIECCION ... .eoivi ettt 46
55 Extraccion de datos Y @nAliSiS.........ccoveruiiiiiiieiieiie e 46
5.6 ANALISIS ESTATISTICO ...vvveivieeiie et 47
5.7 CONSIAEIACIONES BLICAS ... eevveeeeieieiee ittt et see et e e e e e e e et e et e anaeenrae s 47
6 TSI ] o [0 USROS 48
6.1 Resultados del proceso de busqueda y seleccion de articulos...........cccoccvveiinnn. 48
1.1 Lo =T a L1 = 4T o RS OPR 50
1.2 EHGIDIHAAU ...t 50
1.3 0] 1 [0 o PR PSSP 50
1.4 SRIECLION ... /et clslenrdenendendeat e dnr b vt e s desden e des s saadensadensaniannantonsantonsendenins 50
6.2 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Staphylococcus aureus ............ 51
6.3 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Streptococcus mutans............. 54
6.4 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Aggregatibacter
ACtINOMYCEIEMCOMITANS ....eeeivteeeiieee et et e et e e s e s e e st e st e e st e e e snae e e saneennneeesnneeennnes 55
6.5 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Enterococcus faecalis ............ 55
6.6 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Porphyromonas gingivalis ..... 56
6.7 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Candida albicans................... 57
7 ISCUSIAN. ... Aeeerefoerenefenens fornneefennneninnefoenendenne e RGN e O N S e 60
8 CONCIUSIONES ... .eiiieisieeiireceiesee s ieresetsreesars e rbe s s bs s te s b saenedadn s kb sa e s nsnesabeeas 63
Bibliografia .........ccccoeeviieiii e, Error! Bookmark not defined.
¢ TOURR\ 1 11111/7.7// 0 N VY DO SOV SOPeY Aoty Sunvny ooy Arowmns sovsuey Aevss SUpii AN ARE AT RSO 64
ATTICUIO Lo Error! Bookmark not defined.



file:///D:/Usuario/Documents/FREDY%20Y%20CAMILO/FredyCamilo_12Oct%20A.docx%23_Toc84998674
file:///D:/Usuario/Documents/FREDY%20Y%20CAMILO/FredyCamilo_12Oct%20A.docx%23_Toc84998675
file:///D:/Usuario/Documents/FREDY%20Y%20CAMILO/FredyCamilo_12Oct%20A.docx%23_Toc84998676
file:///D:/Usuario/Documents/FREDY%20Y%20CAMILO/FredyCamilo_12Oct%20A.docx%23_Toc84998677

VIGILADA MINEDUCACION

Lista de Figuras

Figura 1. Arbol de la vida eUCAriota .............cc.cceveveieiveieiieic e, 26
Figura 2 Mecanismos de resistencia antimicrobiana del E. faecalis ..................... 29
Figura 3. Estructura quimica de los flavonoides............ccoceevvevieeviic e, 37
Figura 4. Diagrama de flujo PRISMA ..........oooiiie e 50




VIGILADA MINEDUCACION

UMIVERSIDAD

Lista de Tablas

Tabla 1. Estrategia de DUSQUEdE ...........ociiiiiiiiic e 48
Tabla 2. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Staphylococcus aureus ..... 52
Tabla 3. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Streptococcus mutans. ...... 54
Tabla 4. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Aggregatibacter
ACTINOMYCELEMCOMILANS ... .eeieieeeiiieeiie e et e et e e st e e s e e st e e et e e et e e e sntaeesraeeesnseeeanneeennees 55
Tabla 5. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Enterococcus faecalis ..... 56
Tabla 6. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Porphyromonas gingivalis 57
Tabla 7. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Candida albicans.............. 58
Tabla 8. Tabla resumen de concentraciones minimas inhibitorias de naringina frente a

principales 0d0ONtOPALOTEN0S .. ....vveeiieeeiiie e et e et e e e et e e e e et e e e s e e e s be e e anteeeareaeas 59




VIGILADA MINEDUCACION

ANTONIO NARIND

Resumen ~

Introduccién. Los microorganismos patdgenos y microbiota oportunista de la
cavidad oral causan infecciones localizadas y/o pueden diseminarse a otras zonas del
organismo. Bioflavonoides de frutos citricos como la naringina, poseen varias propiedades
importantes entre ellas la antimicrobiana. ;Qué evidencia existe sobre su actividad frente a

los principales agentes infecciosos involucrados en la patologia oral?

Objetivo. Evaluar y sintetizar resultados de actividad antimicrobiana de naringina

frente a principales microorganismos involucrados en infecciones odontogénicas.

Metodos. Se realiz6 una revision sistematica de estudios in vitro evaluando el
efecto antimicrobiano de naringina, publicados hasta agosto de 2021. Se busco en Pubmed,
ScienceDirect, Scopus y Scielo. La estrategia de busqueda no tuvo restricciones de lenguaje
y los términos MeSH utilizados fueron: naringina, "Staphylococcus aureus”,
"Streptococcus mutans”, "Enterococcus faecalis™ y "Porphyromonas gingivalis"
"Aggregatibacter actinomycetemcomitans” y “Prevotella intermedia/nigrescens”. Dos
autores independientemente revisaron criterios de eligibilidad para inclusion y cualquier
desacuerdo fue resuelto por consenso. Los efectos evaluados fueron el método

microbiolégico utilizado, la concentracion minima inhibitoria y halo de zona de inhibicion.

Resultados: Se incluyeron 12 estudios. Los estudios in vitro demuestran que
naringina posee actividad bacteriostatica contra los principales odontopatdgenos. No se

hallaron estudios frente al género Prevotella. La concentracion minima inhibitoria contra
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Staphylococcus aureus fue de 16 pg / mL; contra Streptococcus mutans 0,25 g / mL; contra~
Enterococcus faecalis 8 g /mL; contra Porphyromonas gingivalis 0,1 g / mL; contra
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 0.25 g / mL y contra Candida albicans 0.00098

Mg / mL

Conclusiones. La naringina presenta efecto bacteriostatico frente a los principales
agentes infecciosos en patologia oral y efecto bactericida a altas concentraciones frente a
Porphyromonas gingivalis. Naringina muestra un alto potencial como principio activo para

el desarrollo de irrigantes u otros productos en odontologia.

Palabras clave: naringina, microbiologia, agentes antibacterianos, Concentracion
minima inhibitoria, "Staphylococcus aureus”, "Streptococcus mutans”, "Enterococcus
faecalis”, "Porphyromonas gingivalis" "Aggregatibacter actinomycetemcomitans”,

“Prevotella spp ™
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Abstract

Introduction. Pathogenic and opportunistic microorganisms in the oral cavity
microbiota cause localized and spreading infections in the body. Citrus fruit bioflavonoids
such as naringin have several important properties, including antimicrobial properties.
What is the research evidence for antimicrobial activity of naringin against main pathogenic

bacteria in oral cavity?

Objective. To evaluate and synthesize results of antimicrobial activity of naringin

against the main microorganisms involved in odontogenic infections.

Methods. It was carried out a systematic review of in vitro studies evaluating the
antimicrobial effect of naringin published until August 2021. Search without language
restrictions was performed in electronic databases:Pubmed, ScienceDirect, Scopus and
Scielo. Exclusion criteria were studies in which naringin was not specified as a component.
MeSH terms used were: naringin”," Staphylococcus aureus "," Streptococcus mutans *,"

Enterococcus faecalis "and" Porphyromonas gingivalis "' Aggregatibacter
actinomycetemcomitans "and"Prevotella intermedia/nigrescens ". Both authors

independently reviewed eligibility criteria for inclusion and any disagreements resolved by
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consensus the outcomes considered were microbiological method. minimal inhibitory ~

concentration and zone of inhibition.

Results: Twelve studies were included. In vitro studies show that naringin has
bacteriostatic activity against the main odontopathogenic bacteria. No studies were found
against Prevotella spp. The minimum inhibitory concentration against Staphylococcus
aureus was 16 pg / mL; for Streptococcus mutans 0.25 g / mL; for Enterococcus faecalis 8
mg / mL; for Porphyromonas gingivalis 0.1 g / mL; for Aggregatibacter

actinomycetemcomitans 0.25 g / mL and Candida albicans 0.00098 pg / mL

Conclusions. Naringin has a bacteriostatic effect against the main infectious agents
in oral pathology and a bactericidal effect at high concentrations against Porphyromonas
gingivalis. Naringin shows high potential as an active principle for the development of

irrigants or other products in dentistry.

Key words: naringin, microbiology, anti-bacterial agents, minimum inhibitory
concentration, "Staphylococcus aureus”, "Streptococcus mutans”, "Enterococcus faecalis”,

"Porphyromonas gingivalis" "Aggregatibacter actinomycetemcomitans", “Prevotella spp”
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Introduccién

La cavidad oral es la segunda zona corporal después del intestino, donde existe gran
abundancia y diversidad de bacterias que forman el microbiota (Deo, 2019) . Las bacterias
Gram-positivas como los Streptococcus, quien es el genero colonizador mas importante,
forman el 63% de la placa aislada posterior a cuatro horas de formacion (Thenisch N. L.,
2006). También se encuentran otras bacterias patdgenas que a causa de la disbiosis y/o
alteraciones de la respuesta inmunoldgica del huésped se hayan asociadas a patologia
infecciosa como: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Porphymonas gingivalis
(Schmidt et al, 2014), Candida albicans, entre otros. El uso inadecuado de antibidticos

contra estos microorganismos genera posibles resistencias bacterianas (Cruz E. M., 2015).

