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RESUMEN

Las enfermedades periodontales afectan a cerca del 80-90% de los perros mayores
de tres afios. Un antiséptico probado para su tratamiento es la clorhexidina. Sin
embargo, con el incremento de la resistencia antibidtica, se buscan otras
alternativas como el Aloe vera. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
combinacion de clorhexidina y Aloe vera sobre la carga bacteriana oral in vivo e in
vitro en perros domésticos. Se utilizaron 15 perros domésticos, que se dividieron en
tres grupos iguales (n=5 por grupo) a los cuales se les asignaron tres tratamientos.
El primero consistié en un producto que contiene clorhexidina al 2% y Aloe vera al
20% ademas de goma de Xantana al 1% diluido en agua destilada. El segundo y
tercer tratamiento consisti6 en dos productos comerciales que contenian
clorhexidina al 2%. Se llevaron a cabo dos etapas en el andlisis microbiolégico, en
la etapa in vivo, se compararon la carga bacteriana de manera previa y posterior a
la aplicacion de los tratamientos. En la etapa in vitro, los tres tratamientos se
compararon contra un control positivo de Clorhexidina al 20%. En el conteo de
colonias realizado, se determind que el producto evaluado que contiene Aloe vera
después del tratamiento in vivo, el nimero de colonias se redujo significativamente
(F=6.18, p=0.03) a diferencia de los productos que no contienen Aloe vera
(Clorhexin y Holliday) (F=0.868, p=0.3; F=3.66, p=0.09). En la prueba de
antibiograma los resultados obtenidos no demostraron diferencia significativa en el
radio de inhibicién de crecimiento microbiano de la prueba in vitro entre el producto
gue contenia Aloe vera (u=1.82 cm, 0.18 DE) y el producto Holliday (u=1.65 CM,
0.16 DE), contrario al control (u=3.04 cm, 0.38 DE) (p= 0.02). Con base en los
resultados obtenidos, se concluye que la clorhexidina al 2% combinada con jugo de
Aloe vera, disminuye la carga bacteriana y los grupos de bacterias en la cavidad
oral de perros domeésticos. Ademas, la inhibicion que produce en cultivos
bacterianos in vitro es la misma que el de otros compuestos que no contienen Aloe

vera.

Palabras clave: Higiene Oral, Periodontal, Mascotas, Resistencia Bacteriana
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.  INTRODUCCION

El perro doméstico (Canis familiaris) ha sido esencial en las sociedades humanas,
se podria afirmar que, donde quiera que haya humanos, hay perros (Kaminski,
2021). Una de las enfermedades que mas afectan a esta especie es la enfermedad
periodontal, pero es usualmente pasada por alto debido a la ausencia de cultura de
la prevencion de los propietarios. Se estima que, en perros mayores de tres afos,
hay una prevalencia del 80-89% el cual aumenta con el paso del tiempo (Enlund et
al., 2020).

Las enfermedades periodontales, que se producen por una alta carga bacteriana,
pueden provocar una inflamacion aguda que puede convertirse en cronica
produciendo enfermedades sistémicas que afectan al resto del individuo (Kangas,
2017). Esta enfermedad se presenta de forma escalonada: primero, se forma una
placa bacteriana que se desarrolla en gingivitis, si esto no se corrige, se origina
periodontitis. El desarrollo de estas alteraciones, la distribucion y el curso dependen
de la respuesta inmune del huésped (Mehrotra y Singh, 2022), es por ello que la
mejor forma de actuar ante estas enfermedades es la prevencion (Cunha et al.,
2022).

Para poder actuar a tiempo, existen tratamientos preventivos que regularmente
estan formulados a base de clorhexidina en concentraciones del 2%. Este
antiséptico tiene un efecto bacteriostatico a bajas concentraciones (0.02-0.06%) ,
este efecto lo logra mediante un desequilibrio iénico desplazando el calcio y el
magnesio ademas de la pérdida de potasio de la pared celular. Si las
concentraciones se elevan (>0.1%), se provoca la lisis celular debido a la fuga de

los componentes celulares a través de la membrana (Brookes et al., 2020).



Por otro lado, desde hace algunas décadas se ha conocido acerca del incremento
en la resistencia antibidtica, y, de manera reciente, se ha descubierto que la
generacion de resistencia a antisépticos se encuentra ligada a la sobreestimulacion
de mecanismos de resistencia bacteriana a antibioticos (Frih et al., 2022). Debido
a esto, se ha puesto mayor esfuerzo en la busqueda de compuestos de origen
natural que puedan incrementar la efectividad de los antisépticos como la
clorhexidina. Uno de estos compuestos es el Aloe vera. Esta planta no nativa tiene
una amplia distribucion geografica con buen potencial para desarrollarse en zonas
aridas (Manvitha et al., 2014). Ademas, tiene propiedades terapéuticas que le
permiten actuar como un antimicrobiano, antitumoral, antiinflamatorio e
inmunoestimulante (Salehi et al., 2018). Estas capacidades estan brindadas por su
contenido de antraquinonas, carbohidratos, enzimas, vitaminas y aminoacidos que
le permiten actuar como un antiinflamatorio, antiséptico y antitumoral (Sangur et al.,
2016).

Considerando a la prevencién como la mejor alternativa a esta condicion, y bajo los
antecedentes expuestos, el objetivo de este trabajo es la evaluacion de la eficiencia
de clorhexidina enriquecida con Aloe vera como un método de prevencion de las

enfermedades periodontales en perros domésticos

Objetivo general.

Evaluar la combinacion de clorhexidina con Aloe vera sobre la disminucion de la

carga bacteriana oral in vivo e in vitro en perros domeésticos.

Objetivos especificos.

° Determinar la eficiencia de la combinacioén de clorhexidina al 2% con Aloe
vera contra dos productos comerciales de clorhexidina al 2%, sobre la disminucion

de la carga bacteriana bucal.



