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1.- Resumen.

La medicina tradicional en México es un tema de importancia nacional que actualmente
estd en proceso de regulacion, diversas instituciones gubernamentales someten los
conocimientos empiricos a pruebas de laboratorio con la finalidad de validar los tratamientos
que este conocimiento ofrece. Uno de los problemas de salud que es tratado con regularidad
por la medicina tradicional es la caries dental, ocasionada por diversos microorganismos
entre los que destaca la bacteria Streptococcus mutans por su papel en la descalcificacion de

las piezas dentales.

Mediante las técnicas, halo de inhibicion, dilucién en caldo con sembrado masivo y recuento
de unidades formadoras de colonia. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans en medios de cultivo
BHI enriquecidos con extractos a diferentes concentraciones de Allium cepa, Chamaemelum
nobile, Cinnamomum verum, Coriandrum sativum, Origanum vulgare, Salvia rosmarinus y
Thuja occidentalis. Con los experimentos realizados se logré determinar que los extractos
etanolicos de Cinnamomum verum, Salvia rosmarinus y Thuja occidentalis presentaron una
efectiva actividad inhibitoria. Las concentraciones que se determinaron como eficientes
fueron superiores al 2.25% a 9% del volumen total. Los estudios realizados permitieron
determinar que las plantas Cinnamomum verum, Salvia rosmarinus y Thuja occidentalis
poseen metabolitos o moléculas capaces de ejercer un efecto inhibitorio en contra de S.
mutans siendo una alternativa para el tratamiento de la caries dental provocada por este

microorganismo
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3.- Introduccion.

3.1.- Caries dental

La caries dental es una enfermedad crénica, infecciosa, multifactorial y transmisible,
sin distincién de edad o nivel socioecondmico, que actualmente representa un problema de
salud publica a nivel mundial (1). Esta enfermedad altera la calidad de vida de las personas
que la padecen, al provocar un intenso dolor en los drganos dentales, ocasionando la perdida

de estas y dafio a la autoestima del afectado al provocar cambios visuales.

En un estudio comparativo entre una poblacion rural de habitantes del estado de
Meéxico y Michoacéan y la poblacion de la zona urbana en la Cd. de México, se encontrd que
el promedio de dientes permanentes cariados, perdidos y obturados (CPOD) cambia
dependiendo de la region. Los habitantes de la zona urbana fueron los que mas 6rganos
cariosos presentaron, con un CPOD del 5.98 y del 3.57 para la zona rural, la prevalencia de
la caries dental también fue mayor en los habitantes de la zona urbana, teniendo una
prevalencia de 90% y 82% en la comunidad indigena (2). Estos resultados obtenidos
consideraron como factores importantes en el desarrollo de la investigacion la diversidad en
la dieta y los cuidados dentales disponibles. Con esta investigacion se recalca la importancia
del cuidado de la salud dental, mayor disponibilidad e ingesta de alimentos altos en azucares

aumentan la probabilidad de desarrollar caries dentales aumenta.

Estudios como el antes mencionado, evidencian la relacion de la enfermedad con el
ambiente en el que se desarrolla el individuo, factores como el acceso a servicios médicos
dentales, productos de higiene bucal y alimentacion rica en azucares, pueden son factores de

riesgo.

Para que esta enfermedad se desarrolle es necesario contar con un huésped
susceptible, adquirir la microbiota patdégena en la cavidad bucal y alimentarla con un sustrato
adecuado por medio de la dieta (3). Algunas personas clasifican a la cavidad bucal como un
biorreactor, puesto que cuenta con la entrada de sustrato, microorganismos presentes y la

salida de productos al interior o exterior del cuerpo.



La mayoria de los microorganismos de la cavidad bucal son cocos y bacilos
grampositivos o gramnegativos, aerobios, anaerobios o aerobios facultativos segun su nicho
ecoldgico (Tabla 1). Conocer la composicidon microbiana es importante para saber cuales son
los microorganismos asociados al desarrollo de la caries dental y como estos pueden usar los

nutrientes disponibles.

Tabla 1: Distribucion de bacterias en varios sitios de la cavidad bucal.(4)

Grupo Bacteriano Sitlo

Placa Lengua Saliva Surco
Gingival
Cocos G+ Facultativos 282 44 8 462 288
Estreptococos 270 383 410 271
S. mutans (0-50) (0-1) (0-1) (0-30)
S. sanguis (40-60) (10-20) (10-30) (10-20)
S. mutror (20-40) (10-30) (30-50) {10-30)
S. salivans (0-1) (40-60) (40-60) (0-1})
S. milleri (3-25) (0-1) (0-1) (14-56)
Estafilococos 03 6.5 40 1.7
Cocos G+ anaerobicos 126 472 130 7.4
Cocos G- anaerobicos 6.4 16.0 159 10.7
Cocos G- facultativos 0.4 34 1.2 04
Bacilos G+ facultativos 238 13.0 18 153
Bacilos G+ anaerobicos 184 82 48 202
Bacilos G- facultativos NDb 32 23 1.2
Bacilos G- anaerobios 10.4 82 48 16.1
Espiroquetas ND ND ND 1.0

Los microorganismos de mayor interés en el estudio de caries dental pertenecen a la
clase Bacilli (aerobios) y a la clase Clostidia (anaerobio) (5). Los microorganismos que con
mayor frecuencia se relacionan con el inicio y desarrollo de la caries son: estreptococos del

grupo mutans, Lactobacillus sp. y Actinomyces sp. (6)



Streptococcus mutans es beneficiado por la presencia de carbohidratos, los aprovecha
en su metabolismo y sintetiza acidos que actiian sobre el esmalte dental, subsecuentemente
lo desmineraliza, con la intencion de adquirir mds nutrientes(7). Los minerales
principalmente afectados son el calcio y fosfatos, su perdida en el esmalte dental generan
debilidad en las piezas dentales, resultando en caries o fracturas. La ausencia de S. mutans,
los acidos resultantes de su metabolismo y tratamientos dentales especializados en recuperar

el esmalte dental dan lugar al proceso de remineralizaciéon (Figura 1).
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Figura 1: La caries como proceso de desmineralizacion y remineralizacién. A) desmineralizacion
causada por la microbiota patégena en la cavidad bucal B)remineralizaciéon promovida con
cuidados y tratamientos dentales (8)

Es importante acudir regularmente con el odontélogo para revisar y atender la salud
bucal, asi como mantener hébitos frecuentes de higiene personal para evitar la fijacion de las
bacterias a las piezas dentales y sus consecuencias. Actualmente se estudia la relacion entre
caries dental y otras enfermedades sistémicas, enfermedades cardiovasculares como obesidad
y diabetes, enfermedades respiratorias como asma y fibrosis quistica, enfermedades
gastrointestinales y neurologicas. Todas estas complicaciones siguen en constante

investigacion para aclarar los mecanismos de intervencion (9)



3.2.- Herbolaria contra enfermedades bucales.

