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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como finalidad evaluar la actividad antibiofilm de la bromelina
en estado libre frente a cepas de Enterococcus faecalis, mediante un estudio experimental in
vitro. El trabajo se desarroll6 bajo un enfoque cuantitativo, de nivel explicativo y con disefio
experimental. Para ello, se analizaron diez concentraciones seriadas de bromelina,
comprendidas entre 0.12 y 25 ug/mL, frente a una cepa estandar de Enterococcus faecalis
(ATCC 29212). Como controles se utilizaron Bacitracina al 1 %, en calidad de control positivo,
y agua destilada como control negativo. La medicion de la biomasa del biofilm se efectud
mediante el método de microdilucion en placa de 96 pocillos, aplicando tinciéon con azul de
bromofenol al 1 % y lectura espectrofotométrica de densidad dptica a 580 nm en un lector de
microplacas BIORAD PR-4100. Para el procesamiento estadistico se emplearon las pruebas de
Shapiro-Wilk y Levene con el propoésito de verificar supuestos; posteriormente, debido a la
ausencia de normalidad en los datos, se aplicaron las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis
y U de Mann-Whitney. Los resultados mostraron que el control positivo con Bacitracina
presento elevada dispersion, con una media de absorbancia de 0.245 + 0.108 y valores atipicos
significativos que llegaron a 0.492 unidades. Por el contrario, la bromelina evidencié un
comportamiento farmacodinamico mas estable y reproducible. En particular, las microdosis de
1.04 pg/mL y 3.12 pg/mL conservaron la densidad optica en valores basales (DO = 0.123),
evitando el incremento exponencial de la biomasa sin signos aparentes de citotoxicidad. La
curva dosis-respuesta mostr6 un comportamiento no monotonico, en el cual las concentraciones
superiores no produjeron erradicacion total, sino una estabilizacion estructural del biofilm. Se
concluye que la bromelina en estado libre, a microconcentraciones, no se comporta como un
agente de eliminacion inmediata, sino como un modulador biol6gico con capacidad para
estabilizar y contener el crecimiento del biofilm de E. faecalis, mostrando mayor predictibilidad

que el antibidtico convencional y posible utilidad como coadyuvante en terapias endoddnticas.

Palabras clave: Bromelina, Enterococcus faecalis, endodoncia.



ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the antibiofilm activity of free-state bromelain against
Enterococcus faecalis strains through an in vitro experimental study. The investigation followed
a quantitative approach, with an explanatory level and an experimental design. Ten serial
concentrations of bromelain, ranging from 0.12 to 25 pg/mL, were tested against a standard
Enterococcus faecalis strain (ATCC 29212). Bacitracin 1 % was used as the positive control,
while distilled water was used as the negative control. Biofilm biomass was quantified through
the 96-well plate microdilution method, using bromophenol blue 1 % staining and
spectrophotometric optical density reading at 580 nm with a BIORAD PR-4100 microplate
reader. Statistical processing included Shapiro-Wilk and Levene tests to assess assumptions;
subsequently, because the data did not follow a normal distribution, the non-parametric
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were applied. The findings showed that the positive
control group treated with Bacitracin had high variability, with a mean absorbance of 0.245 +
0.108 and significant outliers reaching 0.492 units. In contrast, bromelain displayed a more
stable and reproducible pharmacodynamic pattern. Specifically, the microdoses of 1.04 pg/mL
and 3.12 pg/mL kept optical density at basal values (OD = 0.123), preventing exponential
biomass increase without apparent cytotoxicity. The dose-response curve showed a non-
monotonic behavior, in which the highest concentrations did not produce complete eradication
but rather structural stabilization of the biofilm. It is concluded that free-state bromelain, at
microconcentrations, does not act as an immediate eradication agent, but as a biological
modulator capable of stabilizing and containing E. faecalis biofilm growth, with greater
predictability than the conventional antibiotic and potential usefulness as an adjuvant in

endodontic therapies.

Keywords: Bromelain, Enterococcus faecalis, endodontics.
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INTRODUCCION

Las infecciones endoddnticas contintan siendo un problema relevante dentro de la practica
odontoldgica, principalmente por la complejidad del sistema de conductos radiculares y por la
capacidad de determinados microorganismos para mantenerse viables aun después de los
procedimientos de limpieza, conformacion e irrigacion. Cuando la carga bacteriana no es
eliminada por completo, el prondstico del tratamiento puede verse comprometido y existe

mayor posibilidad de persistencia o recurrencia de lesiones periapicales.

Entre los microorganismos asociados con el fracaso del tratamiento endoddntico, Enterococcus
faecalis destaca por su capacidad de adaptacion y resistencia. Esta bacteria puede tolerar
condiciones desfavorables, penetrar en los tbulos dentinarios y organizarse en forma de
biofilm. Dichas comunidades microbianas se encuentran rodeadas por una matriz extracelular
que les proporciona proteccién frente a los agentes antimicrobianos, lo que dificulta la

reduccion total de la carga bacteriana durante la terapia endododntica (1).

Los irrigantes utilizados con mayor frecuencia, como el hipoclorito de sodio y la clorhexidina,
han demostrado eficacia para disminuir microorganismos presentes en los conductos
radiculares. No obstante, su accion puede verse limitada en ciertas condiciones, especialmente
cuando existen biofilms maduros, zonas anatomicas de dificil acceso o restricciones
relacionadas con la biocompatibilidad. Ademas, algunos de estos agentes pueden presentar
efectos indeseables sobre los tejidos, lo que motiva la busqueda de alternativas que combinen

actividad antimicrobiana con un perfil mas favorable de seguridad bioldgica.

Dentro de estas alternativas, la bromelina representa una sustancia de interés por su origen
natural y por su actividad proteolitica. Esta enzima, obtenida principalmente de la pifia (Ananas
comosus), ha sido relacionada con propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y
degradadoras de componentes proteicos. Considerando que la matriz del biofilm contiene
sustancias polimericas extracelulares, como proteinas y polisacaridos, la bromelina podria
participar en la alteracion de dicha estructura y favorecer el control de la organizacion

bacteriana (2).

En ese contexto, la presente investigacion busca evaluar la actividad antibiofilm de la bromelina
en estado libre frente a cepas de Enterococcus faecalis. Con ello se pretende aportar evidencia

experimental sobre su posible utilidad como alternativa o coadyuvante en los protocolos de



desinfeccion endododntica, especialmente en situaciones donde la persistencia bacteriana
representa un desafio para el éxito del tratamiento.



CAPITULOI:
PLANTEAMIENTO TEORICO



Determinacion del problema

El tratamiento endoddntico busca controlar y eliminar los microorganismos presentes en
el sistema de conductos radiculares, asi como evitar que se produzca una nueva
contaminacion después de la terapia. A pesar de ello, en la practica clinica todavia se
presentan casos de fracaso asociados a infecciones persistentes. Esta situacion ocurre, en
parte, porque ciertos microorganismos pueden mantenerse en areas de dificil acceso, como
tubulos dentinarios, conductos laterales, istmos, ramificaciones apicales y otras
irregularidades anatomicas. Por esta razén, la eficacia del tratamiento no depende
Unicamente de la instrumentacion mecénica, sino también de la capacidad antimicrobiana

de las sustancias empleadas durante la desinfeccion.

Dentro de los microorganismos que se relacionan con infecciones endodonticas
persistentes, Enterococcus faecalis adquiere especial relevancia. Esta bacteria puede
sobrevivir en ambientes desfavorables, resistir limitaciones nutricionales y adherirse a las
superficies dentinarias del conducto radicular. Ademas, posee la capacidad de organizarse
en biofilm, condicién que incrementa su resistencia frente a irrigantes, medicamentos
intraconducto y mecanismos defensivos del huésped. Por ello, su presencia constituye un
problema importante en dientes con infecciones persistentes o con tratamientos

endoddnticos previos.

Los biofilms bacterianos se caracterizan por presentar una matriz extracelular que protege
a las bacterias y dificulta el ingreso de los agentes antimicrobianos. Esta matriz funciona
como una barrera estructural y quimica, lo que puede reducir la efectividad de sustancias
usadas habitualmente en endodoncia, como el hipoclorito de sodio y la clorhexidina.
Aunque estos irrigantes cumplen un papel importante en la reduccién microbiana, su accion
puede ser insuficiente frente a biofilms maduros o localizados en zonas anatémicas
complejas. Ademas, se han descrito limitaciones vinculadas con toxicidad tisular,

alteraciones dentinarias y necesidad de opciones con mayor biocompatibilidad.

Ante esta problematica, resulta pertinente estudiar compuestos de origen natural que
puedan contribuir al control de la biopelicula bacteriana. La bromelina, enzima proteolitica
obtenida principalmente de Ananas comosus, ha despertado interés por su capacidad para
degradar componentes proteicos. Esta caracteristica permite plantear que podria actuar

sobre elementos estructurales de la matriz del biofilm y, con ello, favorecer la



desorganizacion o contencion de la comunidad bacteriana. Sin embargo, ain es necesario
evaluar experimentalmente su comportamiento frente a cepas de Enterococcus faecalis,

especialmente cuando se utiliza en estado libre y bajo concentraciones definidas.

En consecuencia, el problema de investigacion se centra en determinar si la bromelina en
estado libre presenta actividad antibiofilm frente a cepas de Enterococcus faecalis. La
evaluacion de esta actividad permitira establecer si dicha enzima puede ser considerada
una alternativa o un coadyuvante potencial dentro de los protocolos de desinfeccion
endoddntica. De esta manera, el estudio busca aportar evidencia experimental que
contribuya al desarrollo de futuras estrategias orientadas al control de infecciones
endodonticas persistentes.

Pregunta de investigacion

¢Cual es la actividad antibiofilm de la bromelina en estado libre frente a cepas de

Enterococcus faecalis?.
Justificacion

La presente investigacion posee relevancia cientifica porque aborda un problema vigente
en endodoncia: la permanencia de microorganismos capaces de formar biofilms dentro del
sistema de conductos radiculares. Entre estos microorganismos, Enterococcus faecalis
destaca por su resistencia, su capacidad de adherencia a la dentina y su participacion en
infecciones asociadas al fracaso del tratamiento endodéntico. Frente a este escenario,
resulta necesario estudiar nuevas sustancias que puedan contribuir al control de la

biopelicula bacteriana y ampliar las posibilidades terapéuticas disponibles.

En este marco, la bromelina constituye una alternativa de interés debido a su naturaleza
enzimatica y a su posible accion sobre componentes proteicos de la matriz extracelular del
biofilm. Analizar su actividad antibiofilm en estado libre frente a cepas de Enterococcus
faecalis permitird generar evidencia experimental sobre una sustancia natural con potencial
aplicacion en odontologia. Asimismo, los hallazgos podrian servir como punto de partida
para investigaciones posteriores orientadas al disefio de agentes coadyuvantes en la

desinfeccion endoddntica.