° Determinar la carga bacteriana mediante conteo de colonias bacterianas
posterior al uso de clorhexidina al 2% con Aloe vera y dos productos que contengan

Unicamente clorhexidina al 2%

Hipotesis
La combinacion de clorhexidina al 2% con Aloe vera es mas eficiente para el
tratamiento preventivo de enfermedades periodontales en perros domésticos que

aguellos que solo tienen en su férmula clorhexidina al 2%.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 La presencia de Canis familiaris en la sociedad

Canis familiaris fue la primera especie en ser domesticada por el hombre hace
aproximadamente 20,000 afios, periodo en el cual, estos animales pasaron de ser
depredadores a miembros de las sociedades humanas alrededor del mundo; donde
quiera que haya humanos, hay perros (Kaminski, 2021). Esta especie forma parte
fundamental de la familia occidental donde se integran a las actividades diarias de
las mismas, su presencia atrae sentimientos positivos, pero también, afectan las
dindmicas emocionales de manera negativa cuando cursan por enfermedades
(Diaz-Videla y Rodriguez-Ceberio, 2019).

En 2021, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) comunicé a través
de su primera Encuesta Nacional de Bienestar Autorreportado (ENBIARE), que, a
nivel hogares, un 69.8% de los mexicanos cuenta con algun tipo de mascota, siendo
este porcentaje un acumulado de 80 millones de animales domésticos, donde 43.8
millones son caninos, 16.2 millones son felinos y 20 millones pertenecen a
variedades pequefias no tan convencionales (INEGI, 2021). En estas estadisticas,
no se incluyen los que se encuentran en situaciones de abandono y en estado feral,

donde sus numeros podrian considerarse completamente desconocidos.

2.2 Anatomia de la cavidad bucal del perro doméstico

2.2.1 Cavidad oral

La cavidad oral comprende el area extendida desde los labios hasta la faringe oral,
esta limitado por los labios rostralmente y por las mejillas de manera lateral. Se
subdivide en dos partes, el vestibulo y la cavidad bucal propiamente dicha, donde

se encuentran estructuras como el paladar suave, paladar duro, la lengua y el piso



de la boca (Lemmons y Beebe, 2019). El nivel de higiene en la cavidad oral se
relaciona con la condicion del microbioma, se encuentra sumida en una variedad de
fluidos compuestos principalmente por saliva y liquido crevicular gingival, los cuales

juegan un rol importante en el mantenimiento de la salud bucal (Kane, 2017).

Mucosa oral

Esta, se extiende desde los margenes de los labios hasta el area de las amigdalas
recubriendo la cavidad bucal, estas membranas se encuentran divididas en tres
categorias: La mucosa especializada, la mucosa masticatoria y la mucosa de
revestimiento (Lemmons y Beebe, 2019).

l. Mucosa especializada.

Se localiza en la lengua y los dientes, presenta papilas linguales y los corpusculos
gustativos (Lemmons y Beebe, 2019). Esta compuesta por numerosas papilas que
se presentan como estructuras conicas, tienen un nucleo y lamina propia recubierta
por epitelio queratinizado (Kempf et al., 2017).

Il. Mucosa masticatoria.

Se encuentra en la encia y en el paladar duro, puede presentar granulos de
queratina, se adhiere con firmeza a los planos profundos (Lemmons y Beebe, 2019).
El tipo de epitelio del que consta esta membrana es un epitelio escamoso
estratificado queratinizado o paraqueratinizado, dandole la fuerza y capacidad para

resistir los procesos de masticacion (Brizuela y Winters, 2022).

II. Mucosa limitante.

Se encuentra en los labios, carrillos, piso de la boca, superficie inferior de la lengua
y paladar blando, es delgada con epitelio no queratinizado (Saavedra y Hernandez,
2014). Su funcioén es actuar como un revestimiento, se le conoce también como

mucosa movil (Brizuela y Winters, 2022).



2.2.3 Lengua.

Es una estructura muscular movil ubicada en la cavidad oral, sus funciones son el
aseo de la cavidad y participar en la ingesta de alimentos y fluidos, sus papilas son
las responsables de la deteccion de sabores (Lemmons y Beebe, 2019). Entre sus
funciones podemos encontrar en Canis familiaris la disipacion de calor, en su
superficie dorsal se encuentra ricamente irrigada y repleta de glandulas salivales

gue participan en esta funcion (Buelow et al., 2011).

2.2.4 Periodonto

Son el conjunto de tejidos que se encargan del apoyo, proteccion y nutricion de los
dientes, esta conformado por la encia, los ligamentos y el hueso alrededor de los
dientes (Cope y Cope, 2011). Los tejidos gingivales proporcionan un marco de
defensa corporal en la periferia del diente, proporcionando asi un sello que resiste
las fuerzas de friccion de la masticacion, defiende el espacio interdental y a los
tejidos blandos de objetos y microorganismos (Soi et al., 2018). El ligamento
periodontal es un tejido blando que se encuentra altamente vascularizado, rodea las
raices de los dientes y su funcién se centra en la distribucion de las fuerzas
generadas durante la funcion masticatoria, es esencial para el movimiento de los
dientes, la cual estara determinada en buena medida por el espesor, la altura y la
calidad de este ligamento (Lindhe y Lang, 2017).

2.3 Importancia de la salud bucal en perros domésticos

Las enfermedades dentales son una de las afecciones mas relevantes en perros
domeésticos. En el caso de las afecciones periodontales, se considera una
prevalencia del 80-89% en perros con mas de tres afios de edad. Durante este tipo

de patologias, se presenta inflamacién de los tejidos que soportan los dientes, estas



afecciones se dirigen de manera progresiva a la degeneracion de la encia y pérdida
del diente (Enlund et al., 2020).

Las enfermedades periodontales son poco diagnosticadas en medicina veterinaria,
la Asociacion Mundial de Veterinarios de Pequefios Animales (WSAVA) considera
a este tipo de enfermedades como sub tratadas e incluso ignoradas, por lo cual no
tienden a aplicarse tratamientos, representando una preocupacion importante para

el bienestar animal (Niemiec et al., 2020).