Las plantas medicinales son un tema de interés para la investigacion actual en el
campo de la medicina, siendo cada vez mas utilizadas para el tratamiento de un gran numero
de patologias. Muchos farmacos utilizados actualmente en la medicina alopatica tienen su
origen en plantas medicinales (10). Mediante el uso de enjuagues bucales a base de estas, se
produce una mejora en la salud bucal, ya que muchos fitoquimicos tienen un efecto
antiinflamatorio, que reduce el sangrado gingival, pero también un efecto antibacteriano

esencial para mantener una salud bucal adecuada (11)

Aunque los estudios recientes se han centrado en el descubrimiento de nuevos
compuestos naturales para el tratamiento de diversas patologias, aun se conoce muy poco de
las plantas y los compuestos responsables del potencial terapéutico, lo que deja espacio para
futuras investigaciones. Uno de los ambitos en los que los compuestos naturales encuentran
su utilidad es el tratamiento de las infecciones bacterianas, dado que la medicina moderna se

enfrenta actualmente a una crisis de creciente resistencia a los antibidticos convencionales
(12)

La medicina tradicional puede verse impulsada si se combina el conocimiento
tradicional con el cientifico, investigando y validando a las plantas medicinales, las cuales
son representativas de la region donde se propagan (13). Se estima que alrededor del 80% de
la poblacion mundial recurre a la medicina tradicional, para atender malestares catalogados
como atencion primaria de la salud(14), por lo cual se entiende la importancia de enfocar
esfuerzos y recursos econdmicos en la investigacion sobre su eficacia en el tratamiento de
enfermedades y al mismo tiempo verificar la seguridad de sus compuestos a través de

estudios toxicologicos.



Los aceites esenciales actualmente se recomiendan como reemplazo de agentes
antimicrobianos y antioxidantes en productos alimenticios solos 0 en combinacion. Estos
derivados vegetales demuestran una serie de beneficios, como la capacidad de controlar el
crecimiento microbiano en productos alimenticios, aumentar la vida util de los alimentos
envasados, prevenir la peroxidacion lipidica y aliviar las preocupaciones de los consumidores
sobre el uso de conservantes no naturales (15). Los aceites esenciales son una mezcla de
componentes presentes en las plantas. Hay aproximadamente 3000 aceites esenciales
identificados, de los cuales 300 son econdmicamente significativos, particularmente para los
sectores cosmético, culinario, doméstico y farmacéutico (16). Las plantas que producen
aceites esenciales pertenecen a varios géneros distribuidos en alrededor de 60 familias.
Algunas familias, como Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae y
Rutaceae, son conocidas por su capacidad para producir aceites esenciales de valor medicinal

e industrial (17)

En México la medicina tradicional se encuentra en un estado de transicion, lucha
constantemente por integrarse al sistema nacional de salud mientras que muchos

profesionales de esta area minimizan la participacion de los terapeutas tradicionales (18)

Dentro de la regulaciéon en México se presenta la ley general de la salud que en su

articulo 79 expone:

“Articulo 79. - Para el ejercicio de actividades profesionales en el campo de la
medicina, odontologia, veterinaria, biologia, bacteriologia, enfermeria, trabajo social,
quimica, psicologia, ingenieria sanitaria, nutricion, dietologia, patologia y sus ramas,
y las demads que establezcan otras disposiciones legales aplicables, se requiere que los
titulos profesionales o certificados de especializacion hayan sido legalmente

expedidos y registrados por las autoridades educativas competentes.



Para el ejercicio de actividades técnicas y auxiliares que requieran conocimientos
especificos en el campo de la atencion médica prehospitalaria, medicina, odontologia,
veterinaria, enfermeria, laboratorio clinico, radiologia, terapia fisica, terapia
ocupacional, terapia del lenguaje, protesis y Ortesis, trabajo social, nutricion,
patologia, bioestadistica, codificacion clinica, bioterios, farmacia, saneamiento,
histopatologia y embalsamiento y sus ramas, se requiere que los diplomas
correspondientes hayan sido legalmente expedidos y registrados por las autoridades

educativas competentes” (19)

Esta legislacion resalta que cualquier persona que desee participar en el sector salud
en organizaciones como el Instituto Nacional Indigenista (INI), la Secretaria de Salud (SSA)
y el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) debe contar con titulos profesionales, lo
que dejo rezagado por mucho tiempo a los terapeutas tradicionales. Fue hasta 1998 cuando
las instituciones de salud otorgaron capacitaciones y licencias para emplear a los terapeutas

tradicionales y usar la medicina tradicional dentro de sus planes.

La medicina tradicional enfrenta multiples problemas cuando no esta respaldada por
estudios cientificos realizados por profesionales de la salud, como lo son: la falta de respeto
hacia su origen y a las personas que la practican, pocos apoyos a su investigacion y
conversion a medicamentos, restriccion en la practica y abandono juridico lo que hace que la

medicina tradicional no pueda competir contra la biomedicina (18)



4.- Descripcion de plantas utilizadas en este trabajo.
4.1.- Allium cepa.

La cebolla se ha consumido durante siglos en diversas culturas como tratamiento de
multiples dolencias, contra algunas infecciones microbianas, trastornos respiratorios,
gastrointestinales, cutaneos, cardiovasculares y diabetes (20). Se ha propuesto que el origen
de la cebolla se encuentra en Asia central; sin embargo, la planta se ha distribuido
ampliamente en zonas templadas del hemisferio norte (21). El bulbo de la cebolla es la parte
mas utilizada, siendo el 6rgano principal de interés (Figura 2). Consiste en hojas carnosas
internas rodeadas de escamas membranosas secas externas. El bulbo puede presentar varias
formas, como globo, globo aplanado, fusiforme o casi cilindrico. Las cebollas suelen existir

en diferentes colores segun la variedad, incluidos rojo, amarillo, blanco, verde y morado (22).
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Figura 2: Bulbo de Allium cepa.



4.2.- Chamaemelum nobile.

La manzanilla es una planta anual o perenne perteneciente a la familia Astera. La
manzanilla es originaria de las regiones templadas de Asia y Europa y se cultiva en todo el
mundo por su alto uso en la industria cosmética, médica y alimenticia. Contiene flavonoides,
cumarinas, aceites voldtiles, terpenos, esteroles, acidos orgdnicos y polisacaridos. Al tener
una amplia gama de compuestos, la manzanilla exhibe diversas aplicaciones médicas como
anticancerigenas, antiinfecciosas, antiinflamatorias, antioxidantes, efectos hipoglucemiantes,

hipotensores y antialérgicos que continian en investigacion (23).

Las raices son delgadas, el tallo puede crecer entre 10 y 80 centimetros, las hojas son
largas, estrechas y pinadas. La manzanilla posee pequenas flores blancas con un centro
amarillo (Figura 3). El uso tradicional de la manzanilla data desde la dinastia Han en el este
de China, Roma, Grecia y Egipto donde comunmente se utilizaba para tratar inflamaciones
menores, dermatitis, dolores estomacales y calambres. Su uso fue amplidndose con el tiempo
para tratar dolores de cabeza cronicos, diarreas, sudoracion e inflamacién en articulaciones.
El extracto de esta planta es un ingrediente en algunos enjuagues bucales, con el fin de tratar
inflamacion e infecciones bacterianas (24). Actualmente la planta de manzanilla esta

registrada en la farmacopea de diversos paises debido a sus multiples propiedades (25).

Chameelum nebige,

Figura 3: Dibujo y fotografia de Chamaemelum nobile.



4.3.- Cinnamomum verum.

La canela, una especia ampliamente utilizada por sus usos medicinales y culinarios
desde hace siglos. Es originaria de Sri Lanka y el sur de la India, pero también se distribuye
en muchos paises asiaticos, caribefios, australianos y africanos. Se utiliza ampliamente en
preparaciones alimenticias y productos industriales como caramelos, chicles, enjuagues
bucales y pasta de dientes. También se utiliza para tratar asma, bronquitis, diarrea, dolor de
cabeza, inflamacion y trastornos cardiacos. El cinamaldehido, el eugenol, el cariofileno, el
acetato de cinamilo y el 4cido cindmico son los principales compuestos que se encuentran en
su aceite esencial. Estos compuestos exhiben una amplia gama de actividades farmacologicas
como: antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas,

cicatrizantes, anti-VIH, ansioliticas y antidepresivas (26).