Desde ya hace varias décadas se ha evaluado las propiedades antimicrobianas de los
bioflavonoides, como agentes inhibidores de enzimas microbianas (Botta et al., 2005). La
Naringina, como principal flavonoide de las frutas citricas, identificado en 1857 por De Vry
(Pang et al., 2010) es una de las principales flavanonas que, al igual que otros
bioflavonoides también presenta un amplio rango de actividades farmacoldgicas como
actividad antioxidante, anti inflamatorio, anti cancerigeno y poder regenerador (Chen et al,

2016). Teniendo en cuenta estas propiedades podria perfilarse como un excelente
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compuesto de gran valor en odontologia, para el manejo de la patologia infecciosa en ~
cavidad oral.

El presente documento pretende revisar y sintetizar la evidencia acerca de la
actividad de naringina frente a los principales patégenos de la cavidad oral. Por tanto,
encontrara los fundamentos basicos de la naringina, los patégenos orales y la metodologia,
resultados y conclusiones extraidas de esta revision, como un primer paso a la utilizacion
de naringina como alternativa en tratamientos endodénticos, periodontales o para la

prevencion y control de cualquier infeccion en el sistema estomatognatico.
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1 Planteamiento del Problema ~

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades infecciosas
bucodentales afectan a casi 3500 millones de personas (OMS, 2020). Segun el estudio de la
carga mundial de morbilidad 2017-The Global Burden of Disease Study 2017-, las
enfermedades de la cavidad oral es una de las tres principales causas de carga de
enfermedad para todas las edades y ambos sexos (GBD, 2018). En Colombia los principales
eventos en salud oral que afectan a gran parte de la poblacion son la caries y la
periodontitis. La caries oscila entre 31,53 % y 55,45% Yy la enfermedad periodontal con una

prevalencia de aproximadamente el 94% (Castilla, Mora, Rueda, & Villabona, 2018).

En cavidad oral, los microorganismos oportunistas y los patégenos representan un
problema cuando recolonizan y sobreviven en espacios particulares, permitiendo que se
produzca una infeccion localizada e incluso migre a cualquier otro lugar del cuerpo.
Microorganismos como el Enterococcus faecalis, forma biopeliculas en conductos
radiculares ocasionando necrosis y periodontitis apicales primarias y persistentes (Siqueira,
2010). Se encuentra involucrado con el fracaso de tratamientos endodonticos ya que puede
sobrevivir y multiplicarse en microambientes toxicos como el Hidroxido de Calcio, asi
como a la instrumentacion quimico-mecéanica de los conductos radiculares, colonizando y/o
reinfectando los tubulos dentinarios en conductos obturados (Carrero, Gonzéliez, Martinez,

Serna, & Diez, 2015)
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Los compuestos metabolicos antioxidantes de origen vegetal como los ~
bioflavonoides, han sido reconocidos por sus multiples funciones entre ellas
antiinflamatorias (Pérez-Cano, 2016) y antimicrobianas (Gérniak, 2019). Naringina
incrementa la permeabilidad y disipa el potencial de la membrana bacteriana (fuerza motriz
de protones), disminuyendo la resistencia bacteriana; ademas inhiben la motilidad
bacteriana, factor importante en la virulencia (Dey et al, 2020). En odontologia se estudia o
se aprovecha poco el conocimiento de la accion antimicrobiana de compuestos naturales;
asi la valoracion de naringina como alternativa para el control de microorganismos

patogenos orales es una posibilidad hasta ahora inexplorada.

Por tanto, con el presente trabajo se pretende indagar el posible efecto inhibidor y/o
bactericida que posea la Naringina sobre principales patégenos en cavidad oral que nos
permita vislumbrar este compuesto natural como alternativa para prevencion, control,

irrigante 0 manejo terapéutico y sobre todo en microorganismos con resistencia antibiotica.
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2 Justificacion ~

Naringina es un compuessto bioflavonoide antioxidante natural presente en pomelo,
toronja, naranja, tomate y otros citricos; siendo de facil obtencion dado que la materia
prima es de bajo costo (Peterson, 2006; Hernandez, 2020). Estudios como el de Kamran y
Dangles, 2014, demostraron que naringina presenta respuesta antiinflamatoria al inhibir
enzimas responsables de la activacion celular, sefializacion y transduccion y de igual
manera afectan algunas células involucradas en la respuesta inmune incluyendo linfocitos T
y B (Kamran y Dangles 2014). Asi mismo, ha demostrado un efecto antimicrobiano

(Cushnie y Lamb 2005; Mandalari et al. 2007).

Teniendo en cuenta sus multiples utilidades, con el presente proyecto se esta
abriendo puertas a nuevas areas de investigacion en la Facultad de odontologia de la sede
Bucaramanga, al revisar la actividad de nuevos agentes naturales que puedan ejercer
prevencion y control sobre los patdgenos presentes en la cavidad oral de muchos pacientes

y que representan un reto para el manejo odontologico a diario.

Desde este punto de vista, se ofrecié un beneficio a los futuros investigadores que
quieran profundizar en el campo microbiol6gico y odontologico. También, en el campo de
los compuestos obtenidos y sintetizados de la naturaleza que podran ser empleados para el

manejo terapéutico en odontologia y mayores beneficios.



https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2011.05070.x#b8
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.2011.05070.x#b23
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2.1 Pregunta de Investigacion ~

¢La Naringina posee actividad antimicrobiana in vitro contra patdgenos orales?

La pregunta de revision fue desarrollada utilizando los siguientes componentes de la

estrategia PICO:

Poblacion = "Staphylococcus aureus™, "Streptococcus mutans”, "Enterococcus faecalis” y
"Porphyromonas gingivalis" "Aggregatibacter actinomycetemcomitans™ y “Prevotella

intermedia/nigrescens "
Intervencion = naringina (o sus derivados como la naringenina)
Comparacion= cualquier producto como hipoclorito, clorexidina, antibiotico.

Outcome (evento)= minimum inhibitory concentration (MIC), Minimum bactericidal

concentration (MBC, UFC/mL y ZOI (zone of inhibition).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar y sintetizar resultados de actividad antimicrobiana de naringina frente a

principales microorganismos involucrados en infecciones odontogénicas.

3.2 Objetivos Especificos

e Examinar la literatura existente sobre los valores de concentracion minima de
inhibicion frente a los patdgenos orales (Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, E.

faecalis, Prevotella spp y Candida albicans)

e Describir la actividad antimicrobiana de la Naringina frente a los patdgenos orales
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, E. faecalis, Prevotella spp. y

Candida albicans.
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4 Marco teorico ~

4.1 Patologia Infecciosa en Cavidad Oral

Las enfermedades infecciosas son aquellas que estan causadas por microrganismos

patdégenos como las bacterias, los virus, los parasitos o los hongos.

4.1.1 Caries

Enfermedad multifactorial condicionada tanto en su localizacion y extension, como
en su progresion por elementos, como son las caracteristicas del huésped (diente), la

presencia de bacterias (microflora) y el sustrato (carbohidratos refinados) (Fejerskov, sf.).

Entre los factores etioldgicos se considera al huésped, que determina la
predisposicion de riesgo, otros factores también iguales de importantes, estan la morfologia
dental, la composicion y el flujo de la saliva, los procesos eruptivos, y la naturaleza fisico-
quimica de la superficie dentaria, los microorganismos, entre los mas asociados como
el Streptococcus especialmente las especies mutans, sanguis y salivarius, y sobrinus. Este
aspecto microbiologico determina que la caries dental es una enfermedad transmisible

(Thenisch, 2006).
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4.1.2 Enfermedad Periodontal ~

Contemplada como una enfermedad infecciosa-inflamatoria, que puede llevar a la
pérdida de los tejidos de sostén del diente, por tanto, el tratamiento se orienta al control de
la infeccién y reduccién de inflamacion; producto de la exposicion de las células del
epitelio de unién del surco, a los factores de virulencia (lipopolisacarido-LPS, acido

lipoteicoico) las que producen defensinas y citoquinas proinflamatorias (BA., 2002).

Dichas defensinas (péptidos antimicrobianos), las que generan un dafio a la
superficie bacteriana. Después de estimulada la respuesta inmune innata, desencadena la
respuesta inmune adaptativa y aparecen en el tejido conectivo linfocitos T CD4 y linfocitos
B, ayudando a resolver el proceso inflamatorio. La estimulacion de linfocitos toma entre 5
y 7 dias en alcanzar su mayor activacion. Por lo tanto, una buena respuesta innata es
fundamental para mantener la salud periodontal. Los linfocitos T CD4 producen citoquinas
(IFN, IL-2) que promueven una mejor actividad de macrofagos y co-estimulan a los
linfocitos B a producir anticuerpos tipo 1gG e IgA neutralizantes. El resultado es una
respuesta inmune que controla los microorganismos que se estan acumulando en el surco
periodontal, de forma silenciosa y sin expresar signos clinicos inflamatorios evidentes a

simple vista (Pava, 2016).
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4.1.3 Agentes Etioldgicos de LA Enfermedad Periodontal ~

Se pueden describir alrededor de 50 especies bacterianas causantes de la
enfermedad periodontal., de las cuales con mayor frecuencia estan las bacterias anaerobias
estrictas, y se les considera los principales agentes etiolégicos, sin embargo, en los tltimos
afios se han aislado especies de bacterias no comunes de la familia Enterobcateriaceae,
Pseudomonaceae, Acinetobacter, Staphylococcu y Streptocccus beta hemolitico de bolsas

periodontales (Guilarte, 2005).