Desde una perspectiva social, el éxito del tratamiento endodontico tiene importancia

porque permite conservar las piezas dentarias naturales y preservar funciones esenciales



como la masticacion, la fonacion y la estética. Cuando una infeccion persiste o el
tratamiento fracasa, el paciente puede presentar dolor, lesiones periapicales, necesidad de
retratamiento, procedimientos quirdrgicos o incluso pérdida dentaria. Estas consecuencias

afectan el bienestar general y pueden comprometer la calidad de vida.

Por ello, estudiar sustancias que puedan mejorar el control bacteriano dentro del sistema
de conductos radiculares resulta relevante para la practica odontoldgica. Si la bromelina
demuestra actividad antibiofilm frente a Enterococcus faecalis, podria considerarse en el
futuro como una opcion complementaria dentro de protocolos orientados a reforzar la
desinfeccion y disminuir las limitaciones asociadas a ciertos agentes quimicos

convencionales.

La investigacion también posee relevancia econdmica, ya que los fracasos endoddnticos
suelen generar mayores gastos para los pacientes y para los servicios odontoldgicos. Los
retratamientos, cirugias periapicales y alternativas rehabilitadoras demandan més tiempo
clinico y recursos adicionales. En ese sentido, fortalecer las estrategias de control
microbiano podria contribuir indirectamente a reducir la necesidad de procedimientos

posteriores.

Finalmente, la bromelina, por ser una enzima de origen natural, representa una posibilidad
interesante para el desarrollo de productos odontoldgicos accesibles y potencialmente
biocompatibles. Si los resultados evidencian una accion favorable sobre el biofilm, el
estudio podra orientar futuras investigaciones destinadas a formular alternativas

coadyuvantes de menor toxicidad relativa para la terapia endodéntica.
Objetivo

Evaluar la actividad antibiofilm de la bromelina en estado libre frente a cepas de

Enterococcus faecalis, mediante un estudio experimental in vitro, Arequipa, 2025.



5.

Marco Conceptual y Antecedentes Investigativos
5.1. Marco Conceptual

5.1.1. Anatomia del sistema de conductos radiculares y sus implicancias

clinicas.

El sistema de conductos radiculares (SCR) no puede entenderse como una
estructura simple, recta o uniforme. Por el contrario, constituye una red
interna compleja, variable y tridimensional, cuya morfologia puede cambiar
segun la pieza dentaria, la edad del paciente y las condiciones anatdmicas
particulares. Los estudios morfoldgicos realizados mediante microtomografia
computarizada y técnicas de diafanizacion han demostrado que el interior
radicular presenta multiples accidentes anatémicos, como conductos
laterales, conductos accesorios, conductos secundarios, interconductos,

deltas apicales y zonas de reabsorcion interna.

Esta complejidad anatomica tiene consecuencias directas en la terapia
endoddntica. Aunque la instrumentacion manual y rotatoria permite
conformar el conducto principal, su accion se concentra principalmente en las
paredes accesibles del trayecto radicular. Por ello, una parte importante del
sistema permanece fuera del contacto directo de los instrumentos. Incluso con
técnicas modernas de preparacion biomecanica, se ha sefialado que mas del
35% de las paredes del conducto radicular pueden quedar sin instrumentarse

al finalizar el procedimiento.

Las zonas no alcanzadas por la instrumentacion, como istmos,
ramificaciones, irregularidades y areas apicales estrechas, pueden convertirse
en espacios de retencion para restos de tejido pulpar necrético, detritos
organicos y colonias bacterianas. En estos lugares, los microorganismos
pueden permanecer protegidos de la accion mecanica directa. Por esta razon,
la desinfeccion efectiva del SCR depende en gran medida de la accion
quimica de los irrigantes, de su capacidad de penetracién, de su flujo dentro
del sistema y de su contacto con las areas anatdmicas complejas. Sin

embargo, dicha accion puede verse limitada por factores como la tension



5.1.2.

superficial del irrigante, la estrechez del tercio apical y la geometria irregular
del conducto (7,8).

Microbiologia de las infecciones endoddnticas

En condiciones normales, la cavidad pulpar se mantiene libre de
microorganismos. No obstante, cuando se produce una ruptura de las barreras
protectoras del diente, ya sea por caries profunda, traumatismos, filtracion
restauradora o procedimientos odontologicos, 1os microorganismos pueden
ingresar al espacio pulpar y establecer un proceso infeccioso. La microbiota
presente en el conducto radicular no es estatica, sino que varia segun el
tiempo de evolucidn, la disponibilidad de nutrientes, el estado del tejido

pulpar y la existencia o no de tratamiento endodontico previo.

En las infecciones primarias, propias de dientes que no han recibido
tratamiento endoddntico, suele predominar una microbiota mixta,
polimicrobiana y principalmente anaerobia. En este escenario, géneros como
Prevotella, Porphyromonas y Fusobacterium pueden encontrar condiciones
favorables para su desarrollo, debido a la presencia de tejido necrético,
fluidos tisulares y nutrientes disponibles dentro del conducto. Este tipo de
infeccion se caracteriza por una mayor diversidad bacteriana y por la

participacion simultanea de diferentes especies microbianas (9).

La situacion cambia en dientes con fracaso endodontico o con infeccion
secundaria o persistente. En estos casos, el ambiente intrarradicular suele ser
mas desfavorable para muchas bacterias, debido a la escasez de nutrientes, la
presencia de materiales de obturacion, restos de medicamentos intraconducto
y residuos de sustancias antimicrobianas utilizadas previamente. Estas
condiciones generan una presion selectiva que reduce la diversidad
microbiana y favorece la permanencia de microorganismos con mayor
capacidad de adaptacion. Como consecuencia, las infecciones persistentes
suelen presentar una microbiota menos diversa, con predominio de especies
capaces de resistir condiciones ambientales extremas. En este contexto
adquieren importancia los cocos Gram positivos anaerobios facultativos,

entre los cuales Enterococcus faecalis se reconoce como una especie de alta
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relevancia clinica. Su capacidad para sobrevivir en el sistema de conductos
radiculares y participar en infecciones resistentes al tratamiento convencional

explica su frecuente asociacion con casos de fracaso endodontico (10).
Enterococcus faecalis: caracteristicas y factores de virulencia

Enterococcus faecalis es una bacteria que forma parte de la microbiota
comensal del tracto gastrointestinal humano. Sin embargo, cuando se
encuentra en el ambiente endodontico puede comportarse como un patdégeno
oportunista con importante capacidad de persistencia. Su presencia ha sido
reportada con frecuencia en casos de periodontitis apical persistente y en
retratamientos endodénticos, lo que evidencia su relevancia en infecciones

que no responden adecuadamente a la terapia convencional.

La capacidad de E. faecalis para mantenerse en el conducto radicular se
relaciona con diversos factores de virulencia y mecanismos de adaptacion.
Uno de los méas importantes es su habilidad para resistir condiciones alcalinas.
Esta bacteria posee mecanismos de regulacion del pH intracelular, entre ellos
la bomba de protones, que le permite expulsar iones H+ hacia el exterior y
conservar condiciones internas compatibles con su supervivencia. Gracias a
este mecanismo, puede tolerar ambientes fuertemente alcalinos, como los
generados por el hidroxido de calcio, medicacion intraconducto que puede
alcanzar valores de pH de 11.5 o superiores, generalmente letales para

muchas bacterias endodonticas.

Otro rasgo relevante es su capacidad para entrar en un estado viable pero no
cultivable (WVBNC). Cuando las condiciones nutricionales son desfavorables,
E. faecalis puede reducir su actividad metabdlica, detener su division y
conservar su integridad celular durante periodos prolongados. Este estado le
permite permanecer latente dentro del sistema de conductos radiculares y
recuperar su actividad cuando reaparecen fuentes de nutrientes, como ocurre

ante filtracidn coronal o presencia de fluidos periapicales.

Ademas, E. faecalis cuenta con proteinas de superficie que favorecen su
adhesion a la dentina radicular. Entre ellas se encuentra Ace, una adhesina

con afinidad por el colageno, especialmente por el colageno tipo | presente
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en la dentina. Esta union facilita el contacto inicial con la superficie dentinaria
y contribuye a la colonizacion estable del conducto. La adhesion bacteriana
constituye una etapa fundamental para la formacion posterior de biofilm y
para la persistencia del microorganismo dentro del ambiente endoddntico
(12).

El biofilm como estrategia de supervivencia

Durante mucho tiempo, el estudio microbioldgico se concentrd en bacterias
en estado planctonico, es decir, células libres suspendidas en medios liquidos.
Sin embargo, actualmente se reconoce que, en los ambientes naturales y en
muchos procesos infecciosos, las bacterias suelen organizarse en
comunidades adheridas a superficies. Estas comunidades reciben el nombre
de biofilms y representan una forma de crecimiento mas resistente,

organizada y adaptada a condiciones adversas.

Un biofilm no corresponde a una acumulacion desordenada de bacterias. Se
trata de una comunidad microbiana sésil, estructurada y unida de manera
estable a una superficie bidtica o abidtica. Sus células se encuentran rodeadas
por una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) producida por
los propios microorganismos. Esta matriz cumple funciones de soporte,
proteccidén y comunicacion, permitiendo que las bacterias resistan la accion
de fuerzas mecanicas, la respuesta inmune y distintos tipos de estrés
ambiental (12).

El paso de una bacteria plancténica a una bacteria organizada en biofilm
implica cambios importantes en su comportamiento bioldgico. Esta transicion
no solo modifica su forma de adherirse a una superficie, sino también su
expresion genética, su metabolismo, su capacidad de comunicacion y su
tolerancia a los antimicrobianos. En el caso de Enterococcus faecalis, la
formacion de biofilm favorece la activacion de genes vinculados con
adhesinas, produccion de matriz extracelular y mecanismos de proteccion
comunitaria. Por esta razén, el biofilm representa una estrategia de

supervivencia especialmente relevante en endodoncia, ya que aumenta su

10



5.15.

capacidad de persistir dentro del sistema de conductos radiculares y reduce la

efectividad de los agentes antimicrobianos convencionales (13).

Etapas de la formacién del biofilm en endodoncia

La colonizacion del sistema de conductos radiculares por Enterococcus

faecalis no ocurre de manera inmediata ni desordenada, sino a través de un

proceso progresivo que permite a la bacteria adherirse, organizarse,

protegerse y, finalmente, diseminarse hacia nuevas zonas. En el contexto

endododntico, este proceso puede comprenderse mediante cuatro fases

principales:

'

2.