El arbol alcanza una altura de 10 a 15 m de largo. Su fruto es una baya de un
centimetro de largo que contiene una sola semilla (Figura 4). Su corteza se conoce como

corteza molida y es de gran importancia econdémica por su uso culinario (27).

Figura 4: Dibujo y fotografia de Cinnamomum verum.



4.4.- Coriandrum sativum.

El cilantro, es una hierba aromatica antigua con una historia que abarca mas de 3000
anos, utilizada tanto como aditivo alimentario como con fines medicinales. Si bien sus
origenes se encuentran en la region mediterranea, C. sativum se ha cultivado ampliamente en
varias regiones de Asia, Europa y América del Norte. El aroma tnico de C. sativum se
atribuye a una mezcla de compuestos volatiles liberados de sus aceites esenciales (28).
Ademas de su valor culinario, C. sativum es una rica fuente de vitaminas, minerales, fibra
dietética, compuestos fendlicos y otros oligoelementos esenciales, lo que lo hace benéfico

para satisfacer las necesidades nutricionales.

Se utiliza en el tratamiento de enfermedades en la medicina tradicional, como agente
antibacteriano, fungicida y antiespasmodico. Ademads, se utiliza como antidepresivo,
antiestrés y analgésico para el dolor de cabeza, es un agente en el tratamiento para la anorexia,
el paroxismo y el insomnio. Sus extractos poseen actividades antioxidantes y antimicrobianas
debido a su composicion quimica compuestos bioactivos como linalool, geraniol, alcanfor,
acetato de geranilo y otros compuestos fendlicos, alcaloides, terpenos, carbohidratos, lipidos
y proteinas (29). Todas las partes de la planta C. sativum (figura 5) se utilizan en aplicaciones

culinarias, lo que mejora aun mas su valor al aportar sabor y nutricion (30).

Figura 5: Dibujo y fotografia de Coriandrum sativum.



4.5.- Origanum vulgare.

El género Origanum (Lamiaceae) incluye algunas hierbas anuales, perennes y
arbustivas (Figura 6) conocidas con una amplia diversidad morfologica y quimio tipica en
todo el mundo. La mayoria de las especies del género se distribuyen en la region

mediterranea, eurosiberiana e irani-siberiana (31).

Figura 6: Dibujo y fotografia de Origanum vulgare.

El orégano es una planta reconocida por sus abundantes componentes bioactivos,

particularmente compuestos fenolicos (32).

Las partes aéreas del orégano contienen una amplia gama de componentes quimicos,
incluidos fenodlicos, terpenos, flavonoides, glucdsidos, esteroles, taninos, resinas y
mucilagos. La planta se utiliza comiinmente como hierba aromatizante en la produccion e
industria de alimentos y para dar sabor a ensaladas, sopas, pescado, pizza, carnes procesadas
y otros alimentos. Ademas, el orégano, como planta medicinal, se ha utilizado
tradicionalmente como expectorante, antiflatulento, aperitivo, diurético y sedante. El extracto
de la planta tiene fuertes propiedades antibacterianas y antifingicas debido a su riqueza en
compuestos fenolicos. Los antioxidantes inhiben o retrasan la oxidacion de las moléculas.
Debido a su alto contenido fendlico, se considera uno de los antioxidantes naturales favoritos

(33).



4.6.- Salvia rosmarinus.

El romero es un arbusto perenne aromatico que crece hasta aproximadamente un
metro de altura y tiene tallos erectos con hojas de color verde oscuro y flores de color azul
blanquecino (Figura 8). Es originaria de la region mediterranea, sur de Europa, noroeste de
Espafia y estda ampliamente distribuida por todo el mundo. Las hojas se utilizan a menudo
como especias y como fuente de compuestos antioxidantes utilizados en la conservacion de
alimentos (34). Es una de las plantas medicinales mas conocidas y valoradas, se utiliza
ampliamente en productos farmacéuticos y en la medicina tradicional como diaforético,
digestivo, astringente, diurético, asi como para trastornos urinarios (35). Ademas de sus usos
farmacéuticos, también se utiliza ampliamente en las industrias alimentaria, cosmética y de
fragancias. Las hojas aromadticas contienen aceites esenciales con propiedades

antibacterianas y se pueden utilizar como pesticida y repelente (36).

Figura 7: Dibujo y fotografia de Salvia rosmarinus.



4.7.- Thuja occidentalis.

Thuja occidentalis, la Tuya del Canadd, o Tuya occidental es una especie arborea de
la familia de las Cupresaceas. Es una conifera siempreverde originaria del nordeste de EE.
UU. y sudeste de Canad4, desde el centro de Saskatchewan, este de New Brunswick, sur y
este de Tennessee en las Montafias Apalache (Figura 8). Se utiliza para el tratamiento del
catarro bronquial, reumatismo, psoriasis, amenorrea, cistitis, carcinomas uterinos y migrafia,
y como farmaco abortivo, anticonceptivo y antidiarreico en la medicina popular (37). Se ha
revelado que los extractos de 7. occidentalis poseen propiedades antibacterianas, antivirales,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antiespasmodicas y gastro protectoras. Los estudios
fitoquimicos han demostrado que 7. occidentalis contiene terpenoides, esteroides,

flavonoides y polisacaridos (38).

Figura 8: Dibujo y fotografia de Thuja occidentalis.



3.3.- Streptococcus mutans

El género bacteriano mads representativo en la cavidad bucal es el género
Streptococcus, teniendo presencia los grupos salivarius, mutans, anginosus sanguinis y mitis
(5). Los estreptococos son descritos en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology como
“Bacterias que forman células ovoides o esféricas, de menos de 2 pm de diametro, (figura 9)
grampositivas, catalasa negativa, anaerobias facultativas, con tendencia a formar cadenas o

parejas (39)

Figura 9: Micrografia de S. mutans. En ella se observa a S. mutans formar cadenas celulares con
una morfologia ovalada(40)

Esta especie bacteriana tiene la capacidad de fermentar la glucosa para producir acido
lactico. La mayor parte de las distintas especies del género Streptococcus, crecen bien en
medios enriquecidos con sangre, suero o carbohidratos, a 35-37 °C, especialmente si son
incubados en una atmosfera con didxido de carbono al 5-7%. Algunas especies, incluso
necesitan el CO; para crecer, como algunos S. pneumoniae y ciertos estreptococos del grupo

viridans (41)



Para poder clasificar a las especies pertenecientes a este grupo se realizan estudios
filogenéticos basados en el estudio del gen 16SrRNA (Tabla 2) debido a que es una secuencia

genética altamente conservada a lo largo de la evolucion (42).

Existen otras maneras de clasificar a los Streptococcus como lo es en funcion de la
hemolisis, una clasificacion limitada pero 1til en el &mbito clinico. Lancefield en 1993 (43)
realizo por primera vez la clasificacion de Streptococcus basandose en los carbohidratos
reactantes de la superficie de la pared celular, lo que se conoce como serotipos. Estos
serotipos identifican muy bien a especies patogenas, sin embargo, los antigenos especificos

pueden estar presentes en mas de una especie.