Con la omisién de tratamientos, las enfermedades que se presentan en la cavidad
bucal pueden provocar dolores agudos, contribuir en la aparicion de enfermedades
locales y sistémicas (Finch et al., 2016). Ademas de los efectos mencionados, estas
patologias se encuentran asociadas con enfermedades que afectan a rifiones,
corazén e higado, pueden tener a su vez consecuencias incluso mortales por

inanicion y septicemias (O’Neill et al., 2021).

2.4 Principales enfermedades bucales que afectan al perro doméstico

En esencia todas las enfermedades dentales derivaran en periodontitis, los pasos
ocurren de manera escalonada y todos son prevenibles y reversibles hasta que se

llega hasta ese punto.

2.4.1 Abrasiéon

Es un desgaste dental atribuible a dafios mecanicos por masticacion, se considera
cronicamente persistente a menos que se logre identificar el objeto causante y se
retire, su tratamiento dependera del nivel de dafio y desgaste en el diente (Thorne,
2018).



2.4.2 Placa dentobacteriana

Esta compuesta principalmente por bacterias, es una capa que cubre los dientes
cuando estos no son cepillados, su adhesion se ve facilitada por la presencia de
calculos dentales, también llamados sarro (Olsén et al., 2021). La placa dental, si
no es removida de manera frecuente, puede desarrollarse entre el diente y la encia,
haciéndola mas dificil de remover y de tratar con quimioterapéuticos dado a su

acumulacion en sitios dificiles de alcanzar y penetrar (Berger et al., 2018).

2.4.3 Estomatitis canina

Es un desorden crénico y debilitante de la mucosa oral, su patogénesis no se
encuentra del todo dilucidada, pero se cuenta con una hip6tesis comun sobre la
responsabilidad que tiene la placa bacteriana en las superficies dentales en las
lesiones ulcerativas de la mucosa (Anderson et al., 2021). Ademas de la generacién
de Ulceras en cavidad oral, puede provocar en muchas ocasiones inflamacion y
necrosis de la mucosa, los perros que la presentan sufren de inanicién y pérdida de

peso producto del dolor que se produce al comer (Anderson et al., 2017).

2.4.4 Sarro.

Son formas mineralizadas de la placa dental, también llamados calculos dentales,
facilitan la adhesion de esta Ultima sobre la superficie de los dientes (Olsén et al.,
2021). Es principalmente irritante y no es patogénico por si mismo, aun asi, su
remocion es esencial, debido a que funciona como una matriz de retencion para
placay toxinas dafiinas para los dientes y sus tejidos de apoyo (Bellows et al., 2019).
En perros, la formacion de los célculos dentales se considera normal desde el primer
afno de vida, se presentan como masas amarillas-cafés en la superficie bucal (Borah
et al., 2014) se consideran la principal causa en el desarrollo de la enfermedad
periodontal (Bringel et al., 2020).



2.4.5 Caries.

Son una enfermedad infecciosa producto de la accion fermentativa de bacterias
especificas, estas provocan un deterioro de la placa dentaria (Basso, 2019). Los
principales microorganismos que provocan este tipo de dafios son Streptococcus
mutans y Streptococcus sobrinus, los cuales se han encontrado como habitantes
usuales del medio bucal, expresan patogenicidad bajo factores especificos
(Bowden, 2000), los productos generados por el metabolismo de estos dos
microorganismos generan los medios adecuados para el crecimiento de otras
bacterias, como Lactobacillus sp., las cuales patrticipan en la formacion de caries y
llegan a cavidades a raiz de alimentos lacteos (Vasudevan, 2017). El &cido lactico
generado degrada los dientes, si el dafio perdura, se presentaran afecciones a nivel
pulpa, donde el proceso sera irreversible y los microorganismos podran acceder a
nervios y via sanguinea, donde podrian diseminarse y afectar de manera
sistematica, se encuentran relacionadas a procesos de endocarditis infecciosas

(Bumm y Folwaczny, 2021).

2.4.6 Gingivitis.

Se considera la primera etapa de la enfermedad periodontal, este proceso es
reversible, no es un proceso destructivo, sino uno inflamatorio de la encia (Alawadh,
2022). En su etiologia, se encuentran especies como Streptococcus spp,
Fusobacterium spp, Actinomyces spp, Veillonella spp y Treponema spp; la gingivitis
puede tener origen bacteriano, nutricional, hormonal y endégeno mediante el uso
de drogas como inhibidores de canales de calcio, anticoagulantes, vitamina A y sus

analogos (Rathee y Jain, 2022).

2.4.7 Periodontitis.

Es la segunda etapa de la enfermedad periodontal, es irreversible pero controlable,

durante ella, los tejidos que soportan al diente presentan inflamacion y posterior
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pérdida de insercidén debido a la destruccion del ligamento periodontal, el cemento
y el hueso alveolar (Wallis y Holcombe, 2020). Esta enfermedad es de tipo
disbidtica, con un cambio del nimero relativo de componentes individuales de la
comunidad bacteriana, el cambio de bacterias Gram positivas subgingivales a Gram

negativas, tiene una etiologia multifactorial (Kacirova et al., 2022).

2.5 Bacterias causantes de enfermedades bucales en perros domésticos

Las bacterias son microorganismos que se encuentran en abundancia alrededor de
la tierra, corresponden a los organismos vivos mas longevos y estructuralmente
simples (Al-Mohanna y Quine, 2016). Sus caracteristicas generales se definen en
la organizacion celular procariota donde se presenta un nucleoide o cuerpo celular,
hay carencia de organelos citoplasmaticos con union a la membrana y su
multiplicacion se presenta por fision binaria (Whitman, 2009). Se encuentran
clasificados de manera simple por su morfologia en cocos (forma esférica), bacilos
(forma de varilla), vibrios (forma de coma) y espirales, muchas de ellas pueden ser

pleomorficas y no contar con formas caracteristicas (Willey et al., 2020).