4.1.4 Infecciones Pulpares.

Las lesiones pulpares son producto de la pulpa ante la presencia de un irritante, a la
que se adapta primero y en la medida de la necesidad se opone, organizandose para resolver
favorablemente la leve lesidn o disfuncidn ocurrida por la agresion. Si ésta es grave (como
herida pulpar o caries muy profunda) la reaccion pulpar es mas violenta; al no poder
adaptarse a la nueva situacion, intenta al menos una resistencia larga y pasiva hacia la
cronicidad; si no lo consigue, se produce una rapida necrosis y aunque logre el estado
cronico perece totalmente al cabo de cierto tiempo. Asi, la caries dental es el mayor factor
etiologico, sin embargo, los traumas dentarios aumentan de manera considerable, y es
posible que en el futuro se conviertan en el factor etiol6gico nimero uno de la pérdida de

tejido pulpar (Corredor & Torres, 2009)
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La funcionalidad o propdsito de los desinfectantes de conductos radiculares radica~
en la eliminacion de las bacterias durante el tratamiento endodéntico como factor
fundamental para lograr el éxito, ya que se ha establecido que muchas alteraciones
periapicales son debidas a la presencia de microorganismos dentro del sistema de conductos

radiculares y més asociadas a la presencia de E. faecalis (Balandrano, 2007).

4.1.4.1 Enterococcus faecalis.

El Enterococcus faecalis (E. faecalis) es una bacteria Gram-positiva facultativa
anaerobia, comensal del tracto gastrointestinal humano y de otras especies animales
(Lebreton, Willems, & Gilmore, 2014). El Enterococcus faecalis es una de las principales
bacterias persistentes en el canal radicular, y por tanto frecuentemente asociado al fracaso
del tratamiento endodontico (Alghamdi, 2020). Esta bacteria es oportunista y patégeno de
gran importancia nosocomial, responsable de causar multiples infecciones o incluso la

muerte (Diaz, Rodriguez, & Zhurbenko, 2010)

Aunque E. faecalis no hace parte del microbioma oral, se ha hallado presente en una
baja frecuencia en la mucosa oral y especialmente en pacientes portadores de protesis
(Carrero C, et al., 2015). También se ha encontrado en conductos intrarradiculares
dentales, donde se ha probado su causalidad en la necrosis pulpar (Pardi, et al., 2009). En
lesiones periapicales, es dificil de eliminar por técnicas de instrumentacion y/o preparacion

del conducto, debido a remanentes de tejido necrético, que le permiten ubicarse en lugares
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anatémicos estratégicos que no pueden ser instrumentados y le permiten seguir su ~

colonizacién (Sanchez, Lopez, Salas, & al., 2015).

El género Enterococo, descrito por primera vez en 1899, por Thiercelin, como coco
saprofito que pululaba en el tracto gastrointestinal, y fueron MacCallum y Hastings quienes
como “un organismo similar”, hicieron la primera descripcion de la patogenicidad de lo que
hoy dia se identifica como Enterococcus faecalis como oportunista comensal producto de
una endocarditis aguda, como caso letal (Lebreton, Willems, & Gilmore, 2014; Van Tyne,
2014). Se han identificado cerca de 50 especies; entre ellas, E. faecalis y E. faecium son las
mas frecuentemente aisladas del tracto gastrointestinal humano (Manson, Rauch, &
Gilmore, 2008), aunque en un porcentaje no superior al 0.1% (Schloissnig et al., 2013). El
siguiente grafico muestra los periodos geologicos y animales con los cuales el género

bacteriano Enterococcus se ha encontrado asociado:
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Figura 1. Arbol de la vida eucariota

Fuente. Van Tyne, D., & Gilmore, M. S., 2014.

El E. faecalis es bacteria Gram-positiva, entre 0,5y 0,8 micrometros de forma

ovoide, que se presenta en pares 0 en cadenas, anaerobio facultativo, inmévil y no

esporulado ni encapsulados, no contienen enzimas citocromicas, su acido lactico es

producto final de la fermentacion de la glucosa sin producir gas (Ruzickova, 2020:212;

Pardi et al; 2009).

Como oportunista, puede causar multiples infecciones pues se hallan entre los

patdgenos hospitalarios resistentes a muchos farmacos, que si no son controladas pueden

desencadenar en septicemias y por ende pueden llevar a la muerte al individuo si no se trata

puntualmente (Van & Martin, 2013).
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Esta bacteria ha sido por afios, un problema de salud puesto que su facil ~
diseminacion por contacto primordialmente en pacientes hospitalizados y trabajadores
sanitarios, también ha creado una resistencia consistente a multiples antibidticos, hacen que
esta bacteria Gram positiva comensal, represente un alto riesgo para la salud en
comunidades Y sitios de atencion clinica donde se presenten multiples comunidades o

personas para atencion en servicios de salud (Farifiasa, 2007:500)

Presenta una facil adherencia a células blanco gracias a la accion de sus adhesinas,
las cuales son muy fuertes y por ende, resulta facil para la bacteria, transportarse a otras
regiones anatémicas por la circulacion sanguinea, su estructura, también es participe ya que
facilita a la bacteria inmunidad frente a células de la linea blanca humana debido a su capa
de polisacaridos, lo que la hace resistente a los procesos fagociticos llevados a cabo por

dichas células (Peniche & Garza, 1991).

Factores de virulencia / patogenicidad. El potencial patogénico de E. faecalis y de
los enterococcus en general, es debido a su capacidad de sobrevivir en ambientes hostiles,
ya sean fisicos y quimicos incluyendo detergentes y antisépticos mas comunes, también,
fluctuaciones de pH, con humedad y sin recursos para alimentarse. Otra de las
caracteristicas notables del E. faecalis la constituye su capacidad resistir ademas a la accion

de colorantes como Azul de Metileno al 0,1%. (Pardi G,2009:2).

Entre los factores de patogenicidad, se cuenta con la transmisibilidad, toxicidad e
invasividad, mediada por los genes cromosdmicos y plasmidos, que incrementan la

virulencia, de tres maneras, primero como resistencia a antibioticos (clindamicina,
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cefalosporinas y aminoglucdsidos) los convierte de inofensivos a microorganismos ~
problémicos clinicamente, segundo por la capacidad de expandir plasmidos lo que lleva a la
codificacion de otras resistencias como a la vancomicina y un genoma flexible que lo lleva

a adaptarse a diferentes ambientes (Boncompain et al., 2017)

Por tanto, su patogenicidad da inicio con la adhesion al tejido del huésped, para
Ilegar a expresar genes con mayor potencial redox, seguido de la carencia de nutrientes,

fagos y otros mecanismos de defensa del huésped (Ruzickova, 2020: Ibid.).

Es gracias a la presencia de citolisina o enterocina AS-48 también que se da la
colonizacion del huésped, las cuales pueden llegar a ser bactericidas para otras células
bacterianas. Las sustancias de agregacion (AS), las cuales facilitan la transferencia de
plasmidos (pCF10, lleva genes de resistencia a antibidticos, ubicados en el transposén
TN925), son consideradas otro factor de virulencia; mediado gracias a la presencia de
antigenos de superficie de la célula donante, facilitando la formacion de grupos a partir de
la transmisién de un plasmido al receptor en transmision de sefial quimica (Feromona de
nombre péptido hidrofébico, que indice la respuesta en la célula donante favoreciendo la

agregacion) de la célula receptora a la donante.
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Figura 2 Mecanismos de resistencia antimicrobiana del E. faecalis

Fuente. Razickova, 2020:214

De igual manera se hallan las hemolisinas, bacteriocinas, proteasas y aglutininas.

Ademas, los carbohidratos de la pared celular o los sitios de unién de la fibronectina, que

favorecen la adherencia a los tejidos del huésped, pueden incrementar la patogenicidad

(Gulhan, 2015).
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Entre otros factores de virulencia estan la proteina de superficie enteroctcica y la ~
hialuronidasa, las cuales son transportadas y codificadas por diferentes plasmidos los cuales

se han encontrado en diferentes afecciones sistémicas (Gulhan, 2015).

4.1.5 Mecanismos de resistencia a antibiéticos

Entre los mecanismos hallados, se encuentran los intrinsecos y los extrinsecos
(dosis mas altas como a la vancomicina, macrolidos, tetraciclinas, linezolid y
cloranfenicol), de donde los mas importantes a los que hacen resistencia son los B-
lactamicos, (Penicilinas), cefalosporinas, aminoglucdésidos, lincosamidas y

estreptograminas (Garcia, Castillo, & Salazar, 2014).

La resistencia a los B-lactamicos se da por la baja afinidad a las proteinas de union a
la penicilina (PBP), lo que lleva a un aumento en la concentracion minima inhibitoria
(MIC), a pesar que la sintesis de la pared celular llega a interrumpirse gracias a las dosis
elevadas de penicilina, es gracias a que la dismutasa que produce el E. faecalis, elimina las
especies reactivas de oxigeno, aspecto este que lleva a evitar la lisis celular; considerado
por lo tanto un mecanismo intrinseco, pero también existe un mecanismo adquirido en dos
sentidos, uno a partir de los genes BLA (codifican la produccion de B-lactamasas y
conducen a la alteracion del anillo B-lactamico en la estructura del antibiético, lo que lleva

a perder propiedades antimicrobianas) y el segundo gracias a la formacion de mutaciones
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en los genes pbp5, como efecto secundario del uso del antibiético, lo que lleva a una baja ~

afinidad de la region pbp5 (Ignacio, 2015).

