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RESUMEN

Actualmente, las infecciones causadas por cepas antibidtico resistentes de
Staphylococcus sp. productoras de biofilms tienen elevada importancia clinica (Zamora et al,
2017). Esto se debe a la proteccién que les brinda la matriz extracelular (biofilms), ya que
protege a las bacterias de los mecanismos de defensa inmunolégica del huésped, asi como de los
agentes antimicrobianos de rutina. Esto motivd la presente investigacién, la cual es un
emprendimiento donde se crearon 11 férmulas cuyo principio activo es miel de Tetragonisca
angustula y/o Scaptotrigona pectoralis. Estas fueron sometidas a andlisis de carga
microbioldgica, actividad antimicrobiana, efecto antibiofilms y capacidad antioxidante. Los
resultados obtenidos se compararon con dos farmacos; Kruuse Manuka G* de uso veterinario y
Medihoney® de uso humano, las cuales tiene como principio activo miel de Leptospermun
scoparium (Manuka) de Nueva Zelanda. Los resultados obtenidos superaron a los medicamentos
mencionados y demostraron potencial como fdrmacos en la lucha contra la resistencia
antibacteriana; al presentar un amplio espectro antibacteriano de acciéon, una menor dosis
efecto para inhibicién del crecimiento del biofilm. Se comprobd que sélo las formulaciones
presentan la capacidad de destruir la membrana del biofilm una vez formada. Hallazgos idéneos
para la formulacién de un farmaco de uso tépico antibacteriano y que favorece la cicatrizacion
de heridas y quemaduras. Se logré estandarizar la capacidad antioxidante en formulaciones cuyo

principio activo es la miel de meliponinos.
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1. INTRODUCCION.

Las mieles de las abejas nativas sin aguijon han demostrado caracteristicas y propiedades con
aplicacion medicinal y terapéutica (van Veen et al, 2019), es por ello que se han realizado
diversos estudios de sus caracteristicas y efectos medicinales. Ademas, es uno de los alimentos

mas primitivos utilizados por el ser humano (Cauich et al., 2015).

Su uso data de hace mas de mil afios por los Mayas en toda Mesoamérica. Ha sido utilizada como
medicamento en la curacidn de patologias oftdlmicas, respiratorias, digestivas, carenciales, entre
otras. Por ejemplo, en Guatemala predomina el uso de miel de Tetragonisca angustula, en el

tratamiento para cataratas (Vit et al., 2004).

Biolégicamente entendemos por miel como “La sustancia producida por las abejas y otros
insectos sociales, a partir del néctar o melazas que ellas recolectan sobre plantas vivas y que
transforman o elaboran mediante evaporacion de agua y accién de enzimas, segregadas por

ellas, quedando almacenada en los alvéolos o celdillas de los panales” (Ulloa et al., 2010)

La composicidon de la miel depende principalmente del origen de las fuentes botanicas, de la
especie de abeja sin aguijén, pero también de factores como suelo, condiciones climaticas,
estado fisiolégico de la colonia, y tiempo de maduracién, las cuales van a repercutir en las

caracteristicas fisicoquimicas de la miel (Do vale et al., 2018).

Con respecto a Tetragonisca angustula y Scaptotrigona pectoralis, estas son abejas nativas sin
aguijén pertenecientes a la tribu meliponini. Las cuales, pueden ser encontradas en las areas
tropicales y subtropicales del mundo desde los 30° de latitud norte hasta los 30° de latitud sur,

en Centro y Sudamérica, Africa, Asia y Australia Roubik (1989), citado por (Nates, 2001).

La miel aplicada tépicamente crea un medio con bajo contenido de agua (alta osmolaridad), lo
gue permite al plasma y a la linfa migrar hacia la lesién, diluyendo e inhibiendo el crecimiento
bacteriano. La linfa, proporciona nutrientes al tejido y la accidn de los macréfagos elimina el

tejido necrotizado (Dente, 2009).