Como resultado de ambas metodologias se gener6 la siguiente clasificacion de

Streptococcus basandose en la secuencia del gen 16STRNA (Tabla 2) (44)

Tabla 2: clasificacién de Streptococcus por grupos segun diferencias genéticas y morfolégicas.

Grupo piogénico Grupo mitis Grupo anginosus | Grupo salivarius | Grupo bovis Grupo Otros
mutans estreptococos

S. pyogenes S. pneumoniae S. anginosus S. salivarius S. equinus S. mutans 8. suis
S. agalactiae S. oralis S. constellatus S. vestibularis S. alactolyticus 8. sobrinus 8. intestinales
S. disgalactiae S. mitis S. intermedius S. thermophilus S. gallolyticus

spp. dysgalactiae spp. gallolyticus 8. ratus S. entericus
8. disgalactiae S. sanguis 8. gallolyticus

Spp. equisimilis spp. macedonicus S. cricetus  S. acidominimus
S. canis S. gordonii S. pasteurianus 8. downei 8. gallinaceus
S. equi spp. equi S. parasanguis S. lutetiensis S. ferus 8. thoraltensis
S. equi spp. zooepidemicus S. crista S. infantarius S. macacae S, pluranimalium
S. uberis S. australis S. orisratti  S. hyovaginalis
S. parauberis S. infantis S. ovis
S. hyointestinalis S. peroris
S. iniae S. sinensis
S. didelphis
S. phocae

S. porcinus
S. urinalis



El grupo mutans fue descrito por Clarke en 1924 a partir de la biopelicula presente en
dientes planteando una relacion directa con el consumo de glucosa en la dieta (45).
Streptococcus mutans esta altamente relacionado con la caries dental, dentro de este grupo
se encuentran alrededor de 8 especies, que colonizan diferentes partes de la cavidad oral de
humanos y animales. Para identificar a este género se pueden aplicar distintas pruebas
bioquimicas, (Tabla 3) aunque para una correcta identificacion de este género sera necesario

realizar técnicas de biologia molecular (46)

Tabla 3: Pruebas bioquimicas aplicadas a Streptococcus mutans

Prueba bioquimica Resultado esperado

Voges-Pros- kauer Positiva (color rojo en el medio)

Fermentacién de manitol Positiva (cambio del color del medio de rojo a amarillo)
Fermentacién de sorbitol Positiva (colonias rosadas-rojizas)

Descarboxilacion de L- Negativo (coloracion amarilla en el medio.)

arginina.

La formacién de una biopelicula dental y su sistema de quérum sensing son
fundamentales en la vida bacteriana de S. mutans, este proceso favorece momentos clave
como la capacidad de sintetizar glucanos, fijar compuestos a le pelicula dental y producir
acido lactico. La supervivencia, persistencia y desarrollo de S. mutans depende de su
crecimiento en biopelicula, donde se protege del oxigeno, agentes toxicos, maximiza su
biomasa y ocurre intercambio genético (47). La generacion de caries es provocada por el
metabolismo de S. mutans, usando carbohidratos para producir acido lactico, acido
propionico, acido acético y acido formico. Estos acidos circulan a través de la placa dental
hacia el esmalte poroso disocidndose y liberando hidrogeniones, los cuales disuelven los
minerales del esmalte, generando calcio y fosfato. El calcio y fosfato se difunden fuera del
esmalte y son aprovechados por mds bacterias presentes en la biopelicula, generando la

desmineralizacion (48)



5.- Objetivo general.

Realizar una busqueda de sustancias de origen vegetal con efecto inhibitorio en

contra de S. mutans.
Objetivos particulares.

1. Preparar extractos etanolicos de las plantas Allium cepa, Chamaemelum nobile,
Cinnamomum verum, Coriandrum sativum, Origanum vulgare, Salvia rosmarinus y

Thuja occidentalis a concentraciones estandarizadas.
2. Evaluar la capacidad de inhibicién de los extractos en contra de S. mutans.

3. Seleccionar los extractos de plantas con mayor capacidad de inhibicion en contra

de S. mutans.

4. Determinar la concentracion necesaria de los extractos seleccionados para lograr

un efecto inhibitorio en contra de S. mutans.
6.- Hipotesis.

Los extractos de plantas con base alcoholica tienen un efecto inhibitorio en contra de
S. mutans en diferentes concentraciones, lo que proporcionara informacién que permita

relacionar su efecto inhibitorio con el grupo de moléculas que pueden estar presentes.



7.- Metodologia.

7.1.- Preparacion de los extractos.

Todas las muestras de plantas que se usaron en este trabajo fueron compradas en
mercados de Puebla, México. Para realizar la extraccion alcohdlica de las diferentes plantas
se sigui6 la metodologia recomendada por el libro “Nueva farmacopea homeopatica”, 1a cual
se resume en la tabla 4, para cada extracto la relacion de muestra y de etanol se realiz6 con

relacion a la dureza, contenido de agua, y flexibilidad de la muestra (49).

Tabla 4: Resumen de la metodologia descrita en “Nueva farmacopea homeopatica”. En la columna
“proporcion” se explica la relacién entre los gramos de planta y los mililitros de solvente utilizados.

Orégano 1*3 25 75 | Hojas
Tallos, hojas y
Manzanilla 1*1 50 50 | flores
Cilantro 1*3 25 75 | Tallos y hojas
Romero 1*5 18 90 | Tallos y hojas
Cebolla 1*2 50 100 | Bulbo
Thuja 1*4 25 100 | Corteza
Canela 1*4 25 100 | Corteza
1. Cilantro: Del total de la muestra, se desecharon los tallos para obtener

unicamente las hojas de la planta, se pesaron 25 gramos de hojas y se
trituraron en un mortero, se agregaron las hojas a un recipiente &mbar
a una concentracion de 1:3 con 75 ml de etanol y se dejo reposar una

semana con agitacion periddica de 3 veces por dia.

2. Canela: La muestra que se obtuvo en tiras fue cortada en trozos
pequetios y se pesaron 25 gramos, los trozos de canela fueron
depositados en un frasco ambar con 100 ml etanol en una proporcion
de 1:4 y se dejd reposar una semana con agitacion periddica de 3 veces

por dia.



3. Manzanilla: Del total de la muestra se utilizaron Gnicamente las hojas
y flores de la planta, después de pesar 50 gramos, se trituro la muestra
en un mortero y el producto fue agregado a un frasco ambar con 50 ml
de etanol en proporcion de 1:1 y se dejé reposar una semana con

agitacion periddica de 3 veces por dia.

4. Romero: La muestra que principalmente corresponde a tallos y hojas
se cortd en pedazos pequeilos, se pesaron 18 gramos y fue agregada a
un frasco ambar con 90 ml etanol en una proporcion de 1:5 y se dejo

reposar una semana con agitacion periodica de 3 veces por dia.

5. Cebolla: El bulbo de la planta fue cortado y picado, se pesaron 50
gramos y se trituré en un mortero, se agrego etanol con regularidad
para llegar a 100 ml con una proporcion de 1:2. El triturado fue
depositado en un frasco ambar y se dejé reposar una semana con

agitacion periodica de 3 veces por dia

6. Thuja: La muestra de corteza que se obtuvo fue cortada en trozos
pequeios, se pesaron 25 gramos, los trozos de thuja fueron depositados
en un frasco ambar con 100 ml de etanol en una proporcion de 1:4 y

se dejo reposar una semana con agitacion periddica de 3 veces por dia.