Adhesidon reversible: esta fase inicial se produce cuando las bacterias
planctonicas entran en contacto con la superficie dentinaria. Antes de la
unién estable, puede formarse sobre la dentina una pelicula adquirida
constituida por glicoproteinas provenientes de fluidos tisulares o saliva.
Las bacterias se aproximan a esta superficie por interacciones fisicas
débiles, como fuerzas de Van der Waals y fuerzas electrostaticas. En este
momento, la union todavia no es definitiva, por lo que las células
bacterianas pueden desprenderse con relativa facilidad mediante el flujo

de fluidos o por accién de una irrigacion simple.

Adhesion irreversible: si las bacterias no son eliminadas durante la etapa
inicial, comienzan a fijarse de manera mas estable a la dentina mediante
estructuras especificas de superficie. Enterococcus faecalis utiliza
moléculas de adhesidn, entre ellas la proteina de unién al colageno (Ace)
y el antigeno de superficie enterocdcica (Esp). Estas estructuras favorecen
la union con el colageno tipo | presente en la dentina radicular, haciendo
que la adhesion sea mas firme y menos susceptible al arrastre mecanico o

al lavado convencional (13).

Maduracion y desarrollo de la arquitectura: después de la fijacion estable,
las bacterias se multiplican y empiezan a producir activamente sustancias
poliméricas extracelulares. La biopelicula aumenta su espesor y adquiere
una organizacion tridimensional mas compleja. En esta etapa se forman

canales de agua que separan zonas de la estructura y facilitan el transporte
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de nutrientes y oxigeno hacia capas internas, ademas de permitir la
eliminacion de productos metabdlicos. Esta arquitectura favorece la
supervivencia del biofilm y su capacidad de resistir condiciones adversas
(13).

4. Dispersion: en la fase final, cuando el biofilm alcanza un grado avanzado
de maduracion o cuando la disponibilidad de nutrientes disminuye,
algunas bacterias ubicadas en la superficie pueden recuperar movilidad.
Para ello, se liberan enzimas capaces de degradar parcialmente la matriz
extracelular, lo que permite el desprendimiento de células planctonicas.
Estas células pueden desplazarse hacia otras zonas del conducto radicular
o alcanzar tejidos periapicales, contribuyendo a la continuidad de la

infeccion y a su comportamiento crénico (13).
5.1.6. La matriz extracelular (EPS): la fortaleza bacteriana

La matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) constituye el
componente predominante del biofilm. Se estima que representa cerca del
85% de su volumen total, mientras que las células bacterianas conforman
aproximadamente el 15% restante. Esta matriz posee una composicion
quimica compleja, integrada por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos,
como el ADN extracelular, y lipidos, elementos que en conjunto otorgan

estabilidad estructural y proteccién a la comunidad bacteriana (14).

En el ambiente endodontico, la EPS cumple una funcién esencial de defensa.
Su presencia dificulta el ingreso de los agentes antimicrobianos hacia las
capas profundas del biofilm, actuando como una barrera fisica y quimica. De
esta manera, un irrigante con elevada capacidad antimicrobiana, como el
hipoclorito de sodio, puede perder parte de su eficacia al interactuar primero
con las capas externas de la matriz, antes de alcanzar a las bacterias situadas

en zonas internas o basales de la biopelicula.

Ademas de su funcion de barrera, la matriz extracelular contribuye a
mantener condiciones favorables para la supervivencia bacteriana. Retiene
agua, protege frente a la desecacion y puede capturar nutrientes del medio

externo, funcionando como una reserva util en periodos de escasez. Esta
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capacidad de sostén convierte a la EPS en un componente decisivo para la
persistencia del biofilm dentro del sistema de conductos radiculares.

La bromelina adquiere interés dentro de este contexto debido a su actividad
proteolitica. Al tener capacidad para degradar proteinas, podria actuar sobre
el componente proteico de la matriz extracelular y debilitar parte de su
organizacion. Esta posible accion permitiria plantear que la enzima no solo
afectaria a las bacterias de manera directa, sino también a la estructura que
las protege, favoreciendo la desorganizacion del biofilm y aumentando la

susceptibilidad de la comunidad bacteriana (14).
Comunicacion bacteriana: quorum sensing

La supervivencia del biofilm de Enterococcus faecalis no depende
Unicamente de la adhesion y de la matriz extracelular. También se relaciona
con la capacidad de las bacterias para coordinar su comportamiento mediante
sistemas de comunicacién quimica. Uno de los mecanismos mas importantes
es el quorum sensing o deteccion de quérum, mediante el cual las bacterias

liberan y reconocen moléculas sefializadoras denominadas autoinductores.

Este sistema permite que la comunidad bacteriana detecte su propia densidad
poblacional. A medida que aumenta el numero de células, también se
incrementa la concentracion de moléculas sefializadoras en el entorno.
Cuando dichas moléculas alcanzan un umbral determinado, se activa una
respuesta genética colectiva que modifica el comportamiento del biofilm. De
esta forma, las bacterias dejan de actuar como ceélulas aisladas y pasan a

comportarse como una comunidad organizada.

En Enterococcus faecalis, el quorum sensing se vincula con la regulacién de
factores de virulencia relevantes. Entre ellos destaca la gelatinasa (GelE), una
enzima relacionada tanto con el dafio tisular como con la formacion y
maduracion del biofilm. La expresion coordinada de estos factores favorece
la estabilidad de la biopelicula y aumenta su capacidad de persistencia dentro

del sistema de conductos radiculares.
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Por esta razon, interferir con la comunicacion bacteriana constituye una
estrategia de interés frente a infecciones asociadas a biofilm. Si una
comunidad bacteriana pierde la capacidad de coordinar su comportamiento
colectivo, su organizacion defensiva puede debilitarse. En consecuencia, el
biofilm podria volverse menos resistente y méas susceptible a la accion de

agentes antimicrobianos o sustancias coadyuvantes (15).
Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

La resistencia de los biofilms frente a antibidticos e irrigantes endodonticos
responde a varios mecanismos simultaneos. No se explica Unicamente por
mutaciones genéticas, sino también por condiciones estructurales,
fisiolégicas y fenotipicas propias de la vida en comunidad. Entre los

mecanismos mas importantes se encuentran los siguientes:

e Barrera de difusion: la matriz EPS limita el avance de los agentes
antimicrobianos hacia el interior del biofilm. Esta barrera puede retardar
la llegada del irrigante a las capas profundas y reducir su concentracion
efectiva antes de que entre en contacto con todas las bacterias protegidas

por la biopelicula.

e Gradientes fisioldgicos: dentro del biofilm no todas las bacterias se
encuentran en las mismas condiciones. Existen microambientes con
variaciones de pH, disponibilidad de oxigeno y acceso a nutrientes. Las
bacterias localizadas en zonas profundas suelen presentar un
metabolismo mas lento, lo que disminuye su susceptibilidad frente a
antimicrobianos que actlian sobre procesos celulares activos, como la

sintesis de pared celular.

e Células persistentes: una pequefia subpoblacion bacteriana puede
ingresar en un estado de latencia profunda. Estas células no
necesariamente son resistentes por mutacion geneética, Sino
fenotipicamente  tolerantes a  concentraciones elevadas de
antimicrobianos, debido a que sus blancos moleculares permanecen
inactivos. Una vez que el tratamiento termina y las condiciones vuelven

a ser favorables, estas bacterias pueden reactivarse, multiplicarse y
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repoblar el conducto radicular, favoreciendo la recurrencia de la lesion
apical (15).

Estos mecanismos explican por qué los biofilms endodonticos son dificiles
de eliminar mediante protocolos convencionales. En el caso de Enterococcus
faecalis, la combinacion de adhesion dentinaria, matriz protectora,
comunicacion bacteriana y células persistentes refuerza su capacidad de
supervivencia. Por ello, el estudio de sustancias con accién antibiofilm, como
la bromelina, resulta pertinente para explorar estrategias complementarias
orientadas a debilitar la estructura del biofilm y mejorar el control microbiano

en endodoncia.
Irrigantes endoddnticos convencionales: el hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio ha sido utilizado durante décadas como uno de los
irrigantes principales en endodoncia. Su importancia se debe a que combina
una accién antimicrobiana potente con la capacidad de disolver tejido
organico, tanto vital como necrotico. Esta doble propiedad explica por qué se
le considera un agente de referencia dentro de los protocolos de desinfeccion

del sistema de conductos radiculares.

Su accién quimica se produce mediante diferentes reacciones, entre ellas la
saponificacién, la neutralizacion de aminoacidos y la cloraminacion. Al
entrar en contacto con lipidos, contribuye a la degradacion de componentes
grasos; mientras que, al interactuar con proteinas, favorece la ruptura de
enlaces peptidicos. Estos procesos permiten la destruccion de estructuras
bacterianas y la digestion de remanentes organicos presentes dentro del

conducto radicular.

No obstante, su eficacia antimicrobiana se acompafia de limitaciones
bioldgicas importantes. La principal corresponde a su baja biocompatibilidad
cuando entra en contacto accidental con los tejidos periapicales. La extrusion
del hipoclorito fuera del apice puede generar un cuadro inflamatorio severo,
necrosis tisular, dolor intenso y parestesia, situacion conocida como accidente

por hipoclorito.
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Asimismo, se ha descrito que el uso de concentraciones elevadas puede
modificar propiedades mecénicas de la dentina. Entre estas alteraciones se
encuentra la reduccion del mddulo de elasticidad, lo que podria aumentar la
fragilidad dentinaria y favorecer fracturas radiculares a largo plazo. Ademas,
aunque el hipoclorito resulta eficaz frente a bacterias en suspension, su accion
contra Enterococcus faecalis organizado en biofilms maduros puede ser
variable, debido a que la matriz polimérica del biofilm puede neutralizar el
cloro libre antes de que alcance a las bacterias ubicadas en capas profundas
(16).

La clorhexidina como agente alternativo

El gluconato de clorhexidina constituye otro agente antimicrobiano
ampliamente empleado en endodoncia. Una de sus caracteristicas mas
valoradas es la sustantividad, es decir, su capacidad para unirse a la dentina y
liberarse de manera gradual, prolongando asi su efecto antimicrobiano
después de la aplicacion. Esta propiedad ha favorecido su uso como

alternativa o complemento en distintos protocolos clinicos.

El mecanismo de accion de la clorhexidina se relaciona con la alteracion de
la membrana citoplasmatica bacteriana. Al modificar su permeabilidad,
provoca peérdida de equilibrio celular, precipitacion del contenido intracelular
y muerte bacteriana. En comparacién con el hipoclorito de sodio, suele
considerarse un agente con mejor tolerancia tisular y menor potencial irritante

sobre los tejidos periapicales.