De las metodologias que nos permiten realizar la identificacion por medio de su
morfologia se encuentra la tincion de Gram, una técnica introducida en 1882 que
contina siendo una de los procedimientos mas cruciales en la microbiologia
(Tripathi y Sapra, 2022), se basa en el desempefio de la pared bacteriana para
lograr retener ciertos colorantes, brindando la clasificacion de Gram positivas a
aguellas que logran retener el colorante cristal violeta y Gram negativas a aquellas

gue retienen el colorante safranina (Silhavy et al., 2010; Tripathi y Sapra, 2022).

Las bacterias Gram negativas anaerobias prevalecen en las superficies
supragingivales y subgingivales en perros que presentan placa dental y cursan por
enfermedades periodontales (Ozavci et al., 2019). Es importante resaltar que tanto
Gram positivas como Gram negativas tienen la capacidad de producir respuestas

inflamatorias y debe de considerarse que la cavidad oral presenta toda una gran
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diversidad de nichos bacterianos, los cuales conforman un ambiente Unico (Ruparell
et al., 2020). Bajo ciertas circunstancias el microbioma contribuye a la generaciéon
de las enfermedades periodontales, siendo las bacterias del género Porphyromonas
las que predominan de manera usual, cdmo es que esta comunidad bacteriana se
ve alterada durante la enfermedad periodontal, especialmente aquellas poblaciones

subdominantes, no esta del todo claro (Santibafiez et al., 2021).

Cuadro 1. Principales filos bacterianos pertenecientes a nichos en las

cavidades bucales de perros domeésticos (Ruparell et al., 2020)

Clase Clasificacion Gram
Actinobacteria +
Bacteroidetes -
Chlorobi -
Firmicutes +
Fusobacteria -
Gracillibacteria -
Proteobacteria -
Tenericutes -
Spirochaetaes -

Synergistetes -
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2.5.1 Actinobacteria

Este grupo corresponde al filo mas abundante de bacterias en ecosistemas
terrestres y acuaticos (incluidos medios marinos), son Gram positivas de
caracteristicas filamentosas que cuentan con la capacidad de crear estructuras
similares a los micelios (Barka et al., 2016). Este género ha sido relevante para la
obtencion de bioactivos a través de especies como Streptomyces spp., pero también
contiene especies de interés veterinario como las pertenecientes al orden de las

Nocardias (Xie y Pathom-aree, 2021).

2.5.2 Firmicutes

Los firmicutes es un filo bacteriano de amplia distribucién que se encuentra dividido
en tres clases: Bacili, Clostridia y Erysipelotrichia, generalmente se reconocen como
Gram positivas y tienen efectos negativos en la salud humana y animal (Nahar et
al., 2018). Dentro de la clase Bacili se encuentran bacterias de interés debido a su
potencial patégeno, como las pertenecientes las familias Staphylococcaceae,
Enterococcaceae y Listeriaceae; en el caso de la clase Clostridia se encuentran los
clostridiales, siendo la familia mas reconocida la Clostridiaceae al albergar especies

como C. tetani, C. botulinum y C. perfringens (Galperin, 2015).
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2.5.3 Bacteroidetes
Son un filo de bacterias Gram negativas que, junto con el filo de los firmicutes,

domina la microbiota intestinal de la mayoria de los seres vivos (Wexler y Goodman,
2017). Dentro de este filo se encuentran tres clases: Prevotella, Bacteroides y
Porphyromonas, siendo esta ultima una de las clases con mayor importancia e
impacto en la salud bucal de diversos individuos (Johnson et al.,, 2017). Las
especies dentro de este género son capaces de invadir y dafar el epitelio de la
mucosa oral, asi como de inducir respuestas inflamatorias que deriven en
destruccion del periodonto y la pérdida de piezas dentales (do Nascimento Silva et
al.,, 2017). Se trata de bacterias Gram negativas, anaerobias obligatorias, no
formadoras de esporas y no motiles (Guilloux et al., 2021). Dentro de este género,
destaca Porphyromonas gulae, el patégeno periodontal mas importante en perros,
el cual puede ser transmitido a sus propietarios (Nomura et al.,, 2020) y
Porphyoromonas gingivalis, el cual se ha comprobado que tiene una relacién con el
desarrollo de una gran cantidad de enfermedades sistémicas como la
aterosclerosis, cancer e incluso Alzheimer, esto debido a su notable capacidad para
sobrevivir en otros tejidos diferentes a los presentes en la cavidad oral (Mei et al.,
2020).

2.5.4 Chlorobi

Este filo bacteriano se caracteriza principalmente por contener bacterias verdes del
azufre (GSB, por sus siglas e inglés) y abarca algunas bacterias fotosintéticas y no
fotosintéticas (Camanocha y Dewhirst, 2014). Dos de sus taxones se han
encontrado de manera general en la cavidad bucal de mamiferos, siendo mas
comunes en la cavidad oral de perros, se desconoce de manera especifica la

especie presente debido a sus cualidades de no cultivables (Dewhirst et al., 2012).
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2.5.5 Fusobacteria

Fusobacteria es un filo bacteriano comprendido por bacilos anaerobios de tipo Gram
negativo, tienen reservorios especificos dentro de la cavidad bucal y tracto
gastrointestinal entre otros en seres humanos y diversas especies animales
(Brennan y Garret, 2019). Las especies dentro de este filo forman parte primordial
de la formacion de biofilms en la superficie dental, por si mismas, estas no participan

en su segregacion pero si en su maduracion (Thurnheer et al., 2019).

2.5.6 Proteobacteria

El filo proteobacteria comprende el mas abundante de todos, sus miembros se
caracterizan por ser Gram negativos, juegan un papel importante en diversos
ecosistemas perteneciendo a nichos animales, saprofitos, acuaticos y vegetales,
son facultativos o anaerobios obligados (Moon et al., 2018). Dentro de este grupo
se encuentran microorganismos que permiten mantener el balance de la microbiota
en el sistema digestivo, pero también microorganismos que podrian causar disbiosis
y desérdenes inflamatorios, como E. coli, Campylobacter y Helicobacter (Garrigues
et al., 2022).