Se han descrito propiedades antiinflamatorias, anti edematosas y analgésicas, su acidez (por
debajo de pH 4) beneficia la accidon antibacteriana de los macréfagos, ya que propicia la

vacuolizacién y lisis bacteriana. (Lavandera, 2011).



Las propiedades intrinsecas de la miel, como son: su alta osmolaridad, pH (entre 3,4 y 3,8), una
actividad de agua (Aw) baja, entre 0.56 y 0.62, el perdxido de hidrogeno (H,0:) producida por la
enzima glucosa oxidasa y la presencia de fitoquimicos relacionados al origen botanico de la miel,

son caracteristicas con propiedad inhibitoria para bacterias (Zamora et al., 2011).

1.1 Justificacion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la muerte por resistencia antimicrobiana puede
ascender a 10 millones para el afio 2050 (OMS, 2019). Dato alarmante que obliga a la busqueda
de nuevos antimicrobianos con potencial para la destruccién de biofilms.Los microorganismos
capaces de generar biofilms, generan un gran obstaculo para la medicina humana y animal a
nivel mundial debido al fracaso de la antibioterapia convencional. “Las infecciones por biofilms
crecen lentamente, en uno o mas lugares, y suelen ser lentas para producir sintomas clinicos
evidentes (Costertonet al, 1999) lo que genera fracasos en los tratamientos habituales. Las
bacterias clinicamente relevantes por ser formadoras de biofilms que presentan alta
patogenicidad se les conoce como ESKAPE, (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomona aeruginosa y Enterobacter spp.)

Rabin et al (2015), citado por (Araujo, 2019).

La evidencia de la susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la accidén bactericida de la miel de
abejas sin aguijon y su actividad inhibitoria contra Pseudomona aeruginosa (Zamora et al., 2018),
hacen de esta miel, un agente con elevado potencial terapéutico frente a pacientes con

infecciones resistentes a farmacos antibacterianos. (Zamora et al., 2011).

Adicional a la actividad antibacteriana, la capacidad de las mieles de abejas sin aguijon de inhibir
la formacién y destruir los biofilms; permite el ingreso de la antibioterapia en las bacterias
previamente protegidas. Esto es un descubrimiento sin precedentes; ya que son pocas las

alternativas para tratamiento de infecciones por biofilms (Zamora et al., 2017).

Las mieles de meliponas procedentes de Costa Rica han presentado efecto antimicrobiano igual
0 mayores al apdsito para heridas de miel de manuka, Medihoney®, asi como accién
inmunomoduladora (Zamora et al, 20152) con potencial la curacion de heridas al actuar sobre los

agentes que median en los procesos inflamatorios.



El estrés oxidativo produce mads radicales libres como especies reactivas de nitrégeno y la
activacion de mas células inflamatorias. La accidon de la miel de meliponinos promueve el

equilibrio en los procesos de oxidacién y reduccion (Zamora et al, 20152).

En Costa Rica, médicos veterinarios de clinicas privadas, asi como de instituciones de ensefianza
universitaria, han utilizado la miel de abejas sin aguijén en el tratamiento de patologias

oftdlmicas, como lesiones en piel, de la cual, se obtuvo mejoria notable (Calderdn et al.,2016).

En el Hospital de Especies Menores y Silvestres de la Universidad Nacional, se han tratado
pacientes con otitis, Ulceras por decubito, conjuntivitis bacteriana y Ulceras corneales mediante
la aplicacidn de estas mieles directamente en las lesiones, observando mejoria a los pocos dias

de iniciado el tratamiento.

Es debido a las actividades antimicrobianas, capacidades antioxidantes y efectos antibiofilms que
presentan la miel de abejas sin aguijon, que son sujeto de estudio para la formulacién de nuevos

productos, especificamente de uso veterinario, en la lucha contra la resistencia antibacteriana.

1.2 Objetivo General

Determinar el potencial antimicrobiano, antioxidante y antibiofilm de las mieles de Tetragonisca

angustula y Scaptotrigona pectoralis para la formulacién de un farmaco de uso veterinario.