Los mecanismos a los aminoglucosidos se dan primero gracias a la impermeabilidad
de la pared celular del E. faecalis a los aminoglucésidos (intrinseco); entre los adquiridos se
presenta gracias a la transferencia de plasmidos (aportan los genes que codifican la
produccién de enzimas que pueden inactivar el antibidtico, al imposibilitar la union a la
subunidad ribosémica 30S). Entre los genes se cuenta con el aac (6°) - le-aph (2°°) - la. Que
codifica la enzima bifuncional, que se encarga de la fosforilacion del segundo grupo
hidroxido en la estructura quimica del antibidtico logrando de esta manera inactivar su
funcion: es asi que es gracias a este gen gque se presenta un gran aumento de la MIC, la
resistencia adquirida a la gentamicina y otros aminoglucésidos, exceptuando la
estreptomicina, cuya resistencia se origina por la presencia de las enzimas Ant (6”) - a0
Ant (3”) - la. las cuales son adeniltransferasas y llevan a la inactivacion del antibidtico.
También su resistencia se origina a partir de las mutaciones en el ribosoma, lo que
imposibilita la unidn de la estreptomicina y por ende la sintesis de proteinas no podra

inhibirse (Rawat & Nair, 2010).

Los mecanismos de resistencia a las lincosamidas y estreptograminas (inhiben la
sintesis de proteinas al unirse a la subunidad del ribosoma 50S), se presenta en 4 maneras
de las cuales una es intrinseca y tres son adquiridas. La primera se da a través de las

bombas de iones, las cuales se presentan intrinsecamente gracias al gen Isa (responsable de
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la resistencia a la clindamicina (lincosamida), quinupristina (estreptogramina de clase B) y~

dalfopristina (estreptogramina de clase A) (Ruzickova, Vitézova, & Kushkevych, 2020).

En el instante en que se presentan la combinacion de mecanismos tanto el intrinseco
con el adquirido de la bomba de iones, lleva a la cepa a ser resistente a las estreptograminas
de clase tanto A como B, llevando a la resistencia de combinaciones como la quinupristina-

dalfopristina (usada contra enterococos resistentes a la vancomicina).

Los mecanismos de resistencia a los glucopéptidos como la vancomicina (se une a
la terminacion D-ala-D-ala del precursor del pentapéptido en un peptidoglicano lo que lleva
a inhibir la sintesis de la pared celular), se puede dar cuando hacen transformacion del
pentapéptido cambiando la terminacion D-ala, por la D-lac, precursor que tiene menor
afinidad con los glucopéptidos, lo que dificulta la unién del antibiotico con el
peptidoglicano. Dicha transformacion se da gracias al transposén Tn1546, el cual esta
encargado de llevar el operdn VanA (compuesto por un sistema de vanR y vanS, que
regula la expresion genica de las enzimas VanA , VanH, VanX, VanY y VanZ), asi es que
cuando el sistema percibe la presencia del glucopéptido, hace uso de la autofosforilacion
para activar VVanS para que prosiga con la union de las D-ala-D-lac al precursor de
pentapéptido, lo que deja al precursor pentapeptido sin utilizar, lo que lleva a una baja
afinidad por los glucopéptidos y al tiempo elimina los precursores inalterados (Ignacio,

2015).

Los mecanismos al Linezolid (inhibe la sintesis de proteinas al unirse al complejo

de iniciacién del rRNA 23S) se da cuando las células susceptibles se recombinan con las
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alternas lo que lleva al desarrollo de nuevas cepas con mayor cantidad de copias mutadas: o~
también se puede presentar por el gen cfr. (ubicado en el plasmido pEF-01) que codifica la
metiltransferasa, que alterna la adenosina en el sitio de unién del linezolid en el rRNA 23S

y previene la union del antibiético (Rawat & Nair, 2010).

Enfermedades infecciosas asociadas a Enterococcus faecalis. E. faecalis tiene
capacidad de sobrevivir y multiplicarse en microambientes que pudieran ser toXicos para
otras bacterias, como ocurre en presencia de hidroxido de calcio, un agente antimicrobiano
alcalino utilizado como medicamento intrarradicular. También se ha demostrado que puede
sobrevivir a la instrumentacion quimico mecanica de los conductos radiculares,
colonizando los tdbulos dentinarios a una profundidad de 300 micras y re infectando los
conductos aun despues de estar obturados. E. faecalis se ha identificado como causa
frecuente de contaminacion del sistema de conductos radiculares en dientes con fracaso en
el tratamiento endodontico. Los factores de virulencia se han asociado con las distintas
etapas de una infeccién endodontica, asi como con la inflamacion periapical. La frecuencia
de E. faecalis en infecciones endodonticas primarias es del 4%, mientras que en lesiones
periapicales persistentes se presenta con una frecuencia del 77%, siendo capaz de
sobrevivir como microorganismo Unico o como mayor componente de la biopelicula,

causando fracasos en el tratamiento endodontico. (Carrero C, 2014)

En multiples fracasos endoddnticos, debido a remanente bacteriano, causado por la
deficiente instrumentacién mecanica y quimica durante la endodoncia, causa la infeccién de

los conos de gutapercha, ya que, si se presenta al menos una pequefia poblacion de




VIGILADA MINEDUCACION

ANTONIO NARIND

bacterias aerobias 0 anaerobias, para estas es facil reproducirse y nuevamente colonizar ~

toda la raiz del diente previamente tratado (Gajan et al, 2009).

Diversos estudios han revelado que el microbiota de los dientes con fallas en el
tratamiento endoddntico, difieren del microbiota encontrado normalmente en los conductos
de dientes no tratados. El microbiota que se encuentra en los dientes con fracaso en el
tratamiento endoddntico es predominantemente anaerobia facultativa y Gram positiva,
siendo E. faecalis la especie que se aisla con mayor frecuencia (Pardi G, 2009). Se ha
comprobado su presencia como agente causal de procesos infecciosos orales como necrosis
pulpar, conductos expuestos a cavidad oral y periodontitis apicales persistentes (Martinez,

2014)

El enterococo reportado como la tercera causa de infecciones nosocomiales, en
consideracion a que el 16 % de las infecciones urinarias intrahospitalarias, 12 % de las
infecciones de heridas quirurgicas, 9 % de las bacteriemias nosocomiales y 15 % de los
aislamientos sanguineos de enterococos en EE.UU. son resistentes a vancomicina segun la
National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) y que para América Latina
(SENTRY) se posiciona en el octavo lugar como causa de bacteriemia y como cuarto,
causante de infeccion urinaria y heridas quirdrgicas, por tanto, son un género de patégenos
oportunistas de gran importancia médica hoy en dia, dada la resistencia adquirida a

antibioticos y especialmente las especies E. faecium y E. faecalis (Ortega, 2010).

El sin nimero de enfermedades infecciosas constituyen un problema de salud a

nivel mundial, asi es que se han convertido en un verdadero reto para quienes se enfrentan
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al tratamiento de una infeccion grave causada por estos agentes, ya sea por la resistencia ~
antimicrobiana intrinseca y/o extrinseca, lo que lleva a exigir el desarrollo de buenas
practicas clinicas, un uso adecuado de antibioticos y el reforzamiento de la vigilancia

integrada de la infeccion por dicho microorganismo (Ortega, 2010).

Estan considerados entre los factores facilitadores de las mencionadas infecciones
nosocomiales de tejidos blancos que llevan a abscesos, infecciones urinarias (uso de
catéteres) y de tracto gastrointestinal y endocarditis, la hospitalizacion de larga duracion, el

contacto con pacientes y 6rganos infectados o el trasplante de medula ésea (Ruzickova,

2020).

4.1.6 Aftosis oral

Caracterizada por la aparicion recurrente de Ulceras, las cuales son dolorosas,
redondeadas, borde eritematoso, bien definidas, y de fondo pseudomembranoso amarillo-
grisaceo en la cavidad oral, en pacientes sanos, que afecta entre el 5 y 25% de la poblacion
general, con mas incidencia entre los 10 y 19 afios y poco en adultos (Porter et al, 1998).

Su patogenia mediada por la herencia, factores hormonales, stress, inmunologicos,
alergias alimentarias y farmacos; donde se hace frecuente su aparicion despues de la
administracion de antibidticos de amplio espectro, producto de la destruccion de la flora
bacteriana saprofita habitual y del aumento de la capacidad patogénica de la Candida

albicans, cuyo diagnostico es netamente clinico; pero ante casos de dudas se puede realizar
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un frotis de las lesiones con la tincién de KOH al 10% o al cultivo en medio de Saboureau.~

Candida albicans.

4.2 Bioflavonoides

Los flavonoides son productos obtenidos de la naturaleza y que pertenecen a una
clase de metabolitos secundarios de los vegetales con estructura polifendlica y que se
encuentran en diferentes frutas y verduras. Cuentan con diversos efectos bioquimicos y
antioxidantes en el cuerpo humano y que cumplen en papel importante contra diversas
enfermedades como Alzheimer y la arterioesclerosis. Estos flavonoides se emplean en las
industrias farmacéuticas, nutracéuticas, medicinales y cosméticas gracias a sus propiedades

antiinflamatorias, antioxidantes, antimutagénicas y anticancerigenas. (Of & Science, 2016)

La estructura quimica basica de los flavonoides se compone de dos anillos de
benceno Ay C conectados con un anillo de pirano B. Dependiendo de la sustitucion de los
anillos de benceno y sustitucion, oxidacion y saturacion del anillo de pirano se pueden
sintetizar maltiples derivados de flavonoides con propiedades fisicoquimicas Unicas con
diferentes actividades bioldgicas para el manejo de diferentes enfermedades. (Muhammad

et a, 2019), a continuacidn, se inserta grafico de los flavonoides y sus derivados.
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FIGURE 2 | The chemical structures of major classes of flavonoids.