2.5.7 Tenericutes

El filo Tenericutes comprende bacterias que no cuentan con pared celular de
peptidoglucanos, aqui se contienen familias como las de los Mycoplasmas,
Ureaplasma y Acholeplasma, los cuales se han reconocido como comensales de
diversas microbiotas en animales y humanos, y como potenciales patégenos ante
problemas de supresion inmunitaria o disbiosis (Wang et al., 2020). Los
Mycoplasmas son considerados como parte de la microbiota normal de las vias
respiratorias superiores en perros y representan un riesgo para las vias inferiores,
esta especie es susceptible a diversos tipos de micoplasmas, pero no todos logran

causar enfermedad (Hussein y Hamad, 2022).
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2.5.8 Spirochaetes
Filo bacteriano que comprende bacterias con morfologia caracteristica de espiral

(ondulados) y cuentan con endoflagelos periplasmicos, algunas de las especies
pertenecientes a este filo son consideradas como patdgenas, siendo Listeria spp. la
de mayor relevancia clinica (Nakamura, 2020). Estas bacterias se encuentran en
fondos marinos, suelos, como comensales intestinales de artrépodos y como
parasitos obligados en vertebrados, tienen capacidad anaerobia y aerobia y pueden

ser de vida libre o asociados al huésped (Gupta et al, 2013).

2.5.9 Synergistetes

Las bacterias pertenecientes a este filo son Gram negativas, anaerobias estrictas,
son no formadoras de esporas con una forma de bastones o de vibrios (Jumas-Bilak
y Marchandin, 2014). Las especies que pertenecen a este filo son encontradas
usualmente en las enfermedades periodontales humanas pero su estudio se ha
visto dificultado debido a que solo algunas de las clases bacterianas del filo pueden

ser cultivadas (Vartoukian et al., 2009).

2.6 Nichos orales en perros

Los nichos orales en perros pueden distinguirse en tres grupos base, los de la
superficie de tejido duro, donde encontramos la placa supragingival, los de la
superficie de tejido blando, que comprenden la mucosa bucal y el dorso de la
lengua, y los de la saliva, donde encontramos diferentes taxones y perfiles

microbianos (Figura 1) (Ruparell et al., 2020).
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2.7 Principales tratamientos utilizados en higiene bucal en perros

En medicina veterinaria, se han elaborado diversos manuales para el cuidado dental
de caninos y felinos, los cuales convergen en las siguientes actividades y
recomendaciones (Lamster y Pagan, 2017; Bellows et al., 2019; Niemiec et al.,
2020):

2.7.1 Limpieza dental.

Se definen los puntos donde se encuentran las mayores concentraciones de placa
dental y sarro, se remueve la biomasa encontrada en dientes y en las zonas
interproximales que estén en contacto con las encias. Se recomienda el uso de
sustancias reveladoras de biofilm para observar de manera concreta estos
espacios. Este proceso funciona como tratamiento de la gingivitis y previene la

progresion a periodontitis.
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Supragingival Plaque Buccal Mucosa

Tongue Dorsum Mucosa Stimulated Saliva

® Absconditabacteria®* = Firmicutes Tenericutes " WS6*
Actinobacteria m Fusobacteria ® Saccaribacteria* = Rares
Bacteroidetes Gracilibacteria* = Spirochaetaes

» Chlorobi ® Proteobacteria Synergistetes

Figura 1. Principales clases bacterianas pertenecientes a nichos en las

cavidades bucales de perros domésticos (Tomado de Ruparell et al., 2020).

2.7.2 Raspado y alisado.
Se logra mediante el uso de raspadores y curetas, el procedimiento consiste en

raspar por debajo de las encias y alisar las areas subgingivales eliminando asi el

sarro que pudiera estar acumulado.
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2.7.3 Pulido.
Se hace uso de frases con cerdas y pastas de pulido con diferentes sabores y

granulaciones, se realiza a bajas revoluciones y en refrigeracion evitando asi

excesos y dafios profundos, dejando una superficie pulida y satinada.

2.7.4 Cepillado.
Es un procedimiento mecanico que se lleva a cabo preferentemente después de la

ingestion de alimentos, puede llevarse a cabo con cepillos, gasas y dediles. Es
importante resaltar que este procedimiento remueve placa, pero no célculos

dentales (sarro).

2.7.5 Cuidado preventivo.
Se encuentra centrado en el cuidado en el hogar, donde los duefios de la mascota

deberan de llevar a cabo revisiones constantes de la salud bucal de su mascota. En
esta etapa, se recomiendan los cepillados como la accion mecanica de preferencia
para la eliminacion de biofilms formados por la placa bacteriana. Cuando el biofilms

es retirado, las formulas como sprays orales, enjuagues y aditivos en agua.

Estos procesos deben de ser realizados Unicamente por profesionales veterinarios
gue cuenten con los conocimientos y herramientas adecuados para llevar a cabo
todo el proceso. Se recomienda tomar medidas preventivas para evitar llegar a estos

procesos.

2.8 Clorhexidina.
Es una biguanida utilizada como un antiséptico de amplio espectro desarrollado en

1940 y cuya actividad antiplaca fue descubierta en 1970 (Poppolo Deus y
Ouanounou, 2022). Tiene buen desempefio contra agentes Gram positivos y
negativos, incluyendo S. aureus, P. aeruginosa, S. mascescens asi como
anaerobios facultativos (Dramowski et al., 2021), Los productos de clorhexidina son

utiizados de manera terapéutica y profilactica gracias a sus propiedades
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antimicrobianas y antifingicas incluso a bajas concentraciones, esta sustancia
puede incluso destruir el ADN y ARN de virus, asi como inactivar virus envueltos
(Poppolo Deus y Ouanounou, 2021). Su actividad bactericida se presenta en bajas
concentraciones mediante una alteracion del balance osmotico en la bacteria, a
altas concentraciones la actividad bactericida se presenta debido a procesos de
citélisis al incrementar la permeabilidad de la membrana celular (Al-Eraky et al.,
2016).