7. Orégano: Del total de la muestra se desecharon los tallos para obtener
unicamente las hojas de la planta, se pesaron 25 gramos de hojas y se
trituraron en un mortero, se agregaron las hojas a un recipiente &mbar
con una concentracioén de 1:3 con 75 ml de etanol y se dejo reposar

una semana con agitacion periddica de 3 veces por dia.

Posterior a una semana se us6 papel filtro de 15 cm de didmetro, cualitativo 85 GSM
para filtrar todas las muestras y se almacenaron en oscuridad a temperatura ambiente. Antes
de su uso en laboratorio los extractos se filtraron usando un filtro de jeringa PVDF Durapore®

de 0.22um con la finalidad de eliminar agentes bioldgicos contaminantes.



Ensayos de inhibicion en contra de S. mutans.
7.2.- Método por halo de inhibicion

Las concentraciones de los extractos se determinaron partiendo del extracto madre,
tomandolo como el 100% y diluyendo con etanol o agua para cada una de las pruebas. Las
concentraciones que se obtuvieron fueron del 100% para la tintura madre, 50%, preparacion

en partes iguales del extracto original y el solvente empleado y 25% (Figura 10).

Extracto al 100%

Dilucion ¢

Etano Agua
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Figura 10: Preparacion de las diluciones al 50% y 25% para cada extracto.

Siguiendo la metodologia propuesta por Hachity y colaboradores (50), a partir de un
cultivo “overnight” de S. mutans en medio liquido infusién cerebro corazon (“Brain Heart
Infusion”-BHI) crecida a 37°C, en una atmosfera enriquecida con didxido de carbono se
tomaron 100 pL. de muestra para realizar el conteo de UFC usando el método de Goteo en
placa por sellado masivo (GSPM) (51,52). Adicionalmente En cajas Petri con medio so6lido
BHI se agregaron 100 pl del cultivo de S. mutans y con ayuda de un asa de drigalsky la
muestra se esparcio por toda la superficie de la placa de manera uniforme para posteriormente
colocar 20 pl de cada uno de los extractos que se evaluaron a diferentes concentraciones:

100%, 50% y 25% en dilucion alcoholica y acuosa.



Como control se usaron:

1. Control positivo, agua.
2. Control positivo, etanol al 70%.
3. Control negativo, Clorhexidina Lacer® Colutorio 0.20%

Las cajas Petri inoculadas con S. mutans, preparadas para determinar la efectividad
de las muestras, se llevaron a incubar a 37 °C durante 24 horas bajo condiciones anaerobias

(Figura 11).

Aplicacion de la muestra
Extension del cultivo 20 pL

Cultivo overnight 35 muestras Incubacién
100 pL

Figura 11: Resumen del procedimiento para determinar halo de inhibicién
7.3.- Método de dilucion en caldo con sembrado masivo.

Para determinar de manera cualitativa que extractos tienen capacidad antimicrobiana
se realizaron multiples ensayos en placas multipozos donde S. mutans crecio en presencia de
cada uno de los extractos a diferentes concentraciones en medio liquido BHI. En cada pozo
de la placa se colocaron 150 ul de medio de cultivo BHI, 15ul de cada uno de los extractos
a las diferentes concentraciones antes mencionadas y un inoculo de S. mutans obtenido de un
cultivo overnight. Cuidando que el nimero de UFC iniciales en cada experimento fuera el
mismo. En el disefio experimental se tomaron como control positivo el crecimiento de S.
mutans en ausencia de extracto. El control negativo fue establecido en relacién con el
crecimiento de S. mutans en presencia de clorhexidina. Finalmente se verifico la esterilidad

de cada extracto colocando una muestra de 50 pL en pozos individualmente.



(Representado en la tabla como ‘“Planta-Estéril”) (Anexo 1). Cada una de las

muestras se coloco por triplicado.

Para realizar la evaluacion de la capacidad antimicrobiana se tomaron muestras en
diferentes tiempos 30 min y 24 horas posteriores a la colocacion de los extractos para
determinar el efecto en el crecimiento de S. mutans. Con ayuda de un replicador se realiz6 el
sembrado masivo de las muestras en placas con medio s6lido BHI y junto con la placa
multipozos donde se encontraban las muestras S. mutans-extracto, se llevaron a incubacion
a 37 °C en una atmosfera enriquecida con CO». Después de 24 horas se evalud el crecimiento

de cada repeticion de sembrado masivo (Figura 12).

Sellado en placa BHI
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Figura 12: Resumen de la metodologia realizada en el método de dilucion en caldo con sembrado

masivo.



7.4.- Determinacion cuantitativa del efecto inhibitorio de extractos de plantas

Después de la observacion cualitativa del efecto inhibitorio en contra de S. mutans de
los diferentes extractos probados, se seleccionaron los que presentaron una mayor actividad

antimicrobiana siendo canela, romero y Thuja.

En tubos falcon de fondo cénico de 15 ml se colocaron 5 ml de medio liquido BHI
que se inocularon con el volumen de cultivo overnight de S. mutans suficiente para ajustar a
una densidad optica de 0.05 y agregando 500 puL de cada extracto a diferentes

concentraciones y solventes (figura 13).

[
Medio
liguido BHI.
5. Mutans
$ 500 pL de:
Solvente: Etancl | Canela 100% Thuj,a 100% Romero 100%
Thuja 50%

Canela 100% | Thuja 100% | Romero 100%

Solvente: Agua
g Canela 50% | Thuja 50% Romero 50%

Figura 13: Preparacion de las muestras S. mutans-extracto a diferentes concentraciones.
Como controles se usaron:

I. Control positivo: S. mutans y medio BHI.
2. Control negativo: S. mutans y 500 ul de clorhexidina.

3. Control positivo: S. mutans y 500 pl de etanol al 70%.



Posteriormente a la preparacion de la muestra, se tomaron volimenes de 20pl de cada
tubo para realizar diluciones seriadas usando el método de Goteo en placa por sellado masivo
(51). Para la determinacion de UFC/ml se realizaron 5 repeticiones para cada muestra, en
placas con medio s6lido BHI. Las placas de BHI inoculadas y los 12 tubos de S. mutans con
y sin extractos se incubaron por 24 horas a 37 °C bajo condiciones anaerobias. Después de
ese tiempo se contaron las UFC presentes. Correspondiente a los tubos, se tomaron
nuevamente muestras de 20 pL para realizar diluciones seriadas usando la metodologia antes

descrita, incubando por 24 horas para realizar el conteo de las UFC presentes (figura 14).

— - ) |8
¢ Medio de cultivo BHI (15ml) ) _ . R oo el T
o Muestra (500pL) Diluciones seriadas Massive Stamping Drop Plate ncu ac?on (24 horas)
(MSDP) ¢ Cultivo preparado

e S. mutons (Cultivo overnight)
; g ® Placas BHI

Figura 14: Resumen del procedimiento realizado para la determinacion de UFC.



8.- Resultados:

8.1.- Método por halo de inhibicion

Al realizar el andlisis de los resultados obtenidos mediante la técnica de halo de
inhibicion, se observo que el etanol al 70% y la clorhexidina tuvieron un efecto
antimicrobiano positivo contra S. mutans, mientras que la muestra de agua no mostr6 un
efecto inhibitorio. Para el caso del alcohol se gener6 un halo de inhibicion pequefio con
algunas colonias en el centro y finalmente clorhexidina genero una amplia zona de inhibicion

donde no se visualiza crecimiento (figura 15).