Figura 3. Estructura quimica de los flavonoides

Fuente. Muhammad et al., 2019

4.3 La Naringinay sus derivados

Se deriva su nombre del sanscrito “naringi” (naranja), considerada un elemento
dietético, presente en muchos alimentos, pues se haya presente no tan solo en los citricos
sino también en Iso frijoles, uvas, cacao, cerezas, tomates y orégano, toronja (citrus
paradisi), Citrus sinensis, Citrus unshiu, Citrus nobilis, Citrus tachibana, Citrus junos,
Artemisia selengensis, Artemisia stolonifera, raices de Cudrania lo que la lleva a ser

identificada como un fitofarmaco (Caccamese & Chillemi, 2010).

Su férmula molecular es (C27H32014), al ser un glucésido de flavanona que existe
principalmente en los frutos de la uva y el, cuyo peso molecular es de 580,4 g molG1 (Ting,
Oman, & Jiannong, 2007).
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Para la obtencién de la narngina a partir de citricos, se parte del fragmentado de ~
cascara fresca, secado en mitades enteras y posterior fragmentado en un procesador de
alimentos hasta lograr fracciones de un tamafio de aproximadamente 0,2cm de didmetro. El
secado se puede realizar ya sea a la intemperie con o sin exposicién solar o en estufa a
45°C. Se realiza maceracion con extraccion a reflujo para lo cual se requiere 20 g de
cascara de naranja en 100 ml de solvente (etanol). Cuando dichas maceraciones se realizan
con céscara seca, se utiliza el disolvente con agua en proporciones ya sea 70:30 0 50:50,
hasta obtener una concentracion del 45%, asi se logra preparaciones mayores que cuando se

maneja el etanol puro.

Giannuzzo et al, 2020, describe que “Posiblemente el agua es la que permite una
mayor penetracion del solvente a través de la membrana de las células, aumentando,

ademas, la polaridad del mismo, logrando una mayor eficiencia de extraccion”. (p:3).

Dicha extraccion, también puede realzarse por maceracion con y sin agitacion y
sometidas a ultrasonido, a temperatura ambiente de 25°C o a 40°C, durante dos horas, tal

como lo describe Giannuzzo et al (2000).

Presenta una absorcion del 95%, es detectable en plasma a las 5 horas posterior a su
ingesta oral, es extremadamente lipofilica, junto a sus derivados (naringenina, naringenina
glucurédnico y sulfato de naringenina), su distribucion es a todos los 6rganos, pero sus
mejores concentraciones son en abdomen y las menores en cerebro (permeabilidad de la

barrera hematoencefalica) y se concentra en el higado (Liu et al, 2012).
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Mata, 2012, deja claro que la naringina no es tdxica, por tanto, no se evidencias ~
riesgos de impactos adversos, cuyo NOAEL, fue superior a 1250 mg / kg / dia (Surampalli
G, 2016; Alam, Badruddeen, Kumar, Akhtar, & Mohammad, 2020). Su eliminacién de la

naringina, es renal y hepatica en alrededor de 64 ug a las 4 horas (Alam et al, 2020).

4.4  Efectos bioldgicos de la naringina

Entre los efectos bioldgicos de la naringina, se cuenta como antioxidante,
antibacteriano, antihumoral, antiviral y actua también a nivel del sistema nervioso, anti
aterosclerotica y antitrombdtica y vasodilatador, gracias a que mejora la vasodilatacion
coronaria, disminuye la capacidad de las plaguetas en coagulacion y previene la oxidacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), actividad antiviral (sustentada contra el virus
de herpes simple tipo 1 (HSV), virus para influenza tipo 3) (L6pez, 2018). Efecto
neuroprotector, en especial en casos neurodegenerativos por la modulacion del estrés

oxidativo y respuesta inflamatoria (Jung & Sang, 2014).

Efecto antiglucemiante, descrito por Jung et al, 2004, al reducir los niveles de glucosa en
sangre, al disminuir la actividad de las enzimas hepaticas glucosa-6-fosfatasa,
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y glucocinasa hepatica (precursores de la
gluconeogénesis); de igual manera un incremento de la concentracion de glucégeno,
insulina, péptico C y lectina. Sin embargo, el mecanismo por el cual este compuesto

ocasiona tales regulaciones aiin no esta esclarecido.

La naringina logra ampliar la eficacia del sistema inmune al evitar patologias en 6rganos
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0 lesiones en tejidos gracias a las enzimas con actividad antioxidante como el superéxido ~
dismutasa (SOD), el glutatién peroxidasa (GPX), la paraoxonasa (PON), entre otras

(Mamdouh & Monira, 2004).

De igual manera, en varios estudios (Choe, 2001; Chanet, 2012) , han realizado
metodologias in vivo y han descrito reduccién de los niveles vasculares o sistémicos de
quimiocinas, asi como de moléculas inflamatorias y de adhesion, cuya expresion se halla
estrechamente controlado por el factor proinflamatorio NF-xB y que ejercen posibles
acciones antiinflamatorias en varios tipos de células en la aterogénesis incluyendo celulas

musculares del epitelio endotelial y liso al igual que en monocitos / macrofagos.

4.5 Estado del arte de actividad antimicrobiana de Naringina

Cada dia acrecienta el nimero de estudios tendientes a la evaluacion antimicrobiana
de la naringina, inclusive para el control de las bacterias meticilinoresistentes (MRSA) ,
pudiendo hacer uso hasta de hierbas que al demostrar entre sus componentes la existencia
de la molécula de naringina pueden ser una fuente alternativa de sustancias modificadoras
de la resistencia y una alternativa para dicha amenaza mundial; tal es el caso de Gupta &
Birdi, (2017), quienes motivadores hacia investigaciones tendientes a desarrollar nuevos
modelos comerciales, hacen hincapié por los mecanismos involucrados en la lucha de la
resistencia a muchos farmacos. (Gupta & Birdi, 2017). (More, Sathe, Sonawane, Jadhav, &

Kadam, 2013).
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Uysal et al., 2011, describieron la actividad antibacteriana contra las cepas de ~
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, S. typhimurium, Serratia marcescens y Proteus vulgaris, con zonas de inhibicién

desde 11 a 53 mm.45.

Y llama la atencion que en el intento de buscar cuanta particula presente efecto
antimicrobiano, se han descubierto derivados o nuevos flavonoides que junto a los naturales
(naringina y otros) genera sinergia, potenciando asi las mencionadas propiedades que se
aunan a las ya antioxidantes (Nijveldt et al, 2001), al protegerlo de las especies reactivas de
oxigeno (ERO en espafiol o ROS en inglés); anticancer (Meiyanto et al, 2012; Hastuti et al.,
2008), al mediante la union de ATP en el sitio de union de PI3K; antinflamatorias (More et
al, 2013), al inhibir la COX-2 y actuar como antioxidantes contra O2 y hasta efecto

antiviral , como actividad preventiva a una concentracion de 168.2 pug/ml (Lopez, 2018).

Ahora, frente a la eficacia de la narngina mas pronunciada en bacterias Gram
positivas que en las Gram negativas, llama la atencion el estudo de Nikaido & Vaaram
(1985), quienes describian que las bacterias Grampositivas, presentaban menor eficacia en
la permeabilidad pues en su capa externa de una sola de peptidoglicano a diferencia de las
gramnegativas, quienes cuentan con una membrana externa fosfolipidica, lo que

probablemente les sirva de barrera diferencial frente a las anteriores.
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4.6 Métodos de estudio de la sensibilidad antimicrobiana ~

Ante el sin nimero de agentes microbianos, se considera que aun la escogencia de
una terapia antimicrobiana sigue siendo empirica, puesto que dichos agentes no han
desarrollado resistencia contra los antibiéticos; es aqui donde las pruebas de sensibilidad
adquieren importancia para algunas especies bacterianas que no tienen sensibilidad

predecible (Jorgensen & Sahm, 1995).