1.3 Objetivos especificos

e Medir pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos de muestras de miel de Tetragonisca
angustula y Scapototrigona pectoralis para conocer la calidad de la miel.

e Cuantificar la capacidad antioxidante de las muestras de miel de Scaptotrigona pectoralis
y Tetragonisca angustula mediante la prueba ORAC para determinar el grado de
proteccion antioxidante.

e Medir los efectos antibiofilms de la miel de Scaptotrigona pectoralis y Tetragonisca

angustula para valorar su accién como farmacos contra la resistencia bacteriana.



2. MARCO TEORICO

En investigaciones previas se evalud la carga microbioldgica presente en 30 muestras de miel de
abejas sin aguijon. Los resultados indicaron que el 87% de las muestras tenia recuentos
bacterianos y de esporas iguales o menores a 1.0x10' UFC/g, ausencia de coliformes fecales y de

Clostridium botulinum (Zamora et al., 2011).

En el afio 2014, Zamora y colaboradores reportaron el andlisis de 65 muestras de mieles de
meliponinos, las cuales presentaron ausencia de coliformes totales, recuentos bacterianos bajos

(<1.0 x 10'UFC/gramo; EST de miel).

Se analizo por medio del ensayo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR siglas en inglés), la
presencia de Clostriduim botulinum, tipo A, B, E y F, serotipos responsables de ocasionar el
botulismo en el ser humano. De las 65 muestras analizadas, ninguna presento resultados

positivos a la presencia de esporas. (Zamora et al., 2014.)

La miel de meliponinos presenta actividad contra agentes bacterianos involucrados en retardar
el proceso de cicatrizacidon en pacientes con quemaduras y heridas, como Staphylococcus aureus

y Pseudomona aeruginosa (Zamora et al., 2014).

Estas mieles, exhiben propiedades inhibitorias sobre cepas de S.aureus y P. aeruginosa
resistentes a antibidticos; asi fue reportado por Zamora et al (2015°), al analizar 57 muestras de
miel de meliponinos, donde el 44% de las mieles fueron capaces de inhibir todas las cepas

resistentes a los antibidticos.

La actividad antimicrobiana presente en la miel de abejas sin aguijon es comparable con el
aposito de miel de Manuka conocido comercialmente como Medihoney®.El apésito Medihoney®
es considerado la Unica terapia antioxidante especificamente aprobado por la Administracion de

Drogas y Alimentos de los Estados Unidos para cicatrizacidon de heridas (Zamora et al., 20152).

En el afio 2015, se realizé la primera comparacion de la miel de abejas sin aguijén y Medihoney®
en sus capacidades antioxidantes y actividades inmunomoduladoras. La cual concluyo que las
mieles analizadas demostraron capacidades no estadisticamente diferentes de Medihoney’.

(zamora et al., 2015?).
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El estudio atribuyd a la eliminacion de radicales de oxigeno y a la inhibicidn de la enzima xantina
oxidasa la capacidad de las mieles de meliponinos de disminuir el proceso inflamatorio y de
promover el equilibrio en los procesos de oxidacidon y reducciéon (Zamora et al, 2015%). El
desbalance en estos procesos deriva en estrés oxidativo, dafio celular por los efectos de la

oxidacion y consecuente aparicidon de enfermedades. (Del Arenal et al., 2020).

En el 2017, Zamora y colaboradores encontraron en la miel de Tetragonisca angustula dos
moléculas capaces de interrumpir la integridad de la matriz de los biofilms (factores de
destruccién de biofilms de Tetragonisca angustula: (TABDF-1 y TABDF-2.), dejando expuestas las
bacterias persistentes a la accion de los antibidticos; a los cuales, previamente se presentd
resistencia. Este hallazgo es muy valioso, ya que no existen medicamentos para el tratamiento

concreto de los biofilms (Rabin et al., 2015).