Figura 15: Caja Petri con medio solido BHI, inoculada por toda la superficie con S. mutans, donde

se depositaron 3 muestras control: 1.-clorhexidina 2.-agua 3.- alcohol.



El resto de los resultados se explican en la siguiente tabla 5 con codigo de color, donde

el efecto de inhibicién cambia junto con el color de la celda:

Tabla 5: Resultados de la prueba de inhibiciéon por halo de inhibicién para 35 muestras.

Planta Alcohol Agua
Orégano 100% 50% 25% 50% 25%
Manzanilla 100% 50% 25% 50% 25%
Cilantro 100% 50% 25% 50% 25%
Romero 100% 50% 25% 50% 25%
Cebolla 100% 50% 25% 50% 25%
Thuja 100% 50% 25% 50% 25%
Canela 100% 50% 25% 50% 25%

| Sin efecto de inhibicion. |Bajo efecto de inhibicion. |Inhibicion moderada. |Inhibicion total. |

Como se muestra en la tabla los extractos diluidos en alcohol mostraron un mayor
efecto inhibitorio, sin embargo, al obtener una inhibicion por parte del etanol al 70% estos
resultados no pueden ser concluyentes para determinar que los compuestos presentes en los

diferentes extractos contienen sustancias antimicrobianas capaces de inhibir a S. mutans.



8.2.- Método de dilucion en caldo con sembrado masivo

Para comprobar si los extractos diluidos en alcohol podrian tener un efecto inhibitorio
se realizd una evaluacion del crecimiento de S. mutans en presencia de cada uno de los
extractos usando los mismos controles antes mencionados. La evaluacion se realizé en dos
tiempos experimentales 30 minutos y 24 horas. En la tabla 6 se observa que ninguno de los
extractos evaluados fue capaz de inhibir a S. mutans en un tiempo de contacto de 30 min. El
control de alcohol fue incapaz de inhibir el crecimiento de S. mutans'y S. mutans sin presencia
de extracto y etanol creci6 de manera optima. Por su parte se observo que la clorhexidina es

capaz de inhibir por completo el crecimiento de S. mutans con un corto tiempo de contacto.

Tabla 6: Inhibicion de S. mutans con 30 minutos de contacto con los extractos naturales.

Tiempo Planta Sensibilidad Grado
Orégano Negativo -
Manzanilla | Negativo -
Cilantro Negativo -
Romero Negativo -

0 Horas | Cebolla Negativo -
Thuja Negativo -
Canela Negativo -
Alcohol Negativo -

S. mutans | Presente HoEkx

*%k%*

*poco crecimiento, **crecimiento afectado, ***crecimiento optimo.

Se muestra el resultado de 9 repeticiones para cada extracto.

Al evaluar el grado de efectividad de los extractos contra S. mutans tras estar 24 horas
en contacto se observo que el extracto de orégano al 100% presentd un grado muy pequefio
de inhibicidn. Por su parte los extractos de manzanilla, cilantro, romero y cebolla presentaron
una actividad inhibitoria en concentraciones del 100% y 50%. Finalmente, Thuja y canela,

resaltados en verde, presentaron actividad inhibitoria en concentraciones de 100%, 50%.



Tabla 7: Inhibiciéon de S. mutans con 24 horas de contacto con los extractos naturales.

Tiempo Planta Sensibilidad Grado
Orégano Positivo +
Manzanilla | Positivo ++
Cilantro Positivo ++
Romero Positivo ++

24 Horas | Cebolla Negativo -
Thuja Positivo +++
Canela Positivo +++
Alcohol positivo +
S. mutans | Presente oA

**k%k

*poco crecimiento, **crecimiento afectado, ***crecimiento optimo.

+ Sensibilidad con extracto al 100%, ++ Sensibilidad con extracto al 50%, +++Sensibilidad con
extracto al 25%.

Se muestra el resultado de 9 repeticiones para cada extracto.

Adicionalmente se evalu6 si los extractos diluidos con agua eran capaces de inhibir
el crecimiento de S. mutans. Para esto se siguid la misma metodologia y los mismos tiempos
experimentales. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 8 donde se observa que
ninguno de los extractos evaluados fue capaz de inhibir a S. mutans en un tiempo de contacto
de 30 min. El control de clorhexidina present6 una fuerte actividad inhibitoria impidiendo el

crecimiento de S. mutans, mientras que S. mutans fue capaz de crecer de manera optima.

Tabla 7: Inhibicion de S. mutans con 30 minutos de contacto con los extractos naturales diluidos en

agua.
Tiempo Planta Sensibilidad Grado
Orégano Negativo -
Manzanilla | Negativo -
Cilantro Negativo -
Romero Negativo -
O Horas | Cebolla Negativo -
Thuja Negativo -
Canela Negativo -
Clorhexidina | Positivo +++
S. mutans Presente Hokx




*k%k

*poco crecimiento, **crecimiento afectado, ***crecimiento optimo

+ Sensibilidad con extracto al 100%, ++ Sensibilidad con extracto al 50%, +++Sensibilidad con
extracto al 25%

Se muestra el resultado de 9 repeticiones para cada extracto.

Después de 24 horas de contacto con los diferentes extractos diluidos en agua se
observod que los extractos de orégano y cebolla no lograron mostrar actividad inhibitoria, para
el caso de extractos de cilantro y canela al 100% se observé un efecto inhibitorio contra S.
mutans. Los extractos de manzanilla, romero y Thuja fueron los extractos mas sobresalientes
mostrando actividad de inhibicion a concentraciones del 100 % y 50%. S. mutans presento
buen crecimiento. El efecto inhibitorio total de la clorhexidina se mantuvo durante todo el

experimento.

Tabla 9: Inhibicion de S. mutans con 24 horas de contacto con los extractos naturales diluidos en agua.

Tiempo Planta Sensibilidad Grado
Orégano Negativo -
_ Positivo ++
Cilantro Positivo +
- Positivo ++

24 Horas | Cebolla Negativo -
- Positivo ++
Canela Positivo +
Clorhexidina | Positivo +++
S. mutans Presente *oAx

*kk

*poco crecimiento, **crecimiento afectado, ***crecimiento optimo
+ Sensibilidad con extracto al 100%, ++ Sensibilidad con extracto al 50%, +++Sensibilidad con
extracto al 25%

Se muestra el resultado de 9 repeticiones para cada extracto.



8.3.- Determinacion cuantitativa del efecto inhibitorio de extractos de plantas.

Tomando en consideracion los resultados obtenidos con la metodologia de dilucion
en caldo con sembrado masivo. Se evaluaron los extractos que tuvieron un mayor efecto
inhibitorio en contra de S. mutans para determinar de manera cuantitativa el efecto inhibitorio

de estos. Nuevamente se evaluaron extractos diluidos en etanol y agua.
Pruebas de inhibicion de extractos en dilucion alcohdlica.

Al realizar la incubacion directa y determinacién de UFC/ml se observo que el
numero de UFC/ml de S. mutans aumentd a las 24 horas posteriores de la incubacion,
partiendo de log 6.94+0.1 a log 8.13+0.32 lo que indica una correcta manipulacion del
microorganismo (Figura 16-17). Para el caso del crecimiento en presencia de alcohol, el
nimero de UFC/ml se vio reducido, indicando una parcial accion inhibitoria del etanol en
contra de S. mutans. Resulta interesante que el crecimiento en presencia de los extractos de

romero y canela al 100% y Thuja al 100% y 50% se observo totalmente inhibido (figura 16).
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Figura 16: Logaritmo de UFC/ml de S. mutans creciendo en presencia de extractos de romero,
canela y Thuja después de 30 min de contacto y 24 horas. Cada barra representa la media de 5

repeticiones.