4.6.1 Dilucién en caldo

Considerada la prueba mas complicada porque puede probarse s6lo una
concentracion del farmaco en cada tubo de ensayo. El caldo utilizado para tal fin es el
Miiller Hinton, el cual es el medio recomendado para las pruebas de sensibilidad de
patogenos aerodbicos o facultativos de crecimiento rapido, el cual tiene bajo contenido de
inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina y permite el crecimiento de la
mayoria de los gérmenes patdgenos. Ademas, se han acumulado un gran nimero de
resultados y experiencias utilizando este medio para las pruebas de sensibilidad (Malbréan,

2012).
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4.6.2 Dilucion en agar _

La técnica de difusion en agar, es considerada una prueba de sensibilidad
cualitativa, cuyos resultados se pueden interpretar inicamente como sensible, intermedio o
resistente, la cual se halla disefiada especificamente para bacterias de crecimiento réapido
domo los Staphylococcus sp. 0 los integrantes de la familia Enterobacteriaceae.; donde el
indculo bacteriano se lleva a una concentracion igual a la del estandar 0,5 de McFarlane, se
aplica sobre la superficie de una placa seca de agar Mueller-Hinton que tenga un pH entre
7,2y 7,4 medido a ambiente y una vez solidificado el medio de cultivo, se debe llevar la
cepa con un escobillon a manera de rayas sobre la superficie del medio, y se prosigue a los
15 minutos a la ubicacion de los discos con el antibiotico, que no debe superar los 5 por
caja de Petri de 100 mm de diametro. Se procede a llevar a la incubadora a 35°C en aire
ambiente y por un periodo no mayor a las 18 horas excepto para los aislamientos
de Staphylococus sp y Enterococcus sp, para los cuales se recomienda una incubacion de
24 horas, principalmente para lograr una mejor deteccion de la resistencia a la oxacilina ya
la vancomicina. Cada halo de inhibicion es medido utilizando un calibrador o en su defecto
una regla graduada en la forma adecuada, que donde no se presente un halo, no se debe
reportar O mm, se debe reportar 6 mm, ya que ese es el diametro del disco (Woods &

Washington, 1995).
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4.6.3 Difusién en disco ~

Se considera como el método de méas uso y también se reconoce como la prueba
de Kirby-Bauer, el cual es adecuado para los microorganismos de crecimiento rapido, el
cual consta de la ubicacion de discos impregnados con antibioticos en placas de agar
inoculadas con el microorganismo que esta probandose. Después de la incubacién se
mide la zona de inhibicién que rodea a cada disco. Cada combinacion de

microorganismo-antibiotico tiene diametros diferentes que implican que es S, | o R.
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5 Metodologia ~

5.1 Disefio de la investigacién

Se realizdé una revision sistematica

5.2 Bases de informacion
La busqueda bibliografica se realizd en las siguientes bases electronicas Pubmed, Scopus,

ScienceDirect y Scielo.

5.3 Estrategia de busqueda de literatura

Para la busqueda se tuvo en cuenta las siguientes palabras clave: Naringina,
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Stahphylococcus aureus, Prevotella
intermedia/nigrescens, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Candida albicans.

Para cada palabra clave se buscaron los respectivos términos MeSH y DeCS
fueron= Naringin, Naringenin, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans,
Stahphylococcus aureus, Prevotella intermedia/nigrescens, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Candida albicans; cuya formulas
sistematicas de busqueda, utilizada fue: "naringin" AND ("Staphylococcus aureus™ OR
"Streptococcus mutans” OR "Aggregatibacter actinomycetemcomitans” OR "Prevotella"

OR "Candida albican™ OR "Enterococcus faecalis”" OR "Porphyromonas gingivalis").
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5.4 Criterios de selecciéon ~

Se definié como criterios de inclusidn estudios experimentales in vitro sin restriccion de
fecha ni de idioma. Se aplicé como criterios de exclusion todo estudio realizado en
animales o dientes, sin reporte de resultados en términos de concentracion minima
inhibitoria (MIC), concentracién minima bactericida (MBC), zona de inhibicién en mm
(ZOl) o unidades formadoras de colonias (UFC); estudios con extractos de plantas en los
gue no se mencione naringina o no se haya identificado el porcentaje contenido de este
bioflavonoide; y estudios en los que hayan reportado el efecto combinado naringina con

otro compuesto sin evaluar naringina de forma individual.

5.5 Extraccion de datos y analisis

Los dos autores del presente trabajo realizaron de forma independiente la busqueda
y la posterior seleccion por titulo y abstract. Posteriormente conforme aplicacion de
criterios de seleccion selecciono los articulos a incluir en la revision. La discordancia fue
resuelta por un tercer evaluador (en este caso la directora de esta tesis). Los autores
revisaron de forma independiente los datos articulos y extrajeron los datos. En este trabajo
no se realizo la aplicacion de un instrumento de valoracién de calidad o verificacion de

Sesgos.
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Debido a la heterogeneidad presentada entre los estudios, por diferencias en el ~
origen y forma de extraccion de la naringina y las diferencias en las cepas utilizadas entre

los estudios, no fue posible una sintesis cuantitativa y metaanalisis con los datos.

5.6 Anadlisis estadistico
Los datos se reportaron de forma cualitativa y algunos datos cuantitativos sin
realizar analisis sobre ellos. La estructura de la revision tuvo en cuenta la metodologia

PRISMA.

5.7 Consideraciones éticas

La presente investigacion se rigio bajo la Resolucion 8430 de 199,3 por la cual se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud.
Teniendo en cuenta el Articulo 11, se clasifica en la categoria de INVESTIGACION SIN
RIESGO, por cuanto que para efectos del presente anteproyecto no se realizara en
individuos humanos, asi como tampoco se utilizara células o algun material biologico de
origen humano. Por tal motivo, no se considerd su sometimiento ante Comité de Etica en

investigacion ante las entidades participantes
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6.1 Resultados del proceso de busqueda y seleccion de articulos

6 Resultados

Uy

El proceso de busqueda en las bases electrénicas se presenta a continuacion:

Tabla 1. Estrategia de busqueda

Base de
datos

Estrategia de Blsqueda

Resultados  Seleccionados
Por tituloy
resumen

ScienDirect

Pubmed

Scielo

Scopus

"naringin" AND ("Staphylococcus aureus" OR "Streptococcus
mutans" OR "Aggregatibacter actinomycetemcomitans" OR
"Prevotella" OR "Candida albican" OR "Enterococcus
faecalis" OR "Porphyromonas gingivalis')

"naringin" [Supplementary Concept] AND ("Staphylococcus
aureus"[Mesh] OR "Enterococcus faecalis"[Mesh] OR
"Candida albicans"[Mesh] OR "Porphyromonas
gingivalis"[Mesh] OR "Streptococcus mutans”[Mesh] OR
"Aggregatibacter actinomycetemcomitans"[Mesh] OR
"Prevotella intermedia/nigrescens"[Mesh])

("Naringin') AND (("'staphylococcus aureus')) OR
(("streptococcus mutans')) OR (("Aggregatibacter
actinomycetemcomitans')) OR (("prevotella")) OR
(("candida™)) OR (("Enterococcus faecalis")) OR
(("porphyromonas gingivalis"))

(TITLE-ABS-KEY ("naringin") AND TITLE-ABS-

KEY ("Staphylococcus aureus™) OR TITLE-ABS-

KEY ("Streptococcus mutans™) OR TITLE-ABS-

KEY ("Prevotella™) OR TITLE-ABS-KEY ("Aggregatibacter
actinomycetemcomitans') OR TITLE-ABS-KEY ("Candida
albicans™) OR TITLE-ABS-KEY ("Enterococcus

faecalis") OR TITLE-ABS-KEY ("Porphyromonas
gingivalis")) AND (LIMIT-TO (DOCTYPE, "ar"))

657 8

16 0

59 12

Total

738 25

Fuente. Autores
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La bdsqueda arrojo un total de 738 estudios, de los cuales se descartaron 713 al realizar su~
seleccién por abstract, titulo y resumen. Posteriormente, 4 fueron eliminados por duplicidad

en las bases electronicas y 2 fueron excluidos por ser estudios realizados en animales. Otros

7 articulos fueron excluidos al presentar informacién de inhibicion, pero relacionada a
subproductos o modificaciones de la naringina o el efecto de naringina sobre la expresion

de genes virulencia asociados a la formacion de biopeliculas y en cepas de pacientes
multirresistentes. Algunos de estos estudios tambien reportaron efectos no relacionados a

la actividad antimicrobiana. Finalmente, un total de 12 estudios fueron seleccionados para

la fase de analisis y sintesis de la informacion. A continuacion, se presenta el diagrama de

flujo PRISMA (Fig. 1).
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iy

Registros identificados en
(n=738)
|

Registros identificados en otras
fuentes (n =0)

l

Registros despues de filtrar en base
al titulo y resumen
(n=25)

Duplicados removidos

l

Registros examinados
(n=21)

A\ 4

(n=4)

Excluidos de acuerdo a
» criterios de inclusion/exclusion

l

[1.4 Selection ][1.3 Inclusion ][1.2 Eligibilidad ][1-1

Articulos texto completo evaluados
para eligibilidad
(n=19)

l

Estudios incluidos para
la sintesis
(n=12)

Figura 4. Diagrama de flujo PRISMA

Fuente. Autores

(n=2)
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Para el analisis, se presenta a continuacion la informacion desglosada de forma ~
individual en tablas donde se presenta la actividad antimicrobiana de naringina reportada en
la literatura frente a cada microorganismo odontopat6geno: Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Prevotella spp, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis y Candida albicans.

La naringina si bien es un bioflavonoide del tipo flavanona que se encuentra
principalmente en las frutas citricas (naranja, limon y pomelo), también esta presente en
muchas plantas, en las cuéles los estudios aqui analizados reportan su extraccion o
evaluacion a través de extractos. Las plantas reportadas en los estudios, de las cuales se
obtuvieron los extractos fueron: Origanum majorana, Melissa officinalis, Anthemis cotula,
Avena sativa, inflorescencias de Limonium avei, semilla Silybum marianum, aceite de

clavo, timol y regaliz, flores de A. podalyriifolia, el fruto de P. macrocarpa y la bergamota.

6.2 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Staphylococcus aureus

Los resultados de naringina frente a Staphylococcus aureus demostraron que su accién
bacteriostatica en general es diversa. Algunos estudios reportan ausencia de actividad
antimicrobiana (Céliz, Daz, & Audisio, 2011; Adamczak, 2019) y los demas evidencian

actividad leve a moderada (ver tabla 2).