Las investigaciones anteriormente mencionadas reportan en las mieles de meliponinos una baja
carga microbioldgica, ausencia de C. botulinum, actividad antimicrobiana de amplio espectro y
potencial antioxidante permiten valorar su utilizacion en el tratamiento de lesiones y

guemaduras (Zamora et al., 2014).
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3. MATERIALES Y METODOS

Revisidon bibliografica actualizada sobre las caracteristicas antibacterianas y antibiofilms de las

mieles de meliponinos.

3.1 Colecta de muestras

Las muestras de miel sujetas a analisis fueron de las especies Scaptotrigona pectoralis y
Tetragonisca angustula, procedentes de la provincia de Puntarenas, San Vito, Coto Brus. Las

muestras fueron adquiridas a través de la empresa Miel Dorada de la Bajura de Santa Cruz S.A.

Se empleo como referencia en los analisis,30 gramos del medicamento Veterinario Kruuse
Manuka G°. El cual, es un apdsito estéril para heridas; cuyo principio activo es 100% miel

procedente del arbusto Leptospermun scoparium (Manuka) de Nueva Zelanda.

Las muestras fueron almacenadas y analizadas en el Laboratorio de Microbiologia y Quimica

Medicinal del Centro de Investigaciones Apicolas Tropicales (CINAT) de la Universidad Nacional.

3.2 Formulaciones

Se crearon 11 formulaciones cuyos principios activos son mieles de Scaptotrigona pectoralis y/o

Tetragonisca angustula. Su composicion es confidencial.

3.3 Carga Microbiana

Se realizaron las pruebas de Recuento total aerobio, recuento total hongos y levaduras, Nimero
mas probable (NMP) de coliformes totales y coliformes fecales con E. coli como indicador y

determinacion de Salmonella sp. acorde a los métodos descritos por (Zamora et al., 2014).

11
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3.4 Parametros Fisicoquimicos

Las pruebas de humedad y densidad se realizaron segln el protocolo descrito en los Métodos

Armonizados de la Comisidn Internacional de la Miel (Bogdanov, 2009).

3.5 Actividad Antimicrobiana

La evaluacién de la actividad antimicrobiana de las muestras se realizd mediante ensayos de
concentracién minima inhibitoria (MIC) contra cepas ATCC (American Type Culture Collection) de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enteritidis (ATCC
13076), Pseudomas aeruginosa (ATCC 9027), Candida albicans (ATCC 10231) Staphylococcus

aureus (SA0074), acorde al método descrito por Zamora et al (2014).

3.6 Capacidad Antioxidante

La determinacién del valor ORAC y el contenido fendlico total mediante el reactivo de Folin-

Ciocalteu se realizo a partir de los procedimientos descritos por Zamora et al (2015?)

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las densidades de las muestras de miel de Tetragonisca angustula y Scaptotrigona pectoralis
presentaron valores muy similares. La determinacién de densidad permite la elaboracion de
soluciones comparables en concentracién (Zamora et al., 2014). Lo anterior, nos permitio crear
junto con otros agentes, formulaciones que sean comparables. Segin Zamora et al (2014), la
miel de Tetragonisca angustula presenta una humedad de 19.8 a 24.8 y la de Scaptotrigona
pectoralis de 24.2 a 26.0. Los resultados de humedad obtenidos para las muestras analizadas

fueron similares. (Ver tablal).
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Tabla 1. Densidad y Humedad de las mieles de Tetragonisca angustula y Scaptotrigona

pectoralis.
Especie Densidad(g/ml) Humedad (%)
+/-0.001 +/-0.2
Tetragonisca angustula 1.376 24.7
Scaptotrigonapectoralis 1.371 25.7

A partir de las mieles de Tetragonisca angustula y Scaptotrigona pectoralis se realizaron

formulaciones donde dichas mieles son los principios activos. A fin de evaluar los posibles riesgos

de fermentacion de las formulaciones iniciales, se realizaron ensayos de cargas microbiolégicas

(Ver Tabla 2).

Tabla 2. Recuentos microbianos para formulaciones.