Después de los resultados observados en las pruebas en dilucion alcoholica, se decidid
evaluar si una concentracion menor al 50% tenia la capacidad de presentar un efecto
inhibitorio en contra de S. mutans. Los resultados observados mostraron que el nimero de
UFC/ml para S. mutans aument6 desde el tiempo inicial de log 6.39+0.21 al tiempo 24 horas
con log 6.91+0.14, lo que indica una correcta manipulacion del microorganismo. Para el caso
de crecimiento en presencia de alcohol el nimero de UFC/ml se vio reducido, indicando la

parcial accion inhibitoria del etanol en el medio, como se habia observado previamente.

(Figural7).
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Figura 17: Logaritmo de UFC/ml de S. mutans creciendo en presencia de extractos de romero, canela y Thuja
después de 30 min de contacto y 24 horas. Cada barra representa la media de 5 repeticiones.



Respecto al crecimiento con los extractos de romero, canela y Thuja al 25% no se

obtuvo un efecto inhibitorio. (figura 18).
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Figura 18: Logaritmo de UFC/ml de S. mutans creciendo en presencia de extractos de romero,
canela y Thuja al 25% después de 30 min de contacto y 24 horas. Cada barra representa la media

de 5 repeticiones.



Pruebas de inhibicion de extractos diluidos en agua.

Los resultados obtenidos muestran que el nimero de UFC/ml de S. mutans aument6
desde log 6.77+0.2 en el tiempo inicial, a log 7.17+0.36 tiempo 24 horas, lo que indica una
correcta manipulacion del microorganismo. Para el crecimiento en presencia de romero y
canela al 100% se visualiz6 un efecto de inhibicion fuerte. En las muestras que crecieron en
presencia de los extractos de romero al 50% diluidos con agua, no se observo un efecto
inhibitorio en contra de S. mutans. Para el caso del crecimiento en presencia de extractos de
canela y Thuja al 50% diluidos con agua se observo una parcial inhibicion en contra de S
mutans, siendo mas notoria en presencia de Thuja. En el resto de las columnas el efecto de
inhibicion es débil, manteniendo un nimero similar de UFC en romero 50% y reduciendo las
UFC en canela, Thuja y canela al 50% (figura 19). Estos resultados sugieren que los

compuestos con actividad inhibitoria son mayormente solubles en etanol que en agua.
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Figura 19. Logaritmo de UFC/ml de S. mutans creciendo en presencia de extractos de romero,
canela y Thuja a diferentes concentraciones diluidos con agua después de 30 min de contacto y 24

horas. Cada barra representa la media de 5 repeticiones.



Como se muestra en la tabla los extractos diluidos en alcohol mostraron un mayor
efecto inhibitorio, sin embargo, al obtener una inhibicion por parte del etanol al 70% estos
resultados no pueden ser concluyentes para determinar que los compuestos presentes en los

diferentes extractos contienen sustancias antimicrobianas capaces de inhibir a S. mutans.

Para mayor referencia de los valores numéricos exactos se muestran las tablas en el

anexo 2.
9.- Discusion

El estudio de extractos de origen vegetal y su capacidad de inhibicién en contra de
bacterias que impactan de manera negativa a la salud humana principalmente ha sido de gran
importancia y relevancia para el avance en el combate de enfermedades de origen bacteriano.
En esta investigacion se buscaron sustancias de origen vegetal con actividad antimicrobiana
en contra de S. mutans proponiéndolas como posibles sustancias para ayudar en el
tratamiento de la caries dental. Una las metodologias mas ampliamente usadas para
determinar la capacidad antimicrobiana de diferentes sustancias es determinar la sensibilidad
a la sustancia evaluada en relacion con el tamafio del didmetro de un halo de inhibicidn

formado (50, 53,54).

En este estudio se evalud el efecto antimicrobiano de los diferentes extractos usando
esta técnica. Los resultados obtenidos mostraron un efecto inhibitorio por parte del etanol
sobre S. mutans, por lo tanto, los resultados positivos que se obtuvieron de las muestras
diluidas con este solvente perdieron credibilidad y el método fue descartado. En la literatura
se encuentra reportado que el tiempo de contacto y la concentracion en la que se suministra
el etanol, son los factores principales que influyen en la actividad antiséptica del etanol (55).
Se sabe que cuando el etanol al igual que otros alcoholes es aplicado sobre superficies es
capaz de actuar en las membranas bioldgicas fundamentalmente de 3 formas: 1) alterando la
fluidez de las membranas, lo que indirectamente afectaria el funcionamiento de las proteinas
como enzimas y canales; 2) produciendo una deshidratacion a nivel de las membranas 3)

interactuando directamente con las proteinas de la membrana (56). Este factor podria explicar



por qué S. mutans fue incapaz de crecer en la muestra control en el experimento por halo de

inhibicion al ser expuesta a etanol al 70%.

Sin embargo, en el resto de los resultados con etanol diluido en medio liquido BHI
la concentracion del alcohol bajé consideradamente pasando del 70% al 9%, 4.5% y 2.25%

en el medio, adicionando la intervencidon de los compuestos vegetales.

La accion de la clorhexidina como control negativo en los experimentos fue muy
eficiente, teniendo actividad inhibitoria desde los 30 min de contacto, comprobando su efecto
inhibitorio sobre S. mutans (57). La clorhexidina es usada como un agente antibacteriano de
amplio espectro, con capacidad de inhibir la actividad proteolitica de enzimas que pueden
degradar las fibras colagenas de la capa hibrida en diferentes trabajos estomatoldgicos (58).
La clorhexidina se une a las células del epitelio y a proteinas presentes en la saliva, para
posteriormente ser liberado lentamente llegando a tener efecto antiséptico durante 8 a 13
horas. En altas concentraciones, tiene accion bactericida debido a que provoca cambios en la
estructura de la superficie bacteriana, con lo que se pierde el equilibrio osmotico, aumenta la
permeabilidad, y se produce una ruptura de la membrana citoplasmatica, por tanto, provoca
la precipitacion de citoplasma y la lisis o muerte bacteriana. A bajas concentraciones la accion
de la clorhexidina s6lo es bacteriostética, interfiriendo en el mecanismo de transporte
mediado por fosfoetanolpiruvato fosfotransferasa, con la consecuente reduccion en la
produccion de acido por las bacterias, lo que también altera la permeabilidad de la membrana

citoplasmatica (59).

Los resultados de la mayoria de los extractos con un tiempo de interaccion de 24 horas
resultan prometedores. De acuerdo con los resultados obtenidos se eligieron tres extractos
que lograron una eficiente inhibicion en contra de S. mutans. Los extractos elegidos fueron:
canela, romero y Thuja. Dentro de la investigacion de sustancias de origen vegetal en contra
de S. mutans, se han usado especies vegetales como Pongamia pinnata (Asia), Cymbopogon
citratus (zacate 1imon zacate limon, Asia meridional), Azadirachta indica ( lila india, India
) y Psidium guajava (guayabo, América tropical) (60). Esta investigacion encontrd que los
extractos de hojas y aceites esenciales derivados de P. pinnata, C. citratus, A. indica'y P.
guajava poseen una notable actividad antibacteriana contra S. mutans. (Tabla 10 ). Cabe

resaltar que estos resultados muestran resultados de efecto inhibitorio usando la técnica de



halo de inhibicion. En su trabajo describen metodologias como la cromatografia de gases y
el andlisis de acoplamiento molecular como estrategias para caracterizar y describir los

compuestos responsables de la actividad inhibitoria.