Tabla 2. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Staphylococcus aureus
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Autar  Pais Cepa Metody oSO ACHICd Comsussta Remuitados
Adamezak, P i LT i .
- Microdibocion =1000 pg ‘ml Har (Sizma), en DAIS0 20 % Concentracion fmal de 1 pz iml. ¥ comtrol -
?}:?}Ef‘- Polomia ATOCIONZ oo Comtrol £ 0.08 uz /el (cipmaflogacing Ho mpamao actividad
I . e - . ¥ Tiene pory bosna
Jaradat et . - Microdilncon | i 3 derivado: semizinteticos dz Mar, an DWIE0 al 10004, concentracion de 4 -
21, (2015 Palesting ATOC 25013 e cald 0.0625 pe /il me wl actividad
Fr— Diision en Areites prevsados en frio de zenillss de lmeon (Cins lmme), semllzs ds Bar Actividad
- Ialia  ATOC X213 9,25 mm nemara {Agries smanzic) v pomelo, que tiemen wn 15 %0 de Mar v 088 %e de  antimicrobiana
al, (2008 2EEr Wz E—
- Aceite: prensados en fiio de sepyillas de limom (Cins lmee), semllzs de Mar, Actividad
Aydenzet o, gToCsey DESORER vy e 105 mm navanja { Azrios sinensis) v pomelo, que tisnan un 15 % de Mar v ,38 % de  amtimicrobiana
ﬂ_l:l:l]E:l aEar Haz. s v - mod=rada
Aviieniz et Difision en Aceite: prensado: en fio de senvillas de limon (Citns lomes), semdllzs da Mar, Actividad
S, Italia  RSEE 1002 Z00 Mar 9,5 mu narana [Agrios simenzis) v pomelo, que tiensn w15 % de Mar v 088 %6 de  antimnicrobiana
2l, (2008 2EEr Wz —
Avdmiz et Difision en Aceite: prensados en frio de senville de linsom (Citns limoe)), semllas ds Mar, Aoividad
- Ialia  ATOCG538R Z0IMar 13,5 mm naranja [Agrios simenais) v pomelo, que tenen w15 % de Mar v 088 o de  antimnicrobiana
al, (2018 = oz moderada
MMandalari . -
etal, Inglsterra FI10139 Microdilucion =1000 pg Al Mar. (27%8), extraidz da la Bergamota en Ft0H al 708 v /v I_;“ a'j;‘zlgf‘iﬁ &
(2007 aangstca
Handra =t Malasa Mo evidenci Difusiopers 15,3 me pericarpio v Extracto et2nalico al 5% de P, sarrocarpa a ura dozis de 0.3 mz/daco Alta actrvidad
al, {20113 A asar 17,3 mm mesacapio Har. (5,6 %) mesocammio v {2054} pericarpia. antimicrobiana
%ﬁa A greentma ATCC29213 Micredibacion 0,25 mmol™ Mer. enraida de dessrhos de b indostria citrica, an DE0 (1%) Yo presenian actividad
MEI . 25091 e -1 F }\II:ED.'U actividad
a [0l Taqua ATOT 25823 Microdilocson 16 pg ml Har., (Faoch), en DRE0. i
Hpstro =t Iz ATOC 6538 P Diilncion e Ifllszuﬁuméz:?m?' Tnflorescencin: de Limoniuw avel propagadas en sitio refural e imemedan -""F"."“-’ll .
il v = fi e B q
al, (2005) caldo evermagers) Har. (54,85, en stanol al 25% 2 concentmacion de 200 mE ml1 - iad
Hostro &t Halia  ATOC 43300 Diilocion en 15,62 pg fml™ (Naeral e Jylorescencios de Limonium aved propagadas en sifio neiire] e mvemaden ml.].ml .
al, (2005) caldo invernadern) Dlar. (56,8%5), e stanal al 25% 2 cotcentracion de 200 me ml 1 - ind
Gener et al, . nzn Trifusion ex - Exfractos de Qripowsy sagiorana, Meliong offficingis, Anthewis camiz aid M gffcin’is Mo tiene
fory | Toqua ATRCIND o, 4.3 pm vena smiva en 65% etanl. M. offcinelis > casidad do Mar (90.7%) actividad
e 11 s oy 13 mem e . . . .
harya ot . Difusionen | - S El extracto del grane de Anise (Pimpinella arisus), contiene > cantidad de  Tisne actividad
oy  EEre ATOCNGL oo, 'I:E“””ﬂ"“ Libe). 15 e ansegl (37%), parinesiea (11%) v Dasiciting G (Corsal) arsirmicrobizns

Fuarie: Amores, 5. Stapbnlococs; Nar, Marmgie; TR0 Dimetilafnds;, Z1- Fowe dz inkibicion, MIC: Concentracion rurira mhihitoria, MBC: Concentracion prrins kectericida
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Como se puede observar, en los 10 estudios hallados en la literatura se reportan 14
experimentos en los que se evalué actividad contra 7 cepas de este microorganismo (ATCC
29213, ATCC25923, RSKK 1009, ATCC 6538P, FI10139, ATCC 43300, ATCC 20231), en
el 42,8% de ellos naringina presenta actividad inhibitoria total, en el 35,8% una actividad

moderada y en un 21,4 % no hubo accion inhibitoria.

El 50% de los estudios se realizaron por medio del método experimental de difusion
en agar, en los cuales se observa una actividad inhibitoria satisfactoria con halos de
inhibicion entre 15,3y 17,3 mm ( Hendra et al, 2011), una actividad moderada con halos
entre 9,25y 13,5 mm (Aydeniz et al, 2018; Ghazya et al, 2021) y leve con halos de 6,5 mm

del estudio de Sener et al, (2017).

La cepa mas utilizada para evaluar la actividad de naringina contra Staphylococcus
aureus fue la cepa ATCC 25923. De los cuatro estudios donde se utiliza esta cepa, se
reporta actividad cuando la naringina se utiliza pura de origen comercial (Jaradat et al,
2018; Ozcelik, Kartal, & Orhan, 2011), y cuando su obtencién se realiza de extractos y
aceites esenciales, parece no demostrar una buena actividad inhibitoria (Aydeniz, Demirel,
& Yilmaz, 2018). Al parecer la cantidad de naringina en los extractos y aceites, que se
encuentran entre un 15% a 66,9% (tal cual se puede apreciar en la columna de compuesto

en la tabla 2), es un factor importante para potencial inhibitorio de este bioflavonoide.

Respecto a la concentracion efectiva de la naringina contra el Staphylococcus

aureus se puede decir que con concentraciones entre 0.0625 y 16 ug/mL en estado puro, se
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puede obtener una accién inhibitoria dependiente de la concentracién frente a este ~

microorganismo.

6.3 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Streptococcus mutans

Respecto al Streptococcus mutans, se hallé un Gnico estudio en el que se demuestra
una efectiva actividad inhibitoria de la naringina en su estado puro de origen comercial, a
una concentracion mas alta en el orden de los gramos (0,25 g/mL) a diferencia de la

requerida contra Staphylococcus aureus.

Tabla 3. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Streptococcus mutans.

Concentracion

AT by Cepa  Método actividad Compuesto Resultados
antimicrobiana
Tsui et o Nari_ngina (Sigma), en agua o
al China ATCC356 Dilucién 0,259/ mL destilada a concentraciones Significativo efecto
’ 68, en caldo ' (0,25g/ml, 0,19/ mly0,0625 inhibidor a las 24 horas
(2008) g/ ml)

Fuente: Autores. S. Staphylococcus; Nar. Naringina; DMSO. Dimetilsulféxido; ZOl: Zona de inhibicién; MIC:
Concentracion minima inhibitoria; MBC: Concentracion minima bactericida
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6.4 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Aggregatibacter ~

actinomycetemcomitans

Contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans, se hallaron dos estudios (tabla 3),
también con naringina de pureza comercial al 95 % y en el que también se demuestra que

naringina tiene actividad inhibitoria a una concentracion minima de 0,73 pg/mL.

Tabla 4. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Concentracién
Pais Cepa Método actividad Compuesto Resultados
antimicrobiana

Autor

Tsuiet China ATCC33277 Dilucion en 0,25 g/mL Naringina (Sigma), en agua Efecto inhibidor

al, caldo destilada a concentraciones marcados sobre el
(2008) (0,25g/ml, 0,1g/ mly crecimiento
0,0625 g/ ml)
Gutiérr e 0,73 ug/ mL, Nar (95%), (Sigma), en -
ezetal, México ATCC 43718 aD';lrJS'O” en sin reporte de DMSO - 100 pM, a partir de ):;lcttimig?gbi ana
(2019) g ol 30 mg /mL.

Fuente: Autores. S. Staphylococcus; Nar. Naringina; DMSO. Dimetilsulféxido; ZOl: Zona de inhibicién; MIC:
Concentracidon minima inhibitoria

6.5 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Enterococcus faecalis

Los resultados evidencian que se encuentra actividad inhibitoria bastante diversa,
aun utilizando naringina de origen comercial frente a la misma cepa ATCC 29212 utilizada

en dos de los tres estudios hallados (Ozgelik et al, 2011; Adamczak et al, (2019)). Una
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concentracion de 8 pg /mL seria la concentracion minima a requerir frente a Enterococcus ~
faecalis, que también concuerda con el rango de actividad en microgramos frente a

Staphylococcus aureus.