Codigo de Recuento Recuento NMP Coliformes Determinacion de
formulaciones Total Total totales y fecales Salmonella
Aerobio Hongos y E. coli sp.
RTA Levaduras como indicador
(UFC/g) RTHyL
(UFC/g)
A 1,5x10? 7,0x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
B 9,5x10* 9,0x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
C 1,4x10? 5,5x10?2 <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
D 1,5x10? 1,5x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
E 6,0x10* 7,0x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)

13
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F 1,9 x102 1,5x 10° <3NPM/g;EST Ausencia en 25¢g
(Ausencia)
G 1,1 x10? 9,5x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
H 1,5x10? 1,3x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
| 1,1x10? 6,5x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
J 8,0x10* 1,5x10? <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
K 1,5 x10* 5x10* <3NPM/g;EST Ausencia en 25g
(Ausencia)
KrusseManuka Formulacién Estéril
G®
Medihoney® Formulacién Estéril

UFC/g: unidades formadoras de colonia por gramo, NMP: nimero mas probable.

Acorde a la Farmacopea Europea, las sustancias no estériles a emplearse con fines farmacéuticos
deben estar libres de patdgenos, reportar recuentos totales aerobios menores a 103UFC/g vy
recuentos totales de hongos y levaduras menores a 102UFC/g (European Directorate for the
Quality of Medicines and Health care, 2011). Las formulaciones presentaron recuentos
microbioldgicos favorables y en todas se evidencid la ausencia de coliformes totales y fecales, asi
como de Salmonella sp. Si bien la miel no es un medio estéril, se buscan mieles con cargas
microbianas bajas, ya que, al realizar las formulaciones, las cargas microbianas de los demas

constituyentes se suman en el producto final.
Es importante garantizar la ausencia en la miel de esporas de C. botulinum, ya que se considera

un factor limitante para su uso en heridas (Zamora et al., 2014) por el riesgo de ingreso al

organismo a través de la lesion y la consecuente liberacion de la toxina botulinica.

14
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Las esporas de C. botulinum germinan en ausencia de oxigeno, son termorresistente, crecen y
excretan neurotoxinas termolabiles (destruccion a 85 grados centigrados), los casos de botulismo
por transmision alimentaria guardan relacién con alimentos listos para consumo y empacados a
bajos niveles de oxigeno (Casado, 2018).La ausencia de C. botulinum en la miel de meliponinos
(Zamora et al., 2011; Zamora (2014)) le permite su empleo en la elaboracién de productos para

el tratamiento de heridas y quemaduras.

Zamora, (2014) plantea la hipdtesis de que la ausencia de esporas de C. botulinum se debe a la
alta biodiversidad de Costa Rica. Esto crea un ambiente microbiano competitivo que no ofrecen
las condiciones para el desarrollo de las esporas anaerdbicas en la miel. A pesar, de los reportes
favorables anteriores, es necesaria la evaluacion por PCR de la presencia de C. botulinum, debido

al uso que se le intenta dar a las presentes formulas.

Para el presente estudio, se compard la actividad inhibitoria de las férmulas antes mencionadas
con la miel de Kruuse Manuka G° de uso veterinario, asi como con el medicamento de uso
humano Medihoney®. La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se refiere a la concentracion
mas baja de un antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de un determinado

microorganismo (Ver tabla 3).

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI, mg/ml) de las formulaciones y los
medicamentos Kruuse Manuka G™ y Medihoney® contra cepas ATCC de microorganismos

relevantes en infecciones de quemaduras y heridas.

Cadigo de | Concentracién Minima Inhibitoria (mg/ml)

Formulaciones | S. aureus P. aeruginosa | E. coli S. enteritidis C. albicans
A 125 125 250 125 NI

B 62,5 125 250 62,5 NI

C 125 125 250 125 NI

D 62,5 62,5 250 62,5 NI

E 62,5 62,5 250 62,5 NI

F 125 250 250 250 NI

G 62,5 125 250 250 NI

H 62,5 125 250 250 NI

15
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I 62,5 125 250 125 NI
J 31,3 62,5 250 62,5 NI
K 62,5 62,5 125 62,5 NI
Porcentaje de | 73 91 0 73 0
formulaciones

mejores

que los

medicamentos

KrusseManuka | 125 250 250 250 NI
G®

Medihoney® 125 250 125 250 NI

NI: no se reporta inhibicidn bajos las condiciones de ensayo.