Sin embargo, la clorhexidina presenta una limitacién relevante: no posee
capacidad para disolver tejido organico. Esto significa que, aunque puede
ejercer accién antibacteriana, no elimina restos de pulpa necrética ni degrada
completamente la matriz del biofilm. En consecuencia, pueden permanecer
residuos organicos dentro del conducto, los cuales podrian actuar como

sustrato para una futura recolonizacién bacteriana.

Otro aspecto que limita su uso combinado es su interaccion quimica con el
hipoclorito de sodio. Cuando ambos irrigantes entran en contacto, se produce

un precipitado pardo-anaranjado denominado paracloroanilina. Esta
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sustancia puede obstruir tubulos dentinarios y se ha asociado con potencial
toxicidad. Por ello, la combinacion directa de hipoclorito de sodio y
clorhexidina dentro de un mismo protocolo endodontico debe manejarse con

precaucion (13).
Fitoterapia y enzimologia: un nuevo paradigma en odontologia

Las limitaciones de los irrigantes sintéticos han impulsado el estudio de
alternativas derivadas de fuentes naturales. En este contexto, la fitoterapia
adquiere relevancia como linea de investigacion orientada al uso de
compuestos vegetales con finalidad terapéutica. El interés por estos productos
se relaciona con la posibilidad de encontrar agentes bioactivos que ofrezcan
accion antimicrobiana y, al mismo tiempo, un perfil de biocompatibilidad

mas favorable.

En endodoncia, la busqueda de nuevas sustancias se dirige especialmente
hacia compuestos capaces de colaborar en el control bacteriano sin producir
dafio significativo en los tejidos del huésped. Esta necesidad se vuelve mas
evidente cuando se trata de infecciones asociadas a biofilm, debido a que las
comunidades bacterianas organizadas presentan mayor resistencia frente a

irrigantes y medicamentos convencionales.

Dentro de esta perspectiva, las enzimas proteoliticas exdgenas representan
una alternativa de interés. Su importancia se basa en que la matriz del biofilm
y algunas adhesinas bacterianas contienen componentes proteicos que
participan en la estabilidad estructural de la biopelicula. Por ello, una enzima
capaz de hidrolizar enlaces peptidicos podria debilitar la arquitectura del
biofilm, facilitar su remocion fisica o aumentar la susceptibilidad de las

bacterias frente a otros agentes antimicrobianos.

La enzimologia aplicada a la odontologia propone, por tanto, un enfoque
distinto al de la eliminacion puramente quimica. En lugar de actuar solo sobre
la célula bacteriana, busca intervenir también sobre los elementos que
sostienen y protegen a la comunidad microbiana. Desde esta légica, la
bromelina resulta una molécula de interés para ser evaluada como posible

coadyuvante en la desinfeccion endoddntica (16).
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5.1.12. La bromelina: origen y propiedades farmacoldgicas

La bromelina es un complejo de enzimas proteoliticas con grupos sulfhidrilo,
obtenido principalmente del tallo y, en menor proporcion, del fruto de la pifia,
Ananas comosus, especie perteneciente a la familia Bromeliaceae. Desde el
punto de vista quimico, no constituye una Unica molécula, sino una mezcla
de componentes enzimaticos y no enzimaticos, entre los que se incluyen tiol-
endopeptidasas, fosfatasas, glucosidasas, peroxidasas, celulasas e inhibidores

de proteasas.

La composicion heterogénea de la bromelina explica la amplitud de sus
actividades bioldgicas descritas en la literatura médica. Entre sus propiedades
més relevantes se encuentran la accion antiinflamatoria, antiedematosa,
antitrombotica y fibrinolitica. Estas caracteristicas han favorecido su estudio
en diferentes areas biomédicas, especialmente en situaciones donde se
requiere modulacién inflamatoria o degradacién selectiva de componentes

proteicos.

En el ambito clinico médico, la bromelina ha sido utilizada como agente de
desbridamiento para remover tejido necrético en lesiones donde resulta
necesaria la degradacién selectiva de proteinas. Esta propiedad de
desbridamiento enzimatico permite plantear su posible aplicacion en
endodoncia, ya que el sistema de conductos radiculares puede contener restos
organicos, proteinas bacterianas y componentes de matriz extracelular

asociados a biofilm.

Al trasladar este mecanismo al ambiente microscopico del conducto
radicular, se considera que la bromelina podria hidrolizar enlaces peptidicos
presentes en glicoproteinas y proteinas estructurales de la matriz extracelular
del biofilm de Enterococcus faecalis. Esta accion podria debilitar la
organizacion que mantiene cohesionada a la comunidad bacteriana vy, al
mismo tiempo, interferir con proteinas de superficie relacionadas con la

adhesion a la dentina.

De esta manera, la bromelina no solo tendria potencial para actuar sobre la

estructura ya formada del biofilm, sino también sobre procesos asociados a la
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recolonizacion bacteriana. Por ello, su evaluacion experimental frente a
Enterococcus faecalis resulta pertinente, especialmente cuando se busca
explorar alternativas naturales o coadyuvantes que puedan contribuir al

control de infecciones endoddnticas persistentes (16).
5.2. Antecedentes Investigativos

En una investigacion clinica desarrollada en 30 pacientes con dientes unirradiculares
y periodontitis apical asintomatica, se evaluo la eficacia antimicrobiana de la pasta
de bromelina en comparacion con la pasta triantibiética como medicacion
intraconducto frente a Enterococcus faecalis. Las muestras microbioldgicas fueron
recolectadas en tres momentos: antes de la instrumentacion, después de la
preparacion biomecanica y luego de siete dias de medicacién. Ambos tratamientos
lograron disminuir de manera significativa la carga bacteriana; no obstante, al
finalizar el periodo de medicacion, el grupo tratado con bromelina presentd un menor
recuento de unidades formadoras de colonias, con una diferencia estadisticamente
significativa (p = 0,012). A partir de estos resultados, se sostuvo gque la bromelina
puede ejercer una actividad antibacteriana comparable e incluso superior a la pasta
triantibidtica, por lo que representa una alternativa biocompatible para la
desinfeccion endoddntica (17).

Otro estudio experimental analiz6 la eficacia antimicrobiana de la bromelina, el
extracto de romero, el hidroxido de calcio y la pasta triantibidtica frente a
Enterococcus faecalis mediante la técnica de difusién en agar. Los resultados
mostraron diferencias significativas entre los agentes evaluados. La bromelina
produjo la mayor zona de inhibicidn bacteriana, seguida por el extracto de romero,
la pasta triantibidtica y el hidroxido de calcio. Estos hallazgos permitieron concluir
que la bromelina presenta una actividad antimicrobiana superior a la de algunos
medicamentos intraconducto convencionales, respaldando su potencial como recurso

fitoterapéutico para la desinfeccion del sistema de conductos radiculares (18).

En una investigacidn experimental se aislo y purificd bromelina obtenida del tallo de
Ananas comosus, con la finalidad de evaluar su efecto frente a Enterococcus faecalis.
Después del proceso de purificacion, la enzima mostré un incremento significativo

de su actividad especifica y evidencio capacidad para inhibir el crecimiento
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bacteriano incluso en concentraciones bajas, siendo efectiva desde el 12,5 %. Los
resultados indicaron que la bromelina posee actividad enzimética elevada y
propiedades antibacterianas que respaldan su posible uso como agente alternativo

dentro de la terapia endodontica (19).

Un estudio in vitro evalué la concentracién minima inhibitoria de la bromelina frente
a distintos microorganismos patogenos orales, entre ellos Enterococcus faecalis. Los
resultados evidenciaron que la bromelina logré inhibir el crecimiento de todas las
bacterias analizadas; sin embargo, E. faecalis requirié concentraciones mas altas,
condicion atribuida a su reconocida capacidad de resistencia. A partir de estos
hallazgos, se concluy6 que la bromelina presenta actividad antibacteriana frente a
este microorganismo y que, por su origen natural, puede ser considerada una

alternativa promisoria para futuras aplicaciones clinicas en endodoncia (20).

Una investigacion experimental comparo la eficacia antimicrobiana de la bromelina,
el hidroxido de calcio y la pasta triantibidtica en dientes infectados con biofilm
maduro de Enterococcus faecalis. La evaluacion de la carga bacteriana mostré que la
bromelina fue significativamente mas efectiva que el hidroxido de calcio. Asimismo,
su eficacia fue similar a la observada con la pasta triantibiotica, sin diferencias
estadisticas entre ambos tratamientos. Los autores concluyeron que la bromelina
constituye una alternativa biolégica con capacidad adecuada para actuar sobre

biofilms presentes en el sistema de conductos radiculares (21).

En otro estudio experimental se evalud la actividad antibacteriana del extracto de
hojas de pifia, rico en bromelina, frente a Enterococcus faecalis. Se observo una
respuesta dependiente de la concentracion, alcanzandose la mayor eficacia con una
concentracion del 12,5 %, la cual actué como concentracion minima inhibitoria y
bactericida. Los resultados permitieron concluir que dicho extracto posee actividad
antimicrobiana y puede representar una fuente potencial de agentes alternativos para
la irrigacion endododntica, aunque requiere concentraciones relativamente elevadas

para lograr un efecto bactericida completo (22).

Una revision sistematica recopild y analizo la evidencia cientifica disponible sobre
la eficacia antimicrobiana de la bromelina frente a Enterococcus faecalis. Los

estudios incluidos coincidieron en sefialar que la bromelina supera al hidroxido de
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calcio y presenta una eficacia comparable a la pasta triantibiotica en la reduccion
bacteriana. En consecuencia, se concluyé que este compuesto constituye una
alternativa prometedora como irrigante 0 medicacion intraconducto. No obstante,
también se recomendo realizar mas investigaciones clinicas que permitan respaldar

su incorporacion en la préactica endodontica (23).

Una investigacion in vitro compard la actividad antimicrobiana de la bromelina y la
papaina frente a Enterococcus faecalis, utilizando clorhexidina al 2 % como
referencia. Los resultados mostraron que ambas enzimas ejercieron efecto
antibacteriano; sin embargo, la bromelina gener6 zonas de inhibicién
significativamente mayores que la papaina y alcanzé una eficacia cercana a la de la
clorhexidina. A partir de ello, se concluyd que la bromelina es una enzima natural

con alto potencial para el desarrollo de nuevos irrigantes endodonticos (24).

En un estudio experimental se compard la capacidad de la bromelinay del hipoclorito
de sodio para eliminar biofilms maduros de Enterococcus faecalis. Se encontré que
el hipoclorito de sodio al 5,25 % produjo la mayor reduccién bacteriana en tiempos
cortos. Sin embargo, la bromelina al 10 % alcanzo resultados comparables a los del
hipoclorito de sodio al 2,5 % después de 30 minutos de contacto. Estos resultados
permitieron concluir que la bromelina puede considerarse una alternativa
prometedora para la desinfeccion endodéntica, especialmente cuando se busca

reducir la toxicidad asociada a los irrigantes convencionales (25).