Otras metodologias que se han usado para evaluar la actividad antimicrobiana
incluyen curvas de crecimiento microbiologico las cuales resultan utiles para monitorear la
actividad en el aumento o descenso de UFC en el tiempo. Un ejemplo clasico de esto es el
estudio, efecto de la persistencia bacteriana sobre la eficacia de la enrofloxacina y
ciprofloxacina frente a una cepa de Escherichia coli donde se evaluaron las concentraciones
necesarias de este medicamento para inhibir el crecimiento de E. coli, donde se encontrd que
ningun antibidtico presentd actividad bactericida y solo permitieron la sobrevida de bacterias
persistentes. Otro ejemplo de la aplicacion de las curvas de crecimiento y muerte radica en
la investigacion sobre la eficiencia de aceites esenciales de orégano, tomillo y hojas de clavo
en contra de E. coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium. teniendo resultados
positivos que variaban principalmente segun el tratamiento al que fueron sometidos en la

industria de alimentos (61).

En este trabajo se midio el efecto de inhibicion de los extractos etandlicos inicamente
en dos tiempos, uno inicial de 30 min y 24 horas posteriores de interaccion. Los resultados
sefalan que ninguno de los extractos evaluados lograron afectar el crecimiento de S. mutans
de manera considerable con 30 minutos de interaccion. Los resultados con 24 de interaccion
mostraron un efecto antimicrobiano eficaz. Con esta metodologia no es posible establecer
cudl es el tiempo minimo de interaccidbn que se requiere para observar una actividad
inhibitoria eficaz, por lo que este estudio podria ser de utilidad en la continuidad de la

investigacion (62).

Con los resultados obtenidos en este trabajo se ha podido determinar la concentracion
mas eficiente para observar una actividad antimicrobiana efectiva que fue superior al 25%
para 3 de nuestros extractos. Schovelin-H et al. reportd ensayos de inhibiciébn con
concentraciones del 1%, 5% y 10%, 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de un extracto preparado
a partir de agua destilada y hojas de orégano, describi6 una efectiva inhibicioén en contra de

S. mutans para las concentraciones superiores al 20% (63). Ademas, Solano et al, mostraron



que cuando se usa una concentracion de 1.5% y 3% de extracto acuoso de romero no se
obtiene una eficiente actividad antimicrobiana en contra de S. mutans, mientras que con un
extracto oleoso al 50% de la misma planta, si se obtiene un efecto de inhibicion similar al de
la clorhexidina (64). De acuerdo con estos estudios nuestra investigacion muestra que para
obtener una actividad antimicrobiana en contra de S. mutans se requiere una concentracion
mayor de lo que ha sido reportado, esto puede ser causado por las diferencias en complejidad
de extraccion, a la diversidad de moléculas vegetales y a escoger distintos solventes y

procedimientos de extraccion (65)(66)

La importancia de la metodologia utilizada en este estudio radica en el andlisis masivo
de muestras en un breve periodo de tiempo, asi como la optimizacion del espacio y del
material de laboratorio. Por cada caja Petri se pueden analizar resultados de hasta 46 muestras
diferentes. Asi como posteriormente determinar no solo cualitativamente si S. mutans es
sensible a un posible agente antimicrobiano, si no determinar de manera cuantitativa este
efecto al comparar el nimero de UFC/ml en interaccidon con cada extracto evaluado. Algunos
autores han usado metodologias para determinar concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
evaluando otros microorganismos y otras compuestos de origen vegetal, por ejemplo, un
estudio con soluciones de miel y diversas bacterias Gram positivas y negativas como;
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, E. coli. Revel6 una
actividad antibacteriana positiva de mieles derivadas de la flora endémica del sudoeste de

Australia Occidental con una MIC de 6,7-28,0% (p/v) (67).

En esta investigacion se destaca la importancia de sefializar especificamente la
molécula o el grupo de compuestos responsables de la accidon inhibitoria observada en contra
de S. mutans. Para lograr esta perspectiva se sugiere el uso de herramientas bioinformaticas
como lo es el acoplamiento molecular (docking) donde se estudia como interactuan dos o
mas moléculas en diferentes medios (68). Asi como el filtrado de moléculas similares,
buscando candidatos entre especies vegetales relacionadas taxonomicamente. Asi estas
herramientas pueden estudiar la accion de las sustancias naturales en los diferentes procesos
vitales en la propagacion, vida y replicacion de S. mutans y otras bacterias fundamentales en

el desarrollo de la caries dental.



10.- Conclusiones

Los extractos etanodlicos que presentaron una mayor actividad antimicrobiana en
contra de S. mutans fueron canela, romero y Thuja. Su efecto es visible cuando los extractos
etandlicos estan presentes en el medio liquido en concentraciones mayores a 2.5% del

volumen total.

Los extractos diluidos en agua no presentaron una actividad antimicrobiana en contra

de S. mutans eficiente.

El efecto inhibitorio de los extractos vegetales se observa a las 24 horas de

interaccion.

El etanol no es capaz de inhibir por completo el crecimiento de S. mutans. Los
extractos etanolicos evaluados en este trabajo demostraron tener la capacidad de inhibir en

su totalidad el crecimiento de S. mutans dependiendo de la concentracion.

El extracto etandlicos de Thuja tiene la mayor capacidad de inhibicion en contra de

S. mutans a una concentracion del 50% y 100%

Son necesarios mas estudios para determinar el grupo de moléculas responsables del
efecto inhibitorio en contra de S. mutans para los extractos con resultados positivos y

eficientes.
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Anexo 1

Distribucion de las muestras preparadas en la placa multiposos 8 x 12 con tabla de

abreviaturas, la simbologia estéril especifica que el extracto madre de la planta formo parte

del experimento sin entrar en contacto con otra sustancia, esto fue realizado para garantizar

la esterilidad del extracto y que S. mutans no interactud con otro microorganismo.
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O | = |Orégano

M | = | Manzanilla

Cl | = |Cilantro

R = | Romero

CE | = |Cebolla

T = | Thuja

CA | = |Canela

S = | Solvente



Anexo 2

Resultados del experimento “Determinacion de UFC” donde se expresa la media de 5

repeticiones en unidades Log de UFC/ ml.

Pruebas en alcohol

Tiempo Inicial | 24 Horas
S. Mutans 6.94+0.1 8.13+0.32
Alcohol 6.94+0.1 5.08+0.05
Romero 100% |6.42+0.06 0
Canela 100% 5.63+0.42 0
Thuja 100% 6.65+0.16 0
Thuja 50% 5.48+0.08 0
Pruebas en agua
Tiempo Inicial |24 Horas

S. Mutans 6.77+0.2 7.17+0.36
Romero 100% |7.38+0.04 0

Romero 50% 5.55+0.14 5.66+0.25
Canela 100% 5.89+0.08 0

Canela 50% 7.13+0.21 6.09+0.31
Thuja 100% 6.14+0.21 4.68+0.27
Thuja 50% 6.15+0.31 4.99+0.07

Pruebas al 25%
Tiempo Inicial | 24 Horas

S. Mutans 6.39+0.21 6.91+0.14
Alcohol 6.94+0.1 6.02+0.28
Romero 25% | 6.76+0.09 7.16+0.18
Canela 25% 6.78+0.24 7.27+0.26
Thuja 25% 6.38+0.31 6.57+0.15