Los resultados nos permiten indicar que el efecto antimicrobiano de las formulaciones es de

amplio espectro, y ademas es igual 6 superior al medicamento de uso veterinario Kruuse Manuka

G’y el farmaco Medihoney®.

Actualmente, las infecciones causadas por cepas de Staphylococcus sp. productoras de biofilms

tienen elevada importancia clinica; ya que provocan periodos de tratamiento mas prolongados

con consecuente deterioro del paciente (Zamora et al., 2017). Esto se debe a la proteccién que

les brinda la matriz extracelular (biofilm), ya que protege a las bacterias de los mecanismos de

defensa inmunoldgica del huésped, asi como de los agentes antimicrobianos de rutina. Es por

ello, que en este estudio evaluamos los efectos de las formulaciones y los farmacos Kruuse

Manuka G° y Medihoney® sobre la cepa de Staphylococcus aureus (SA0074) productora de

biofilms. (ver tabla 4.)
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Tabla 4. Efectos de las formulaciones sobre una cepa de S. aureus formadora de biofilms

Efectos sobre Biofilm.
Caodigo de Concentracion | Inhibicién de la formacion Destruccidn del biofilm.
formulaciones Minima de biofilm.
Inhibitoria Concentracidn Inhibitoria Concentracidn Inhibitoria
(Cmi) Media (I1C50) Media (1C50)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
A 125 11,85 6
B 62,5 16,6 5,3
C 62,5 14 4,8
D 62,5 22,75 5,5
E 125 21,3 13,3
F 125 9,5 4,5
G 125 11,25 5,9
H 125 14,55 4
I 250 22,05 8,7
J 125 21,2 10,3
K 62,5 29,3 8,4
KruuseManukaG | 125 34,75 NO IC50
®
Medihoney® 250 55 NO IC50

NO IC50: No se reporta efecto anti-biofilm bajo condiciones de ensayo.

Los biofilms constituyen un obstaculo importante para la cicatrizacion de heridas debido al
mecanismo de sobrevivencia que exhiben. Este consiste en dos subpoblaciones bacterianas:
bacterias plancténicas o células libres que son sensibles a los mecanismos inmunitarios del
huésped, asi como a los antisépticos y antibidticos, y células sésiles que se encuentran
incrustadas en una sustancia polimérica extracelular, aisladas y protegidas de la accion de

defensa del sistema inmunolégico y la accidn de farmacos antibacterianos (Zamora et al.,2017).
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Aunque la inmunidad innata del huésped reconoce y reacciona contra la sustancia polimérica
extracelular del biofilm; los polimorfonucleares y leucocitos son incapaces de eliminar el biofilm
y las especies reactivas de oxigeno que se liberan en el medio intracelular, dafian el tejido y
perpetuan el proceso inflamatorio, lo que hace que los biofilms se comporten como reservorios

de infeccion (Zamora et al, 2017).

La capacidad de inhibicidn de la formacién de biofilm de S. aureus y la destruccidn de un biofilm
de S. aureus previamente establecido, demuestran que las formulaciones corroboran los
hallazgos descritos por Zamora et al (2017); donde se indica el potencial de la miel de
meliponinos para la investigacion y el desarrollo de nuevos productos para combatir la

resistencia antibacteriana.

Los resultados de nuestros andlisis permiten demostrar la accidn antibiofilm de las
formulaciones; al presentar capacidad de inhibir la formacién de biofilms a menor dosis que los

farmacos Kruuse ManukaG’ y Medihoney”.