Finalmente, un ensayo clinico aleatorizado comparo la eficacia antimicrobiana de la
pasta de bromelina, la pasta triantibiética y el gel de clorhexidina al 2 % en dientes
con necrosis pulpar e infeccion por Enterococcus faecalis. Los tres tratamientos
redujeron significativamente la carga bacteriana; sin embargo, la bromelina obtuvo
la mayor reduccion, seguida por la pasta triantibiotica y la clorhexidina. Se concluyé
que la pasta de bromelina constituye una medicacion intraconducto eficaz, con
potencial para sustituir o complementar los tratamientos convencionales debido a su

origen natural y a su menor riesgo de citotoxicidad y resistencia bacteriana (26).
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6. HipoOtesis

6.1.

6.2.

Hipdtesis alterna (Ha):

La bromelina en estado libre presenta actividad antibiofilm significativa frente a cepas
de Enterococcus faecalis, evidenciada por cambios en la densidad oOptica (DO)

obtenida mediante lectura espectrofotométrica.
Hipdtesis nula (HO):

La bromelina en estado libre no presenta actividad antibiofilm significativa frente a
cepas de Enterococcus faecalis, no evidencidndose cambios significativos en la

densidad dptica (DO) obtenida mediante lectura espectrofotométrica.
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CAPITULO II:
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. Disefio metodologico

La investigacion se desarrolld bajo un enfoque cuantitativo, debido a que la actividad
antibiofilm fue evaluada mediante valores numéricos obtenidos por lectura
espectrofotométrica. Asimismo, correspondio a un estudio de nivel explicativo y disefio
experimental in vitro, ya que se analizo el comportamiento de la bromelina en estado libre

frente a cepas de Enterococcus faecalis en condiciones controladas de laboratorio.

De acuerdo con su finalidad, el estudio fue de tipo aplicado, puesto que busco producir
evidencia experimental sobre una sustancia con posible utilidad como alternativa o
coadyuvante en el control de biofilms bacterianos relacionados con la préctica endoddntica.
En cuanto a la planificacion de los datos, fue prospectivo, porque los valores de densidad
Optica fueron generados a partir del procedimiento experimental disefiado especificamente

para la investigacion.

Segun el nimero de mediciones de la variable principal, el estudio fue transversal, dado que
la actividad antibiofilm fue cuantificada en un momento determinado mediante lectura
espectrofotométrica. Ademas, presentd un disefio comparativo, ya que se contrastaron los
valores de densidad dptica obtenidos en los grupos tratados con diferentes concentraciones

de bromelina frente a los grupos control establecidos para el ensayo.

La variable independiente estuvo representada por la concentracion de bromelina en estado
libre. La variable dependiente correspondio a la actividad antibiofilm, expresada a travées de
los valores de absorbancia o densidad dptica obtenidos luego de la tincion y lectura
espectrofotométrica. Esta organizacion permitié evaluar si las distintas concentraciones de

bromelina modificaban la biomasa del biofilm formado por Enterococcus faecalis.
2. Poblacién y muestra
2.1. Poblacion

La poblacion estuvo constituida por cepas estandarizadas de Enterococcus faecalis
ATCC 29212, cultivadas bajo condiciones microbiologicas controladas en laboratorio.
Tambien formd parte del sistema experimental la bromelina en estado libre, preparada

de acuerdo con el protocolo establecido para el estudio.
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2.2.

Asimismo, se consideraron dentro de la poblacion experimental las unidades
destinadas a la formacion, exposicion y evaluacion del biofilm bacteriano. Estas
unidades estuvieron conformadas por los pocillos de microplaca o tubos de ensayo
utilizados para poner en contacto la cepa bacteriana con las distintas concentraciones

de bromelina y con los grupos control correspondientes.

Muestra

La muestra estuvo integrada por las unidades experimentales obtenidas a partir de la
distribucion de la cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 en los grupos de
tratamiento. Estos grupos comprendieron las concentraciones de bromelina en estado
libre evaluadas durante el ensayo, asi como los controles empleados para establecer la

comparacion experimental.

Para la seleccién de los insumos bioldgicos se empled un muestreo no probabilistico
por conveniencia, debido a que se trabaj6 con una cepa bacteriana estandarizada y con
bromelina preparada bajo condiciones controladas. Posteriormente, las unidades
experimentales fueron asignadas a los grupos de tratamiento mediante distribucién
aleatoria simple, con el fin de reducir posibles sesgos durante la comparacién de los
resultados.

Las unidades experimentales correspondieron a los pocillos de microplaca en los que
se formo el biofilm de Enterococcus faecalis y se aplicaron las concentraciones de
bromelina o los controles correspondientes. Cada unidad fue identificada segun el
grupo experimental al que pertenecia, permitiendo el registro individual de los valores

de densidad Optica obtenidos en la lectura espectrofotométrica.
Criterios de inclusién

e Cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 reactivadas de forma adecuada y

con viabilidad comprobada mediante crecimiento en medio de cultivo.

e Inoculos bacterianos estandarizados conforme al método de turbidez empleado en

el laboratorio y ajustados a la concentracion de trabajo definida para el ensayo.
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Bromelina en estado libre preparada y conservada segin el protocolo
experimental, sin evidencia de contaminacion, precipitacion anomala o

modificacion visible.

Tubos de ensayo, pocillos de microplaca y materiales estériles en condiciones
fisicas apropiadas para la ejecucion del procedimiento.

Unidades experimentales identificadas correctamente y asignadas al grupo de

tratamiento o control correspondiente.

Criterios de exclusién

Unidades experimentales con evidencia de contaminacidén cruzada por otros
microorganismos, identificada por morfologia colonial atipica, turbidez irregular

o verificacion microscopica.

Tubos, pocillos 0 muestras que presentaron ruptura, derrame, evaporacion

excesiva o errores de manipulacion durante la preparacion, incubacion o lectura.

Muestras en las que el control negativo presentd crecimiento bacteriano o
alteracion inesperada, situacion compatible con contaminacion o falla del

procedimiento.

Muestras en las que el control positivo no mostré el comportamiento esperado, lo

que indicaria error en la preparacién, incubacion o lectura experimental.

Unidades experimentales con lectura espectrofotométrica invalida por presencia

de burbujas, residuos, volumen insuficiente o interferencias visibles en el pocillo.

3. Tabla de variables

Tabla 1. Variables e indicadores

Variable

Definicion operacional Unidad de medida Escala

Sustancia enzimatica aplicada en distintas

Bromelina en concentraciones sobre el biofilm de Enterococcus  Microgramos por De

estado libre

faecalis ATCC 29212, de acuerdo con el protocolo mililitro (ug/mL) razén
experimental establecido.
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Variable Definicion operacional Unidad de medida Escala

Capacidad de la bromelina en estado libre para

Actividad modificar la biomasa del biofilm formado por Unidades Qe De
e e . ) absorbancia, DOa __,
antibiofilm  Enterococcus faecalis, evaluada mediante lectura 580 nm razon

espectrofotomeétrica posterior a la tincion.

* Elaboracion propia.

La actividad antibiofilm fue cuantificada mediante densidad Optica, considerando que los
valores de absorbancia representan la biomasa del biofilm adherido en cada unidad
experimental. En ese sentido, valores mas altos indican mayor biomasa residual, mientras que
valores mas bajos reflejan menor formacion o permanencia del biofilm después de la exposicion

al tratamiento correspondiente.

4. Técnicas y procedimientos
4.1. Técnica

La técnica utilizada correspondié a un ensayo experimental in vitro mediante
microdilucion en placa. Este procedimiento permitio evaluar la actividad antibiofilm
de la bromelina en estado libre frente a cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212,
bajo condiciones controladas de laboratorio. La biomasa del biofilm fue cuantificada
a través de lectura espectrofotométrica de densidad dptica, expresada en unidades de

absorbancia.
4.2. Instrumento

Para el registro de informacién se emple6 una ficha de recoleccién de datos disefiada
para la investigacion. En ella se consignaron los grupos experimentales, las
concentraciones de bromelina en estado libre, los controles utilizados y los valores de

densidad Optica obtenidos en la lectura espectrofotométrica.
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Este instrumento permitié ordenar los resultados segln grupo de tratamiento, facilitar
la comparacion entre las concentraciones evaluadas y estructurar la base de datos

necesaria para el procesamiento estadistico posterior.
4.3. Procedimiento experimental
a. Estandarizacion de la cepa bacteriana

Para estandarizar la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212, se seleccion6 una
colonia aislada del cultivo bacteriano y se inocul6 en caldo tripticasa de soya.
Luego, el cultivo fue incubado a 37 °C durante un periodo de 18 a 24 horas, con el

proposito de obtener un crecimiento bacteriano viable, activo y homogéneo.

Después de la incubacion, la suspension bacteriana fue ajustada hasta alcanzar una
turbidez compatible con el estandar de trabajo establecido para el ensayo. Para ello,
se tom6 como referencia la escala de McFarland o el método de turbidez utilizado
en el laboratorio. Esta etapa permitié disponer de un indculo uniforme para su

posterior distribucion en las unidades experimentales.

b. Preparacion de la bromelina en estado libre

La bromelina en estado libre fue obtenida a partir de una soluciéon madre preparada
conforme al protocolo experimental. Desde esta solucién inicial se realizaron
diluciones seriadas hasta alcanzar las concentraciones establecidas para el estudio,

expresadas en microgramos por mililitro.

Cada concentracion fue preparada en condiciones controladas, utilizando material
estéril y procurando evitar contaminacion, precipitacion o cambios visibles en la
solucion. Antes de su aplicacion en la microplaca, las concentraciones fueron
debidamente rotuladas para asegurar su correcta identificacion durante el

procedimiento.
c. Distribucidn de los grupos experimentales y controles

Las unidades experimentales fueron distribuidas en una microplaca estéril de 96

pocillos. En cada pocillo se colocd el volumen correspondiente del indculo
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bacteriano estandarizado junto con la concentracion asignada de bromelina en

estado libre, de acuerdo con la organizacion prevista en el disefio experimental.

Tambieén se incluyeron grupos control para validar el comportamiento del ensayo.
El control positivo estuvo constituido por Bacitracina, debido a su accién
antimicrobiana frente a la cepa evaluada. El control negativo estuvo conformado
por el sistema sin agente antibiofilm, empleandose agua destilada estéril o el

diluyente correspondiente, segun el protocolo utilizado en el laboratorio.
Incubacién de la microplaca

Una vez distribuidos los tratamientos y controles, la microplaca fue incubada
durante 20 horas en condiciones controladas. Este tiempo permitio la interaccion
entre Enterococcus faecalis y las distintas concentraciones de bromelina, asi como

la formacion o permanencia de biomasa adherida compatible con biofilm.
Lavado de los pocillos

Concluido el periodo de incubacion, los pocillos fueron lavados con solucion
tampon fosfato salino. Esta etapa tuvo como finalidad retirar bacterias no adheridas
y conservar unicamente la biomasa bacteriana fijada a la superficie del pocillo. El
lavado se realizd cuidadosamente para evitar el desprendimiento accidental del
biofilm formado.