Este antiséptico es relativamente inefectivo en presencia de sangre, pus y tejido
necrosado, en medicina veterinaria, se han utilizado en la limpieza de heridas, piel,
instrumental y equipos, asi como en el caso de inflamaciones gingivales y

enfermedades periodontales (Odermatt et al., 2016).

2.9 Aloe vera

Es una planta compuesta por raiz, tallo, hojas y flores dependiendo de la época del
afio, comprende alrededor de 360 especies diferentes y su tamafo puede alcanzar
hasta los 50 cm (Domiguez-Fernandez et al., 2012). Cuenta con una amplia
distribucion geogréfica, siendo nativa del norte de Africa y Espafia, puede sobrevivir
mas de siete afos sin recibir agua, por lo cual se ha hecho posible encontrarla en
zonas desérticas de Asia, Europa y América (Manvitha et al., 2014). Los extractos
de Aloe vera son bastante comunes en comida, cosméticos y medicina, contienen
altas concentraciones de polisacéaridos a los que se les han atribuido diferentes usos
terapéuticos (Jales et al., 2022). Se han informado multiples propiedades biolégicas
entre las que se incluyen la actividad antimicrobiana, antibacteriana, antitumoral,
antiinflamatoria, anti artriticas, anti reumatoide, anti cancerigena, desintoxicante,

promotor de la digestién e inmunoestimulante (Negash y Mohammed, 2016).

El jugo de Aloe vera es obtenido mediante su molienda o maceracion de la hoja,
seguido de un proceso de purificacion para eliminar los compuestos fendlicos que

puedan considerarse indeseables (Pressman et al., 2019). Este jugo es util en el
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tratamiento de enfermedades hepaticas y afecciones dermatoldgicas, ademas,
presenta cualidades sanadoras en las encias favoreciendo la eliminacién de
enfermedades periodontales, mucositis y abrasiones (Manvitha et al., 2014). En
afnos recientes se ha introducido como un tratamiento de diversas condiciones
orales y dentales, incluida la fibrosis de la submucosa oral, estomatitis aftosa,

periodontitis y gingivitis, sin provocar efectos secundarios (Figueiredo et al., 2022).

Aloe vera contiene mas de 75 compuestos donde se incluyen vitaminas, enzimas,
minerales, carbohidratos, antraquinonas, acidos graso, hormonas y otros
compuestos varios como acido salicilico, lignina y saponinas (Sanchez et al., 2020).
Entre sus agentes antisépticos se encuentra el Lupeol, acido salicilico, nitrdgeno
ureico, acido caninamico, fenoles y azufre, lo cual le permite inhibir la actividad de
bacterias, hongos y virus (Surjushe et al., 2008). Sus capacidades antisépticas y
antiinflamatorias lo vuelven un componente ideal para el desarrollo de productos
dentales, ya que pueden facilmente reducir la inflamacién en casos de gingivitis
previniendo su evolucién a las ultimas etapas de la enfermedad periodontal,
ademas, debido a que la planta y sus productos no contienen sustancias abrasivas
a diferencia de otros productos dentales para humano y uso animal representan una
alternativa viable no solo para la disminucién de las cargas bacterianas si no
también para la proteccion y el cuidado de dentaduras sensibles (Sujatha et al.,
2014).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseino del estudio

Se realiz6 un estudio completamente al azar en la region de La Comarca Lagunera,
México. Se utilizaron 15 perros domeésticos, los cuales se dividieron en tres grupos
iguales, a los cuales se les asignaron tres tratamientos. El primero, fue el grupo
tratado y se asigno el término de: “Waupisimo” (n=5), que consisti6 en la
combinacion de clorhexidina al 2% y Aloe vera al 20% ademas de goma de Xantana
al 1% (anadido para darle palatabilidad) diluido en agua destilada. Dado que se
pretende comparar con los productos comerciales, se utilizaron dos grupos control
para disminuir el sesgo del fabricante. El grupo control 1 denominado “Clorhexin”
(n=5), consistié en un producto que contenia clorhexidina al 2%. De igual manera,

el grupo control 2, denominado “Holliday” (n=5) contenia clorhexidina al 2%.

El estudio se realiz6 en dos etapas, una in vivo y otra in vitro. En la primera etapa,
se tomaron muestras de cavidad bucal para estudio bacteriolégico antes y después
de la aplicacién de los tratamientos. Para la etapa in vitro, se utilizaron los mismos
tratamientos excepto el grupo “Clorexhin”, el cual se cambié por Clorhexidina al 20
% gue también sirvid como control, esto, como testigo principal en estudios que se

realizan in vitro.

3.2 Animales y toma de muestras

Se eligieron 15 animales adultos que tuvieran presencia de placa bacteriana
diagnosticados por un Médico Veterinario experto. Las muestras consistieron en
hisopados bucales, los cuales fueron obtenidos procurando la zona de las encias y
las mejillas, frotando la zona con el hisopo estéril durante 15 segundos. Se utilizaron

medios de transporte Stuart para conservar el material obtenido, y posteriormente,
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ser llevados a la unidad de diagndstico veterinario de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro Unidad Laguna, donde se procedieron a realizar pruebas

microbiolégicas, el mismo procedimiento se realizé 10 dias después.

3.3 Analisis microbiolégico

Se llevaron a cabo dos etapas en el andlisis microbioldgico, en la etapa in vivo, las
muestras analizadas consistieron en comparaciones de carga bacteriana de manera
previa y posterior a la aplicacion de los tratamientos. En la etapa in vitro, los tres

tratamientos se compararon contra un control positivo de Clorhexidina al 20%.

3.4 Preparacion de medios

3.4.1 Caldo nutritivo

El medio se prepar6 de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Se vaciaron
10 ml de medio en 15 tubos de vidrio de 16x150 mm con tapa de rosca que fueron
llevados posteriormente a esterilizarse a una temperatura de 121 °C durante 15
minutos a 14 libras de presién. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente
transcurrido ese tiempo, fueron sellados con cinta de cera alrededor de la tapa de

rosca y refrigerados a 8 °C hasta el dia de su uso.