La capacidad de destruccidn de biofilms es una propiedad intrinseca de la miel de Tetragonisca
angustula; la presencia de dos moléculas proteicas: factores de destruccion de biopeliculas de
Tetragonisca angustula: TABDF-1 y TABDF-2 son capaces de interrumpir la integridad de la
matriz del biofilms, ocasionando la destruccidon del mismo. (Zamora et al, 2017). Este es un
hallazgo sin precedentes, debido a que en promedio el 80% de las infecciones bacterianas

involucran biofilms (Zamora et al., 2017).

La resistencia antimicrobiana en el ambiente clinico se debe a la presencia de bacterias
formadoras de biofilms (Zamora et al.,, 2017). La capacidad de inhibicién y destruccion del
biofilms que presentan nuestras formulaciones, permite considerarlas como potenciales

innovaciones a aplicar en la lucha contra la resistencia bacteriana.

Adicional a la contaminacidn bacteriana en una herida, otro obstaculo que enfrenta la curacidn

es el proceso inflamatorio (Senet, 2008), el cual puede retardar y dificultar la cicatrizacion.
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En la cicatrizacién de heridas media una fase inflamatoria, donde los polimorfonucleares fluyen a
la herida para fagocitar y destruir agentes nocivos, por ello son considerados la primera linea de

defensa celular innata (Zamora et al., 20152).

Los microorganismos fagocitados y opsonizados quedaran envueltos en vacuolas, donde el
proceso oxidativo genera especies radicales de oxigeno (ERO) que destruirdn a los
microorganismos, para finalmente, ser digeridos por enzimas proteoliticas (Zamora et al, 20152).
Desequilibrios en este proceso, generan liberacién excesiva de especies radicales de oxigeno que
lesionan macromoléculas como son proteinas y material genético (Acido Desoxirribonucleico:
ADN), lo que ocasiona el proceso llamado estrés oxidativo, el cual, genera mas radicales libres
como especies reactivas de nitréogeno y se activaran mas células inflamatorias que perpetdan la
inflamacién y por lo tanto, el retraso en la cicatrizacién de una lesién. Se buscan sustancias
biolégicas que contrarresten el estrés oxidativo, al restaurar la homeostasis redox y atrapar los
radicales libres de oxigeno y, en consecuencia, mejorar la cicatrizacién de herida (Zamora et al.,,

20157%).

Mediante el andlisis de valor ORAC de las fdrmulas, pudimos evaluar su capacidad de atrapar los
radicales libres de oxigeno, lo cual permite determinar la capacidad antioxidante in vitro. Entre
mas elevado sea el valor del ORAC, mayor es la capacidad antioxidante de la formulacién. La
presencia de compuestos fendlicos en la miel estd relacionada con su capacidad reductora y
antioxidante, por lo que medimos contenido de fendlicos totales de las once formulaciones y los

farmacos de uso veterinario Krusse Manuka G’ y Medihoney® de uso humano (ver tabla 5).

Tabla 5. Capacidad antioxidante de las formulas en estudio: Contenido fendlico total y valor

ORAC.
Cadigo de Contenido sD Valor ORAC SD
Formulaciones Fendlicos Total

(umol TE/100g)
(Mg GAE/mg)

A 0,79 0,05 433 76

B 0,59 0,08 357 33
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C 0,59 0,05 427 76

D 0,59 0,05 323 69

E 0,63 0,07 296 81

F 0,6 0,06 487 88

G 0,73 0,16 471 83

H 0,68 0,05 457 79

[ 0,66 0,07 415 71

J 0,57 0,03 400 55

K 0,56 0,08 316 67

KruuseManuka G® 2,28 0,13 1249 102
Medihoney® 1,56 0 970 0

Los resultados de nuestro analisis reportan similitud en las capacidades antioxidantes de las

formulas estudiadas. Lo anterior, debido a que todos los resultados de valor ORAC y de

contenido fendlico total se encuentran en el mismo dmbito. Este resultado demuestra que es

posible la estandarizacién de la capacidad antioxidante de férmulas que emplean mieles como

principio activo.