Tincién del biofilm

Luego del lavado, se afiadié azul de bromofenol al 1 % en cada pocillo y se dejo
actuar durante 20 minutos. Esta tincion permitié evidenciar la biomasa adherida
correspondiente al biofilm bacteriano. Posteriormente, se efectudé un nuevo lavado

con solucién tampdn fosfato salino para retirar el exceso de colorante no fijado.
Solubilizacion del colorante retenido

Después de la tincién y el lavado final, se agreg6 acido acético glacial al 30 % con
el propdsito de solubilizar el colorante retenido por la biomasa del biofilm. Este
procedimiento permiti0 obtener una solucion coloreada que pudiera ser

cuantificada mediante lectura espectrofotométrica.
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h.

Lectura espectrofotométrica

La actividad antibiofilm fue evaluada mediante un lector de microplacas,
registrandose los valores de densidad Optica a 580 nm. Los resultados fueron
expresados en unidades de absorbancia. Para la interpretacion, se consider6 que
una mayor densidad Optica representa mayor biomasa de biofilm adherido,
mientras que valores menores indican menor formacion o persistencia del biofilm

después del tratamiento.
Registro de datos

Los valores de densidad 6ptica obtenidos en cada pocillo fueron consignados en la
ficha de recoleccion de datos. Posteriormente, la informacion fue organizada en
una base de datos en formato Excel, identificando cada valor segun grupo

experimental, concentracién de bromelina y control correspondiente.
Control de calidad del procedimiento

Con la finalidad de garantizar la validez del procedimiento experimental, se
verificd la esterilidad de los materiales, la correcta rotulaciéon de los pocillos, la
viabilidad de la cepa bacteriana y el comportamiento esperado de los grupos
control. Fueron excluidas las unidades experimentales que presentaron
contaminacion, derrame, volumen insuficiente, presencia de burbujas,
precipitacion andmala o errores visibles durante la incubacion, tincién, lavado o

lectura espectrofotométrica.

5. Plan de andlisis

Tabla 2. An

alisis de datos

Etapa del analisis  Descripcion / procedimiento

Prueba estadistica a

utilizar
Organizacién, depuracién y validacion de la
1. Procesamiento de base de datos elaborada con los valores de _
datos densidad Optica registrados mediante el No aplica
lector de microplacas.
2. Analisis Resumen de los valores de densidad dptica Media aritmetica,
descriptivo para describir el comportamiento de la mediana, desviacién
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Etapa del analisis  Descripcion / procedimiento Prueba estadistica a

utilizar
actividad antibiofilm en cada grupo estandar, valor minimo y
experimental y control. valor maximo
3 Prueba de Evaluac!op dc_a la dISl’I’IbUC,IOI‘I dt_e los datos . '
_ para definir si correspondia aplicar pruebas  Shapiro-Wilk
normalidad paramétricas 0 no paramétricas.
Comparacion de los valores de densidad
4. Andlisis Optica entre las concentraciones de :
: . Kruskal-Wallis
inferencial global bromelina en estado libre y los grupos
control.
5. Comparaciones ColnFrgste especifico entre grupos cuando el .
analisis global evidencio diferencias U de Mann-Whitney
por pares estadisticamente significativas.
6. Nivel de Criterio estadistico utilizado para aceptar o <805
significancia rechazar la hipétesis nula. p=2

* Elaboracion propia.

6. Consideraciones éticas

Por su naturaleza experimental in vitro, la presente investigacion no requirié aprobacion de
un Comité de Etica en Investigacion con seres humanos ni animales. Las unidades de
estudio correspondieron exclusivamente a cepas bacterianas estandarizadas y a compuestos
de origen vegetal empleados bajo condiciones de laboratorio, por lo que no existio
intervencion sobre sujetos biolégicos protegidos por la Declaracién de Helsinki.

Asimismo, el trabajo se desarrollé procurando el cumplimiento de criterios de bioseguridad
durante la manipulacion de la cepa bacteriana, los reactivos y los materiales de laboratorio.
El manejo de los datos experimentales se realizd6 de forma objetiva, respetando la
trazabilidad de los registros obtenidos y evitando modificaciones que pudieran alterar la

interpretacion de los resultados.
7. Recursos

La ejecucion de la investigacion contdé con los recursos humanos, materiales y de
infraestructura necesarios para realizar los ensayos experimentales. El desarrollo del

procedimiento requirié insumos microbioldgicos, reactivos, material estéril, microplacas,
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equipos de incubacion, lector de microplacas y recursos para el registro y procesamiento de

los datos.

En cuanto al financiamiento, los gastos operativos y la adquisicion de insumos fueron
cubiertos por el proyecto matriz titulado "Evaluacion de la estabilidad, actividad
antimicrobiana y antibiofilm de nanoparticulas de alginato modificado cargadas con
bromelina para su aplicacién en soluciones bucales y dispositivos dentarios”, aprobado y
sustentado mediante Resolucion N° 30 24-R-2024. Esta condicidn permitio garantizar la

viabilidad econémica y logistica del estudio.
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CAPITULO III:
RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Resultados

La cepa bacteriana fue estandarizada hasta alcanzar un inoculo con turbidez de 90 NTU por
tubo. De manera paralela, se prepardé una solucion madre de bromelina a 10 pg/mL,
empleada como agente antibiofilm, a partir de la cual se obtuvieron diez concentraciones
mediante diluciones seriadas. En la microplaca de 96 pocillos se colocaron 100 pL del
indculo bacteriano estandarizado y 100 pL de cada dilucion de bromelina, distribuyéndose
ademas los controles establecidos para el ensayo. La placa fue incubada durante 20 horas,
permitiendo la interaccion entre la cepa bacteriana, la bromelina y los controles

experimentales.

Finalizado el periodo de incubacion, se efectud un lavado con PBS para retirar las bacterias
no adheridas, es decir, aquellas que no formaron biofilm. Posteriormente, los pocillos fueron
teflidos con 100 pL de azul de bromofenol al 1 % durante 20 minutos y luego sometidos a
doble lavado con PBS. Para solubilizar el colorante retenido por la biomasa adherida, se
afiadi6 &cido acético glacial al 30 %, produciéndose el cambio de color a amarillo
correspondiente al tinte absorbido. La actividad antibiofilm se midié en un lector de
microplacas BIORAD modelo PR 4100, configurado en modo lineal para absorbancia a 580
nm, con lectura de fondo, ajuste automatico de ganancia y sin punto de corte. Finalmente,
los valores obtenidos fueron exportados en formato Excel para su analisis.

Figura 1. Cultivo de la cepa bacteriana de Enterococcus faecalis
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* Elaboracion propia.
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Figura 2. Microplaca de 96 pocillos durante el ensayo de biofilm: (1) incubacion a 20 horas,

(2) tincion con azul de bromofenol, (3) ultimo lavado con PBS

* Elaboracion propia.

Figura 3. Resultado de la microplaca antes de la lectura espectrofotométrica

* Elaboracion propia.
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A continuacion, se presentan los valores brutos de absorbancia correspondientes a las ocho
réplicas realizadas para las concentraciones experimentales evaluadas, incluyendo el control

con bacitracina al 1 %.

Tabla 3. Resultados de la lectura

) . 10 5 25 125 6.25 312 104 052 0.26 0.12 0.06
N Bacitracin

o a19, HO/M pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m pg/m
L L L L L L L L L L L

1 0198 0.204 0.170 0.319 0.369 0.154 0.151 0.159 0.168 0.171 0.170 0.169

2 0191 0.200 0.124 0.131 0.103 0.097 0.105 0.111 0.112 0.114 0.089 0.098

3 0200 0.125 0.105 0.116 0.083 0.104 0.090 0.093 0.096 0.089 0.093 0.094

4 0176 0.042 0.145 0.126 0.126 0.131 0.127 0.142 0.128 0.131 0.132 0.119

5 0273 0.188 0.188 0.131 0.150 0.148 0.135 0.121 0.121 0.138 0.141 0.152

6 0179 0.149 0.123 0.109 0.117 0.105 0.110 0.098 0.100 0.097 0.100 0.101

7 0249 0.140 0.148 0.124 0.150 0.135 0.141 0.141 0.135 0.144 0.142 0.138

8 0492 0.146 0.147 0.142 0.133 0.125 0.125 0.120 0.129 0.136 0.121 0.109

Antes de comparar los promedios entre tratamientos, se examiné la distribucion de los valores
de densidad éptica obtenidos mediante lectura espectrofotométrica. Esta revision permitid
observar la variabilidad de cada grupo y valorar la estabilidad de la respuesta antibiofilm frente

a las distintas concentraciones aplicadas.
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Figura 4. Distribucion de la densidad éptica por tratamiento (diagrama de cajas y bigotes).
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* Elaboracion propia.

La distribucidon de la densidad 6ptica evidencio diferencias en el comportamiento de los grupos
evaluados. El grupo tratado con Bacitracina present6 una dispersién mas marcada, con valores
extremos que llegaron a 0.492 unidades de absorbancia. Este comportamiento sugiere una
respuesta menos uniforme de la cepa frente al antibidtico bajo las condiciones del ensayo.

En cambio, los grupos expuestos a bromelina, especialmente entre 0.26 y 5 pg/mL, mostraron
distribuciones mas concentradas y homogéneas. Este patrén indica que la respuesta bioldgica
frente al tratamiento enzimatico fue mas estable entre las réplicas. En las concentraciones bajas,
desde O pg/mL hasta 1.04 pug/mL, las medianas se mantuvieron alrededor de 0.120 a 0.130
unidades de absorbancia, estableciendo una referencia basal del comportamiento del biofilm en

el sistema experimental.
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Magnitud del Efecto: Comparacion de Promedios

Después de revisar la distribucion de los datos, se procedio a valorar el efecto promedio de cada
concentracion sobre la biomasa del biofilm. Este analisis permitio identificar si las variaciones
en la absorbancia media reflejaban posibles efectos de contencion, inhibicién o modificacion

del crecimiento bacteriano.

Figura 5. Efecto antibacteriano promedio: media de absorbancia + error estandar por

tratamiento
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* Elaboracion propia.

El anélisis de las medias mostré que la densidad del biofilm no disminuy6 de manera lineal
conforme aumentd la concentracion de bromelina. El control negativo de crecimiento,

correspondiente a 0 pg/mL, presentd una media de 0.129 + 0.009 unidades de absorbancia.