Tabla 5. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Enterococcus faecalis

Concentracié

Autor n actividad

Pais Cepa Método e - Compuesto Resultados
antimicrobian
a
Adamczak Polonia  ATCC Microdilucion 1000 pg / mL
etal, 29212 Control + Nar.95%(Sigma) en
(2019) 0,98 pg / mL  concentracion final de 1 g /mL  Leve actividad
y control + (ciprofloxacino) antimicrobiana
Gutiérrez et México  ATCC Difusion en .
al, (2019) 8043  agar Nar.95% (Sigma), en
0,87 pug/ mL  concentracion final 100 uM i
. Leve Actividad
Control 0,1 apartirde 1 mg/ mL (5,1 x 10 - _ i3 b
-\ antimicrobiana
Mg/ mL 2 M) y control (ampicilina)
Ozceliket  Turquia  ATCC Microdilucion Muy alta
al, (2011) 29212 . Nar., (Koch), en DMSO a 256  actividad
8 ug /ml - .
pg mi-1 antimicrobiana

Fuente: Autores. Nar. Naringina; DMSO. Dimetilsulfoxido; ZI: Zona de inhibicion; MIC: Concentracion minima

inhibitoria.

6.6 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Porphyromonas gingivalis

Un Unico estudio evalua actividad frente a este patdgeno oral, para el cual

demuestra una fuerte actividad inhibitoria a una concentracion en el orden de los gramos.
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Tabla 6. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Porphyromonas gingivalis ~

Concentracion
Autor Pais Cepa Método actividad Compuesto Resultado
antimicrobiana

Tsui et ATCC33277 Dilucién MIC=0.0625
al, China en caldo - . : Efecto inhibidor
(2008) g/mL narnngina (Sigma), en agua bacteriostatico Y
destilada a concentraciones (0,25 osterior a 3horas de
MBC= g/ml, 0,1g/mly0,0625g/ ml) PO
0,1g9/mL accion

Fuente: Autores.

6.7 Actividad antimicrobiana de la naringina contra Candida albicans

Es el segundo microorganismo de importancia en patologia oral con mayor nUmero
de evaluaciones de actividad de naringina como agente inhibidor. Los estudios muestran

que el compuesto de origen comercial evidencia mejores resultados.

Cuatro estudios analizaron la misma cepa ATCC 10231 y si bien existe como en los
demas estudios grandes divergencias metodologicas, se puede decir que una concentracion
efectiva de la naringina contra Candida albicans esta en el orden de los microgramos a una

concentracion inhibitoria minima observada de 0.98 g / mL.
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Tabla 7. Estudios de actividad inhibitoria de naringina contra Candida albicans ~

Concentracion

Autor Pais Cepa Método actividad Compuesto Resultado
antimicrobiana
Avdeniz Aceites prensados en frio de semillas
etyal ATCC Difusion de limén (Citrus limon), naranja
(20118) Italia 10231 en acar 7,5 mm semillas (Agrios sinensis), Bajo efecto inhibidor
g y pomelo, 15 % de Nar.
. . o Nar.95% (Sigma), a concentraciones
;su(lzgtos) gh'” ggggg En"g;'gg 0.098ug/mL  (0.25g/ml,0.1g/mly Alto efecto inhibidor
' 0,0625 g/ ml)
Gutiérrez
et al, Méxi ATCC difusién o (i . A
(2019) 0 10231 en agar 1,4 ug/ mL Nar.95% (Sigma) a 100 uM Bajo efecto inhibidor
Stzaﬁe“k ;JI’; " atcc Microdil 8 g /ml Nar.(Koch), en DMSO Moderado efecto
(2011) 10231 ucion al 256 ug ml-1 inhibidor
4000 ug /ml™*  Extracto etandlico al 95% de
A (Natural e Inflorescencias de Limonium avei en
El:llos(;r(c))l%t) Italia 'i“(-)rzcgcl: 5;'8;'33 invernadero) sitio natural e invernadero. Nar. Bajo efecto inhibidor
! ' MBC > 4000 (66,9%) a concentracion de 200 mg/
4000 pg /mlI™*  mL
Seneret  Turqg DSMZ Difusién 8 mm Extractos al 65% etanol de M. Leve efecto inhibidor
al, (2017) uia 1386 en agar officinalis- naringina (99,7%)

Fuente: Autores.;

Nar. Naringina; DMSO: Dimetilsulféxido; MBC: Concentracion minima bactericida.

En la tabla 7 se resume las concentraciones minimas inhibitorias frente a cada

microrganismo. Se puede evidenciar que se requiere de mayores concentraciones de

naringina frente a patdgenos Gramnegativos como P. gingivalis y A.

actinomycetemcomitans y frente a Grampositivos como S. mutans.
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Tabla 8. Resumen de concentraciones minimas inhibitorias de naringina frente a ~

principales odontopat6genos

Microorganismo

Gram

Minima Dilucién Inhibicién

Staphylococcus aureus

Streptococcus mutans

Enterococcus faecalis

Porphyromonas gingivalis
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Candida albicans

Grampositivo
Grampositivo
Grampositivo
Gramnegativo
Gramnegativo

Levadura

16 pg / mL
0,259/ mL
8 ug /mL
0,19/ mL
0,259/ mL
0.098 pg / mL

Fuente. Autores
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7  Discusion ~

En esta revision sistematica de estudios in vitro, donde los investigadores analizan
la actividad antimicrobiana de la naringina frente a patdgenos de la cavidad oral, se hallo
que la naringina posee un significante efecto inhibitorio frente a todos los patdgenos de la

cavidad oral e incluso bactericida frente a Porphyromonas gingivalis.

Se observod que dichos efectos inhibitorios son diversos y que su variabilidad podria
atribuirse a la gran heterogeneidad de factores y condiciones de evaluacion entre los
diferentes estudios, entre los cuales se cuentan la técnica o método utilizado ya sea dilucion
en agar, difusion en disco o microdilucion en caldo, origen de la naringina (natural como
extracto o comercial). De igual manera podria considerarse entre factores de variabilidad, el
tipo de andlisis en consideracion a que algunos realizaron muchos ejercicios metodologicos
para soportar la sensibilidad antimicrobiana del flavonoide que no permitia valorar los
datos precisos de las concentraciones de la naringina contra el patégeno, como el estudio de
Gutiérrez et al, (2019), donde la informacion fue presentada en medias, lo que dificulto su
analisis.

Celiz et al, 2011, contempla que el origen y pureza de la naringina, que a menudo
son obtenidos de extractos de plantas o en su defecto por adquisicién comercial, conlleva a
presentar variabilidad de los efectos inhibitorios. Sin embargo, quedé evidenciado que La
naringina esta presente en una gran variedad de frutos, flores y partes de plantas y en

diferentes cantidades, como los aqui hallados: citricos (naranja, limény pomelo), de
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Origanum majorana, Melissa officinalis, Anthemis cotula, Avena sativa, inflorescencias de~
Limonium avei, semilla Silybum marianum, aceite de clavo, timol y regaliz, de las flores de
A. podalyriifolia, el fruto P macrocarpa y la bergamota; cuyo contenido es variable y

dependiente también de la eficiencia de extraccion (Bruneton, 1999).

Otro aspecto interesante como factor de variabilidad y no menos importante es el
tipo de disolvente para los compuestos puros y es que en algunos de los estudios utilizaron
el DMSO (Adamczak et al, 2019; Jaradat et al, 2018; Ozcelik et al, 2011 y Celiz et al,
2011), y en etanol (Nostro et al, 2015 y Sener et al, 2017), en diferentes concentraciones, lo

que podria llevar a variar la actividad antimicrobiana.

Otros factores a considerar son el método microbioldgico utilizado, las cepas de
cada microorganismo evaluado e incluso otros factores no bien descritos como el indculo
bacteriano, tal como lo contempla el Comité Nacional para estandares de laboratorio clinico

(NCCLYS) (Cavalieri, Stephen. PAHO, 2005).

Respecto al desemperio diferencial frente a Gram positivos y Gram negativos, otros
autores describen que es mayor el efecto hacia patégenos Grampositivos (Othman, 2003);
sin embargo, conforme los hallazgos de esta revision pudrian decirse que las caracteristicas
de la pared bacteriana condicionan su efectividad y por tanto los Gramnegativos como la
Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans requieren de una

mayor concentracion.
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La citotoxicidad de la naringina, aunque poco evidenciada en los estudios incluido,~
solo Ozgelik, 2011, la evalud en lineas celulares Madin-Darby de rifién bovino (MDBK) y
Vero (rifidn de mono verde africano); expresada como concentracion maxima no toxica
(MNTC), de la cual para naringina fue de 3,2 ug ml -1, lo que permite evidenciar la baja
toxicidad de la naringina (MIC = 1,6 pg ml), inclusive Skibola, 2000, dejo claro en su
estudio, que la citotoxicidad fisiolégicamente no es alcanzable a través de la dieta, sin
embargo con la adicidn de suplementos, particularmente las formulas antioxidantes y las
mezclas de hierbas, en dosis de gramos en lugar de miligramos, si podrian llevar a niveles

toxicos (Skibola & Smith, 2000).
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& Conclusiones ~

De acuerdo a la revision de datos de literatura de estudios primarios de actividad
antimicrobiana de naringina frente a patégenos de importancia en la cavidad oral, se puede

concluir que:

e Naringina tiene un efecto bacteriostatico in vitro frente a Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, E. faecalis, y Candida albicans.

e Naringina presenta efecto bacteriostatico a altas concentraciones frente a
Porphyromonas gingivalis

e Representa un atractivo potencial como principio activo para el desarrollo de

productos que puedan prevenir la patologia infecciosa oral.
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