De las once formulaciones se eligieron dos candidatos, las cuales, cumplian con criterios de

idoneidad. Las formulas debian cumplir con los siguientes parametros:
a) Baja carga microbioldgica.

b) Potente efecto antimicrobiano y de amplio espectro.

c¢) Efecto antimicrobiano contra una cepa productora de biofilms, asi como efecto

inhibitorio sobre la formacién de biofilms y la capacidad de destruccién de biofilms

previamente formados.

Segun los anteriores criterios, se seleccionaron las férmulas By C. (Ver tabla 6).
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Tabla 6. Parametros de seleccidn de los candidatos B y C, para el desarrollo de un producto de

uso veterinaria en la curacidon de quemaduras y heridas.

BIOFILNS | BIOFILVS | BIOFILMS
MC | MC | MC | MC | MC | MC | I | 1%
Formulacion|  RTA | RTHyL | S.awreus [P.aeruginosa| Ecoll |S.entertidis| Calbicans | SAUOT4 | BF B
B 9500 | 90d | 05 | 5 | B By | N BY | Wb | 53
C [t )5mn| | B | &% B NS | W] 48

MIC: Minima Concentracion Inhibitoria, RTA: Recuento total aerdbico, RTHyL: Recuento total

Hongos vy Levaduras, SA0074: cepa ATCC (American Type Culture Collection) de
Staphylococcusaureus0074, IC50: Concentracion inhibitoria Media, BF: Inhibicién de la formacién

de biofilms, BD: Destruccién del biofilms.

Las formulaciones B y C presentaron un recuento microbiolégico 6ptimo segun los criterios de la
Farmacopea Europea. Ademads, reportan ausencia de microorganismos patégenos como E. coli y
Salmonella sp. Los siguientes criterios de seleccidn fueron el espectro antimicrobiano y sus
efectos antibiofilm. Ambos criterios se evaluaron a la vez. Este proceso llevo a los candidatos

Optimos segln el presente estudio.

21



22

5. CONCLUSIONES

m Las féormulas analizadas demuestran ser candidatas muy valiosas en la formulacién de

nuevos productos de uso veterinario en la lucha contra la resistencia antibacteriana.

m Un amplio espectro de accidon antimicrobiano y una baja carga microbioldgica son
fundamentales en agentes tépicos cuya finalidad sea el favorecer el proceso de curacién de

una herida.

m Las formulaciones presentaron recuentos microbioldgicos favorables y en todas se evidencio

la ausencia de coliformes totales y fecales, asi como de Salmonella sp.

m  En los diferentes analisis se compard las propiedades de Medihoney® y Krusse Manuka G°
con las formulaciones. En espectro antibacteriano y actividad contra biofilms las férmulas

superaron a los fdrmacos mencionados.

m La base de estos nuevos desarrollos es brindar opciones de agentes topicos que combatan la
resistencia antibacteriana. Las formulaciones demuestran la capacidad de inhibir el

crecimiento y destruccién de los biofilms.

m  En féormulas que utilizan miel como principio activo, es posible la estandarizacion de la

capacidad antioxidante.

m Las formulas denominadas en este estudio B y C, demostraron idoneidad para ser
consideradas potenciales farmacos de uso veterinario en la lucha contra la resistencia
antibacteriana; al tener un amplio espectro antibacteriano de accidn y presentar una menor

dosis efecto para inhibicion del crecimiento y destruccidn de la membrana del biofilms.
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6. RECOMENDACIONES

m  Garantizar la ausencia de esporas de Clostridium botulinum mediante la irradiacién por
rayos gamma., lo cual, permitird la esterilidad del medicamento y alargar su vida en

anaquel.

m  Realizar pruebas de Minima Concentracion Inhibitoria (MIC)contra cepas antibidtico-

resistentes de nivel comunitario en especies domésticas.

m  Previo al registro de un medicamento, se debe registrar el laboratorio fabricante o
drogueria en la direccion de medicamentos del Servio de Salud Animal (SENASA). El
laboratorio debe contar con el certificado de Buenas Practicas de Manufactura de
Medicamentos Veterinarios, segin Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)

65.05.51:08 para medicamentos veterinarios y productos afines.
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