Algunas concentraciones, como 12.5 pg/mL y 25 pg/mL, registraron medias de absorbancia
ligeramente mayores, con valores de 0.166 y 0.150, respectivamente. Esta respuesta no
necesariamente representa mayor proliferacion bacteriana, sino que podria relacionarse con una
respuesta adaptativa del biofilm, con incremento de matriz extracelular ante una condicion de
estrés, 0 con una interaccion entre la enzima, el medio y el sistema de lectura dptica. Por su
parte, la Bacitracina presentdé la media mas elevada, con 0.245 unidades de absorbancia,

influenciada por los valores extremos observados previamente.
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Determinacion de la Actividad Dosis-Respuesta (Objetivo Especifico)

Para responder al objetivo especifico relacionado con la actividad antibiofilm segun la dosis, se
realiz6 un modelamiento de regresion no lineal mediante LOESS sobre las concentraciones
activas de bromelina. Se utilizd una escala logaritmica Log2 en el eje de las abscisas, con la

finalidad de visualizar con mayor precision las variaciones presentes en las dosis bajas.

Figura 6. Perfil de comportamiento de la turbidez bacteriana a través de los grupos

experimentales.

0.25

0.20

Absorbancia Promedio

0.15

* Elaboracion propia.

El analisis de la curva de tendencia mostrd que la actividad de la bromelina no siguié una
relacién lineal simple. La linea de tendencia y su intervalo de confianza al 95 % evidenciaron
un comportamiento no monotonico, es decir, una respuesta que no disminuye de forma

progresiva y uniforme conforme aumenta la concentracion.
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Se identifican tres fases de comportamiento en la curva:

1)

2)

3)

Fase de estabilidad (Bajas dosis): Entre 0.26 y 1.04 pg/mL, los valores de absorbancia se
mantuvieron practicamente constantes. Esto indica que, en ese intervalo, las

concentraciones evaluadas no produjeron cambios marcados en la estructura del biofilm.

Fase de fluctuacion (Dosis medias): Entre 3.12 pg/mL y 10 pg/mL se observé una ligera
variacion en la tendencia, aunque sin una reduccion suficiente de absorbancia que permita

considerar una erradicacion total del biofilm.

Fase de saturacion/estrés: En las concentraciones mas altas, la curva no descendi6 hacia

valores cercanos a cero. Por el contrario, tendié a estabilizarse o a elevarse de manera leve.

Este comportamiento sugiere que, bajo las condiciones experimentales aplicadas, la bromelina

en estado libre podria necesitar concentraciones mayores, tiempos de exposicion mas

prolongados o una formulacién distinta para lograr una dispersion mas intensa del biofilm

maduro. También es posible que, en las dosis evaluadas, su accion se oriente méas hacia la

reorganizacion o estabilizacion de la matriz del biofilm que hacia su eliminacion completa.

Antes de estimar la eficacia inhibitoria central, se evaluo la arquitectura distribucional de los

datos. El anélisis de densidad permitié observar no solo las medianas de la biomasa bacteriana

remanente, sino también la uniformidad de la respuesta en cada tratamiento. La Figura 7

muestra un diagrama de violin que integra la densidad de probabilidad de la absorbancia con la

dispersion intercuartilica, permitiendo comparar la estabilidad del efecto de la bromelina frente

a los controles.
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Figura 7. Densidad de actividad antibiofilm: distribucion de la absorbancia por grupo

experimental
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* Elaboracion propia.

El analisis de densidad mostr6 una diferencia clara entre el comportamiento de los tratamientos

con bromelina y el grupo control con antibi6tico.

1) Heterogeneidad en el Control Positivo: El grupo tratado con Bacitracina presentd una
distribucion alargada y con alta dispersion vertical. La presencia de una cola superior en el
grafico indica que, aunque el antibiético puede actuar sobre parte de la poblacion
bacteriana, algunas réplicas conservaron valores elevados de densidad Optica, superiores a
DO > 0.400. Este hallazgo sugiere variabilidad en la sensibilidad fenotipica de la cepa bajo

las condiciones evaluadas.

2) Consistencia de la Bromelina: A diferencia del grupo con Bacitracina, las concentraciones
de bromelina mostraron distribuciones mas compactas y uniformes, principalmente en los
rangos de dosis bajas. Este comportamiento indica que el tratamiento enzimatico genero
una respuesta mas homogenea entre réplicas, con baja variabilidad interna, lo que respalda

la consistencia del ensayo experimental.
3)
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Para determinar el tipo de asociacion entre la concentracion de bromelina y la biomasa del
biofilm, se model¢ la tendencia mediante una curva de regresion no lineal. Este analisis permitio
explorar si existia una relacion inversa directa, es decir, mayor concentracion y menor biofilm,
0 si la respuesta seguia un patrén mas complejo, vinculado a saturacion, estabilidad o estrés

bacteriano. La Figura 8 representa la cinética de la absorbancia en funcién del logaritmo de la

concentracion de bromelina.

Figura 8. Correlacion entre concentracion de bromelina y densidad bacteriana del biofilm

O
w

Densidad Optica (Absorbancia)
o

0.12 0.26 0.52 1.04 3.12 5.06.25 10.02.50 25.00
Concentracion de Bromelina (ug/ml)

* Elaboracion propia.

La evaluacion visual y estadistica de la curva indica una relacion no monotonica entre la
concentracion de bromelina y la densidad bacteriana del biofilm. A diferencia de un antibidtico
clasico, que habitualmente muestra una reduccion progresiva de la biomasa al aumentar la

dosis, la bromelina en estado libre presenté un comportamiento trifasico.

1) Fase Basal (Dosis Bajas): En concentraciones menores a 1.04 pg/mL, la tendencia se
mantuvo cercana al valor del control negativo, aproximadamente 0.130 unidades de

absorbancia. Esto indica una zona de efecto minimo o sin modificacion importante del

biofilm.
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2) Punto de Inflexion: En el rango intermedio no se observé una disminucion dréstica de la
absorbancia. Por el contrario, la curva mostro estabilidad e incluso un leve incremento en

algunas medias marginales, como ocurri6 en 12.5 pg/mL y 25 pg/mL.

Conclusién del analisis de correlacion: Los resultados no evidencian una correlacion lineal
inversa fuerte entre concentracion y densidad Optica. La permanencia de absorbancias en
concentraciones altas podria explicarse por la saturacion de sitios activos enzimaticos o por una
respuesta defensiva de la bacteria, mediante mayor produccion de matriz extracelular frente al

estrés enzimatico, manteniéndose asi la turbidez del sistema.
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2. Discusién

Los resultados obtenidos muestran que la bromelina en estado libre presentd un
comportamiento antibiofilm complejo frente a Enterococcus faecalis. Su efecto no siguio el
patron esperado de un antimicrobiano clasico, en el que el incremento de la dosis suele
relacionarse con una reduccién progresiva y marcada de la biomasa. En este ensayo, la
bromelina mostrd una respuesta mas estable, con valores de absorbancia concentrados en
rangos relativamente estrechos y con menor dispersion que la observada en el grupo tratado

con Bacitracina.

El control con Bacitracina al 1 % present6 la mayor variabilidad del ensayo, con una media
de absorbancia de 0.245 y valores extremos que llegaron hasta 0.492 unidades de densidad
Optica. Este comportamiento sugiere una respuesta heterogénea de Enterococcus faecalis
frente al antibiotico, con presencia de réplicas capaces de mantener niveles elevados de
biomasa a pesar de la exposicion al agente antimicrobiano. Esta variabilidad es coherente
con la capacidad de E. faecalis para persistir en forma de biofilm y mostrar tolerancia

fenotipica frente a sustancias antimicrobianas convencionales (28).

En comparacion, las concentraciones de bromelina mantuvieron valores de absorbancia
alrededor de 0.12 a 0.16 unidades. Este rango mas compacto sugiere que la enzima genero
una respuesta mas homogénea y reproducible entre las réplicas. Las concentraciones bajas,
como 0.26, 0.52, 1.04 y 3.12 pg/mL, mantuvieron medianas cercanas a 0.120 y 0.130,
valores practicamente superponibles al control de crecimiento y, en algunos casos,
ligeramente inferiores. Este resultado puede interpretarse como un efecto de contencién de

la biomasa, mas que como una eliminacion directa del biofilm.

La curva de tendencia mostré un perfil trifasico. En primer lugar, se observé una fase basal
en concentraciones inferiores a 1.04 pg/mL, donde la absorbancia se mantuvo sin
variaciones importantes. Luego, en las dosis intermedias, aparecié una zona de fluctuacion
sin caida marcada de la densidad Optica. Finalmente, en las concentraciones mas altas, la
curva tendid a estabilizarse o elevarse ligeramente, lo que sugiere un fenoOmeno de
saturacion o respuesta de estrés. Este comportamiento coincide con investigaciones que
describen a la bromelina como un agente con efecto modulador y dependiente de la dosis,

antes que como un bactericida inmediato (29,31).
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Las concentraciones de 12.5 pg/mL y 25 pg/mL mostraron medias de absorbancia de 0.166
y 0.150, respectivamente. Aunque estos valores son superiores a los observados en algunas
concentraciones bajas, no deben interpretarse automaticamente como ausencia de actividad.
Una explicacion plausible es que el biofilm, ante la presion enzimatica, incremente la
produccion de matriz extracelular o reorganice su estructura, generando mayor retencion de
colorante y, por tanto, mayor lectura de densidad Optica. También podria tratarse de un
punto de saturacion en el que la enzima continla actuando sobre componentes proteicos,
pero sin traducirse en una reduccion proporcional de la biomasa total medida por

absorbancia.

Los resultados también deben analizarse considerando la naturaleza del método empleado.
La lectura espectrofotométrica permite cuantificar biomasa adherida mediante absorbancia,
pero no distingue de manera directa entre células viables, matriz extracelular residual o
restos estructurales del biofilm. Por ello, una densidad Optica estable puede indicar
contencion del crecimiento, permanencia de matriz o reorganizacion de la biopelicula. En
este sentido, la ausencia de una reduccion lineal no invalida la actividad de la bromelina,
sino que orienta su interpretacion hacia un mecanismo antibiofilm maés estructural y

modulador.