3.4.2 Agar sangre 8%

La base del medio se preparé de acuerdo con las especificaciones del proveedor.
Se llevo a esterilizar a una temperatura de 121 °C durante 15 minutos a 14 libras de
presién. La sangre correspondiente al 8% del volumen preparado se agreg6 dentro
del medio estéril cuando este alcanz6é una temperatura cercana al ambiente y se
agitd de manera vigorosa, posteriormente fue vaciado en cajas Petri de vidrio

estériles y dejado enfriar a temperatura ambiente. El contorno de las cajas fue
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sellado con cinta de cera, las cajas se conservaron a temperatura ambiente hasta

Su uso.

3.4.3 Agar Mueller-Hinton

Se preparo el medio de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Se llevo a
esterilizar a una temperatura de 121 °C durante 15 minutos a 14 libras de presion.
El contorno de las cajas fue sellado con cinta de cera, las cajas se conservaron a

temperatura ambiente hasta su uso.

3.5 Estudio In vivo

Para disminuir la carga bacteriana, la muestra se diluyé6 mediante inmersion del
hisopo durante 5 segundos en una solucion de 10 ml de caldo nutritivo.
Posteriormente, el tubo se homogenizo. De esta solucion, se tomé una alicuota de
100 pl que se inocularon en placas de agar sangre al 8% utilizando un asa de
Digralsky para extender la alicuota alrededor del medio. Se incubaron las placas
durante 24 horas a una temperatura de 37 °C. Los crecimientos obtenidos fueron
cuantificados mediante el conteo de colonias e identificados mediante tincién de

Gram.

3.5.1 Conteo de colonias

Se realizaron conteos de colonias a cada caja de medio obtenida, se utilizé un

contador de colonias manual.

3.5.2 Tincién de Gram

De cada caja de medio obtenida se obtuvieron distintas colonias a las cuales se les

realizé tincion de Gram. La seleccion de las colonias fue realizada mediante una
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diferenciacion macroscoépica. Se utilizaron colorantes marca Hycel en presentacion
de 125 mL.

3.6 Estudio In vitro

Se prepararon discos de papel filtro estériles con una medida de 6+0.5 mm sobre
los cuales se impregn6 cada uno de los productos y el control de Clorhexidina al 20
%. Los discos se colocaron en placas de Agar Miuller Hinton a distancias
equivalentes. Se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Los halos de inhibicién

obtenidos fueron medidos en cm.

3.7 Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS Ver.25. Previo a
el analisis de los datos, los datos se sometieron a un analisis de normalidad con el
test Kolmogorov-Smirnov. El andlisis del conteo de colonias, se llevo a cabo con un
analisis longitudinal antes y después de la aplicacion del producto correspondiente
por medio de un analisis de varianza (ANOVA) para datos relacionados. Para los
resultados obtenidos en las pruebas de antibiograma se realizé un ANOVA para
grupos independientes. En todas las pruebas se utilizd, como post-hoc, una prueba

Tukey con una significancia del 0.05.
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V. RESULTADOS

4.1 Recuento de colonias

En el conteo de colonias realizado, se determiné que el producto evaluado que
contiene Aloe vera después del tratamiento in vivo, el nimero de colonias se redujo
significativamente (F=6.18, p=0.03) a diferencia de los productos que no contienen
Aloe vera ni goma de Xantana al 1% diluido en agua destilada (Clorhexin y Holliday)

(F=0.868, p=0.3; F=3.66, p=0.09), los cuales se observa en el cuadro 2.

Cuadro 2. Comparacion de tres productos respecto al crecimiento del numero
de colonias bacterianas de origen oral in vivo, antes y después del tratamiento

de cada producto.

Producto Antes Después Valor-p
Waupisimo 146.2 £103.09 29.6 £29.06 0.03
Clorhexin 187.8 £216.81 79.4 £143.75 0.3
Holliday 456.8 £395.74 104.8 +111.44 0.09

Los datos muestran la media + desviacion estandar. La diferencia estadistica se realizé con

una prueba post-hoc Tukey con significancia de p=0.05

4.2 Antibiograma

En la prueba de antibiograma los resultados obtenidos no demostraron diferencia
significativa en el radio de inhibicion de crecimiento microbiano de la prueba in vitro
entre el producto que contenia Aloe vera (u=1.82 cm, 0.18 DE) y el producto Holliday
(u=1.65 CM, 0.16 DE), contrario al control (u=3.04 cm, 0.38 DE) (p=0.02). Tal como

se observa en la figura 2.
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Figura 2. Radio de inhibicion (cm) de crecimiento microbiano in vitro de los
diferentes productos evaluados. Literales distintas significan diferencia
significativa (prueba Tukey p= 0.02).

4.3 Tincion Gram
Durante la evaluacion morfolégica de las colonias, se observé una diferencia entre

los tipos de bacterias que crecieron antes y después de los tratamientos (cuadro 3).
En ellas se observaron cocos gram negativos; estreptobacilos y bacilos cortos Gram
negativos; bacilos cortos y cocos gram negativos, y cocobacilos Gram negativos,

entre otros (figura 3)
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Cuadro 3. Comparativa de tinciones Gram de un producto (Waupisimo) de
higiene dental a base de clorhexidina al 2% con Aloe vera y dos productos

(Clorhexin y Holliday) de higiene dental a base de clorhexidina al 2%.

Grupo Waupisimo Clorhexin Holliday

bacteriano Antes Después Efecto Antes Después Efecto Antes Después Efecto

Bacilos cortos L .
80% 40% Disminuye 20% 60% Aumenta 40% 40% Invariable

Gram +

Cocos G + 40% 80% Aumenta 100% 100% Invariable 20% 60% Aumenta

Cocos G - 40% 40% Invariable 100% 100% Invariable 100% 20% Disminuye

Cocobacilos G o ) )
40% 0 Disminuye 0 0 Invariable 0 0 Invariable

Los porcentajes muestran la presencia de los grupos bacterianos en un total de cinco
muestras realizadas en la evaluacién de cada producto en cada etapa del experimento
(antes y después). El efecto hace referencia al resultado obtenido tras la aplicacién de los

productos evaluados.