Asimismo, debe considerarse que la respuesta observada en este estudio no necesariamente
representa una ausencia de efecto cuando la densidad Optica no disminuye de forma
pronunciada. En los ensayos de biofilm, la lectura por absorbancia refleja una sefial global
del material adherido al pocillo, pero esa sefial puede estar integrada por células viables,
células dafiadas, matriz extracelular, restos proteicos y residuos retenidos después del
proceso de tincidon. Por ello, una absorbancia estable puede interpretarse como una expresion
de control estructural del biofilm, especialmente cuando los valores se mantienen dentro de
un rango estrecho y con poca variabilidad entre réplicas. En el caso de la bromelina, este
comportamiento resulta coherente con su naturaleza enzimatica, ya que su accion podria
dirigirse inicialmente a modificar la organizacion de la matriz antes que a destruir de manera
inmediata toda la biomasa bacteriana. Esta lectura permite comprender el efecto antibiofilm
desde una perspectiva mas amplia: no solo como reduccion absoluta de densidad dptica, sino
también como capacidad para limitar la expansion, ordenar la respuesta experimental y
disminuir la dispersion del crecimiento bacteriano frente a un microorganismo reconocido

por su persistencia endododntica.
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Desde una perspectiva comparativa, los hallazgos se relacionan con estudios previos en los
que la bromelina ha demostrado actividad frente a Enterococcus faecalis. Se han reportado
zonas de inhibicion promedio de 28.87 mm en ensayos de difusion, superiores a las
obtenidas con hidréxido de calcio y pasta triantibi6tica. Asimismo, investigaciones clinicas
han sefialado reducciones importantes del recuento bacteriano con pasta de bromelina,
incluso frente a comparadores como clorhexidina al 2 %. Aungue el presente estudio utilizd
un modelo de microplaca basado en absorbancia y no recuento de unidades formadoras de
colonias, sus resultados son compatibles con la idea de que la bromelina posee potencial
antibiofilm (26).

En el presente ensayo, la bromelina no produjo una erradicacion inmediata del biofilm bajo
las concentraciones evaluadas. Sin embargo, si mostré capacidad para mantener la densidad
Optica dentro de rangos estrechos y evitar la dispersién marcada observada con Bacitracina.
Este hallazgo es importante porque, en infecciones endodonticas persistentes, la estabilidad
y predictibilidad de la respuesta terapéutica puede ser tan relevante como la reduccion
absoluta de la biomasa, especialmente cuando se plantea el uso de la bromelina como

coadyuvante y no como sustituto tnico de los irrigantes convencionales.

La accién de la bromelina podria explicarse por su naturaleza proteolitica. Al actuar sobre
componentes proteicos de la matriz extracelular del biofilm, la enzima podria debilitar su
organizacion y modificar la adhesion bacteriana a la superficie. No obstante, si la matriz
contiene una proporcion importante de polisacaridos u otros componentes no proteicos, la
degradacion enzimatica podria ser parcial. Esto explicaria por qué la absorbancia se
mantuvo dentro de valores controlados, pero sin descender de forma drastica en las

concentraciones mas altas.

En conjunto, los datos muestran que la bromelina, dentro del rango evaluado de 0.26 a 25
pg/mL, mantuvo la absorbancia del biofilm de E. faecalis cerca de los valores basales y por
debajo de la dispersion registrada en el grupo tratado con Bacitracina. Por tanto, su efecto
puede describirse como antibiofilm modulador, reproducible y dependiente de las
condiciones experimentales. La falta de una relacion lineal inversa fuerte entre
concentracion y densidad Optica sugiere que futuras investigaciones deberian evaluar

mayores tiempos de exposicion, formulaciones que mejoren la biodisponibilidad de la

46



enzima o combinaciones con irrigantes convencionales. Estos hallazgos respaldan la
hipétesis de que la bromelina en estado libre presenta actividad antibiofilm frente a
Enterococcus faecalis, aunque su efecto no corresponde a una eliminacion inmediata ni total
de la biomasa. Su utilidad potencial se orienta mas bien hacia la estabilizacion,
debilitamiento estructural o contencion del biofilm, lo que podria favorecer su

incorporacion futura como agente coadyuvante en protocolos de desinfeccién endodontica.
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CONCLUSIONES

La bromelina en estado libre presentd actividad antibiofilm cuantificable frente a Enterococcus
faecalis. Su comportamiento permitié mantener la biomasa bacteriana en valores proximos al
control negativo, aun cuando la concentracion se incremento desde 0.26 hasta 25 pg/mL. Las
medias de absorbancia se ubicaron principalmente entre 0.12 y 0.16 unidades, sin alcanzar picos
extremos como los observados en el grupo tratado con Bacitracina al 1 %, cuyo valor maximo
lleg6 a 0.492 unidades. Este patron indica que la enzima gener6 una respuesta estable entre

réplicas y con menor presencia de valores atipicos.

La accion de la bromelina no produjo una disminucion drastica por debajo de la linea basal
establecida por el control negativo; sin embargo, si evidencio capacidad para modular la
estructura del biofilm y evitar incrementos descontrolados de densidad 6ptica. Este resultado
sugiere que su efecto antibiofilm se orienta mas hacia la estabilizacién o contencién de la
biomasa que hacia una erradicacion inmediata del biofilm bajo las condiciones experimentales

evaluadas.

En comparacion con el control antibiético, que obtuvo una media de absorbancia de 0.245 y
mostré amplia dispersion de los valores, la bromelina evidenci6 una respuesta numéricamente
méas uniforme y predecible. Esta caracteristica respalda su posible empleo como agente
coadyuvante en protocolos de desinfeccién endoddntica, especialmente por su potencial para
actuar sobre componentes proteicos de la matriz del biofilm y facilitar la accion de irrigantes o

medicaciones intraconducto convencionales.

Finalmente, los resultados permiten considerar a la bromelina como una alternativa promisoria
dentro del estudio de agentes naturales con actividad antibiofilm. Aunque su efecto no se
manifestd como eliminacion total de la biomasa, si mostré una estabilidad bioldgica superior a
la observada con Bacitracina en términos de respuesta cuantitativa. Por ello, futuras
investigaciones deberan evaluar concentraciones mayores, tiempos de contacto mas
prolongados y formulaciones combinadas que permitan transformar esta modulacion del

biofilm en reducciones mas intensas de la carga bacteriana.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda desarrollar estudios complementarios con concentraciones de bromelina
superiores a 25 pg/mL y con periodos de exposicion mas prolongados. Esto permitira
determinar si la estabilidad observada en la absorbancia, ubicada alrededor de 0.12 a 0.16
unidades, puede convertirse en una disminucion mas intensa y sostenida de la biomasa del

biofilm de Enterococcus faecalis.

2. Se sugiere evaluar formulaciones combinadas de bromelina con irrigantes endodonticos
convencionales, como el hipoclorito de sodio o la clorhexidina. Esta linea de estudio
permitiria identificar posibles efectos sinérgicos orientados a reducir la dosis de agentes
quimicos sin comprometer la eficacia antimicrobiana, lo cual seria importante desde el

punto de vista de la biocompatibilidad tisular.

3. Se recomienda estandarizar futuros ensayos in vitro mediante metodologias comparables
con las utilizadas en investigaciones previas, incluyendo determinacién de CMI y CMB,
recuento de UFC y medicidn de densidad 6ptica. De esta manera, los resultados obtenidos
podran contrastarse con mayor precision frente a los reportados para hidroxido de calcio,
pasta triantibiotica y otros agentes empleados en endodoncia.

4. Finalmente, se recomienda realizar investigaciones in vivo y ensayos clinicos controlados
que permitan evaluar no solo la reduccion cuantitativa del biofilm, sino también resultados
clinicos relevantes, como alivio sintomatico, preservacion de la pieza dentaria y ausencia
de eventos adversos locales o sistémicos. Estos estudios serdn necesarios para validar la

aplicacion de los hallazgos experimentales en la practica odontolégica.
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ANEXOS
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Anexo 1:

Instrumento de recoleccidon de datos
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Bacitracina
1%

10
pg/mL

pg/mL

25
pg/mL

12.5
pg/mL

6.25
pg/mL

3.12
pg/mL

1.04
pg/mL

0.52
pg/mL

0.26
pg/mL

0.12
pg/mL

0.06
pg/mL
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Anexo 2:
Matriz de datos
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La base de datos completa con las ocho réplicas de absorbancia obtenidas en el lector BIORAD
PR-4100 a 580 nm, para cada concentracion de bromelina y para los controles, se detalla en la

Tabla 3 del Capitulo 111, asi como en el archivo electronico de respaldo asociado al proyecto.

e Bacitracina 10 5 25 125 625 312 104 052 026 012 0.06
1% pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

1 0.198 0.204 0.170 0.319 0369 0.154 0.151 0.159 0.168 0.171 0.170 0.169

2 0.191 0.200 0.124 0.131 0.103 0.097 0.105 0.111 0.112 0.114 0.089 0.098

3 0.200 0.125 0.105 0.116 0.083 0.104 0.090 0.093 0.096 0.089 0.093 0.094

4 0.176 0.042 0.145 0.126 0.126 0.131 0.127 0.142 0.128 0.131 0.132 0.119

5 0.273 0.188 0.188 0.131 0.150 0.148 0.135 0.121 0.121 0.138 0.141 0.152

6 0.179 0.149 0.123 0.109 0.117 0.105 0.110 0.098 0.100 0.097 0.100 0.101

7 0.249 0.140 0.148 0.124 0.150 0.135 0.141 0.141 0.135 0.144 0.142 0.138

8 0.492 0.146 0.147 0.142 0.133 0.125 0.125 0.120 0.129 0.136 0.121 0.109
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Anexo 3:

Evidencias fotograficas
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A continuacién, se presenta el registro fotografico que evidencia las distintas etapas del

procedimiento experimental llevado a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Catolica de Santa Maria.

Foto 1: Cultivo de la cepa estandar de Enterococcus faecalis (ATCC) en placas de agar para
verificacion de viabilidad.

Foto 2: Etapas del ensayo en microplaca de 96 pocillos: (1) tras 20 horas de incubacion, (2)
tincion con azul de bromofenol al 1% y (3) ultimo lavado con PBS para retirar el tinte no
adherido.
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Foto 3: Aspecto final de la microplaca tras la solubilizacion con acido acético glacial al 30%,
previo a la lectura espectrofotométrica en el lector BIORAD PR-4100.
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Foto 4: Organizacién de microtubos y preparacion de alicuotas en el area de trabajo

N
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Foto 5: Manipulacion de tubos con solucion durante el procedimiento experimental.
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Foto 6: Medio de cultivo

Foto 7: Estandarizacion de la cepa bacteriana
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ANnexo 4:

Resolucion de aprobacion del proyecto matriz

64



La presente investigacion se enmarca en el proyecto matriz titulado “Evaluacion de la
estabilidad, actividad antimicrobiana y antibiofilm de nanoparticulas de alginato modificado
cargadas con bromelina para su aplicaciéon en soluciones bucales y dispositivos dentarios”,
aprobado mediante Resolucion N° 3024-R-2024 de la Universidad Catdlica de Santa Maria,
documento que respalda la viabilidad ética, econdmica y metodoldgica del proyecto, asi como
la disponibilidad de los recursos, la infraestructura y el soporte institucional necesarios para el

desarrollo de la investigacion.
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