Figura 3. Tincién de Gram observada por microscopia éptica 100x. A) Cocos Gram negativos; B) Streptobacilos y
bacilos cortos Gram negativos; C) Bacilos cortos y cocos Gram negativos; D) Cocobacilos Gram negativos.
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V. DISCUSION

Las enfermedades periodontales en perros domésticos representan una de las
enfermedades con mayor impacto en la salud bucal (Anderson et al., 2021). Con el
creciente descubrimiento de la resistencia microbiana a antisépticos, como la
clorhexidina (Cunha et al.,, 2022), se vuelve vital la basqueda de alternativas
naturales como el Aloe vera. Como se demostré en los resultados de este trabajo,
los productos de higiene bucal para perros domésticos con base de clorhexidina con
contenido de Aloe vera presentan una mayor reduccion de la carga bacteriana de
cavidad bucal que aquellos productos que no la contienen, cumpliéndose asi, la

hipétesis planteada.

El crecimiento de colonias bacterianas del estudio in vivo, se redujo
significativamente al utilizar el producto con contenido de Aloe vera (p= 0.03)
respecto aquellos que no contenian aditivos provenientes de esta planta (Clorhexin
y Holliday; p=0.3 y 0.09 respectivamente). Estos resultados son coincidentes con
los estudios realizados en pastas dentales de uso humano (Nasiri et al., 2021),
donde se recomienda el uso del Aloe vera en productos de higiene dental para
reducir cargas bacterianas en la cavidad bucal. Incluso, se sugiere al Aloe vera
como un sustituto de la clorhexidina gracias a sus propiedades antisépticas y
regeneradoras. Sin embargo, de acuerdo con Heng et al. (2018), debido a que los
agentes antisépticos de esta planta no actian de manera independiente, si no en
sinergia, no se debe utilizar solo sino de manera complementaria con otras
sustancias antisépticas. Aunque estos resultados son favorables, de acuerdo a la
literatura (Fruh et al., 2022), se debieron haber obtenido menores cantidades de
crecimientos microbianos. Este efecto, se atribuye al hecho que, en este estudio, se
utilizé jugo de Aloe vera, el cual conserva en menor medida las propiedades de la
planta que los extractos acuosos y de solventes (Dominguez-Fernandez et al.,
2012). Por lo que, se sugiere realizar estudios utilizando extractos. Ademas, en este
estudio no se evalué el crecimiento de bacterias anaerobias estrictos como

Fusobacterium spp y Porphyromonas spp, por lo tanto, se sugiere evaluar el efecto
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de este compuesto sobre estos microorganismos como Siguiente paso para
determinar el potencial del Aloe vera para disminuir la carga bacteriana en cavidad

bucal de perros domésticos.

Aunque la evaluacion in vivo es la mas relevante, a nivel in vitro también se evalu6
la resistencia antimicrobiana por medio de una prueba de antibiograma,
comparandolo con un control a una concentracion diez veces mas alta de
clorhexidina que los productos evaluados. Se determiné que el producto con
contenido de Aloe vera y el producto comercial no presentaban una diferencia
significativa entre ellos, pero si con el control utilizado (p=0.02). En la actualidad, no
existen suficientes estudios, en tratamientos orales, que evallen la resistencia
microbiana a la clorhexidina, los estudios se limitan a su evaluacién en superficies
inertes. De acuerdo con Frih et al. (2022) las bacterias pertenecientes a los nichos
orales tienen la capacidad para adaptarse a las concentraciones de clorhexidina y
también de reducir su susceptibilidad a antibioticos. Este argumento es apoyado por
Cieplik et al. (2019), donde se atribuye esta disminucién de la susceptibilidad a
antibioticos a una estimulacion persistente de la bomba de expulsion activa (efflux),
uno de los mecanismos de resistencia antibiética mayor conocidos. Aunque no hubo
una diferencia significativa entre los productos evaluados, el radio de inhibicién de
las concentraciones de clorhexidina (2%) es inhibitorio y esta dentro del parametro

aceptable.

Ademas del crecimiento e inhibicién bacteriana, también se evalu6 la morfologia de
las bacterias antes y después de los tratamientos. Los resultados mostraron una
disminucién en bacilos cortos Gram + y cocobacilos Gram - en el producto con
contenido de Aloe vera respecto a los demas productos donde los resultados
aumentan o fueron invariables. En el caso de los cocos Gram -, el efecto fue
invariable en el producto que contenia Aloe vera y en el producto de Clorhexin,
mientras que en el producto Holliday se present6é una disminucion. Respecto a los
cocos Gram +, Clorhexin fue el Unico en demostrar invariabilidad, mientras los otros

dos presentaron un aumento. Estos hallazgos sugieren una inhibicion de la mayoria
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de los grupos bacterianos, pero no de los cocos Gram + y Gram -. De acuerdo con
Horner et al. (2012), existe una susceptibilidad reducida a la clorhexidina por los
cocos Gram +, esto debido a su capacidad para generar resistencia a través de la
bomba de expulsidén activa, lo que coincide con los resultados obtenidos en este
estudio, donde el efecto rond6 entre un aumento de su presencia e invariabilidad.
Esta reaccién pudo ser provocada por la eliminacion de otros tipos bacterianos que
cumplieran un papel competitivo en el bioma bucal, lo que se observa en los
porcentajes iniciales de cocos Gram +, donde se iniciaba con nimeros menores
(Ruparell et al., 2020). Estos resultados, favorecen el efecto del producto evaluado
respecto a los demas, sin embargo, el impacto deberia ser mayor por la adicién del
Aloe vera. Se sugieren estudios posteriores que puedan evaluar con una muestra

mas grande el efecto de este compuesto.
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VI. CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que la clorhexidina al 2%
combinada con jugo de Aloe vera, disminuye la carga bacteriana y los grupos de
bacterias en la cavidad oral de perros domésticos. Ademas, la inhibicion que
produce en cultivos bacterianos in vitro es la misma que el de otros compuestos que

no contienen Aloe vera.
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