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RESUMEN

Nombre: Jessica Patricia Arellano Barrientos

Fecha de Graduacion: 14 de julio de 2016

Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Odontologia

Maestria en Ciencias Odontolégicas en el Area de Endodoncia

Paginas:

Titulo del Estudio: Evaluacion antimicrobiana y citotoxica de extractos de plantas contra
microorganismos patdégenos pulpares

Introduccion: Durante el tratamiento de endodoncia el empleo de irrigantes es esencial.
Actualmente se emplean sustancias (i.e. hipoclorito de sodio, clorhexidina) que si bien
presentan caracteristicas favorables destaca su alta toxicidad; por lo cual, la busqueda de
nuevas alternativas ha cobrado importancia.

Objetivos: Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas contra
microorganismos patdgenos pulpares; y el efecto citotoxico sobre fibroblastos gingivales
humanos.

Materiales y métodos: Se seleccionaron como plantas de estudio Leucophyllum frutescens
(cenizo), Juglans mollis (nogal), Schinus molle L (pirul) y Heliopsis longipes (chilcuaje). A
partir de estos, se prepararon extractos por técnica de maceracion en frio empleandose
diclorometano-metanol realizdndose 3 extracciones. Posteriormente, se realizaron pruebas
quimicas para la identificacion parcial de sus principios activos y se evalud la capacidad
antimicrobiana mediante pruebas en sensidisco y pozo contra microorganismos patdégenos
pulpares: Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Enterococcus faecalis
y Tanerella forsythia (ATCC) comparandose con clorhexidina al 2% e hipoclorito de sodio
al 5%. Se seleccion¢ el extracto que presentd mayor actividad antimicrobiana, se determind
la CMI por la técnica de pozo y su toxicidad sobre fibroblastos gingivales humanos por la
técnica de FMCA, para luego disefiar una mezcla activa que incluyera el extracto y
clorhexidina a un porcentaje menor.

Resultados: Todos los extractos mostraron actividad antimicrobiana promedio desde (9.83
+0.28) a (18.33 £+ 1.52) siendo el extracto de Pirul el que presentara halos de inhibicion
mayores. Se determind que su CMI se encontraba entre las concentraciones de 1.5y 0.75%
para los microrganismos seleccionados. Se encontrd también que el extracto de Pirul
permite mayor viabilidad celular que los controles probados.

Conclusiones: En base al presente estudio, se resalta la capacidad antimicrobiana del
extracto de Pirul contra microorganismos patdgenos pulpares. Sugiere la posibilidad de ser
empleado como sustancia antimicrobiana en el tratamiento de conductos radiculares.

Director de Tesis: PhD C. D. Osvelia Esmeralda Rodriguez Luis

Co-Director de Tesis C. D. M.Sc. Jorge Jaime Flores Trevifio

13



ABSTRACT

Name: Jessica Patricia Arellano Barrientos

Graduation date: July 14th, 2016

Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Odontologia

Maestria en Ciencias Odontolégicas en el Area de Endodoncia

Pages:

Study Title: Antimicrobial and cytotoxic evaluation of plant extracts against pathogenic
microorganisms in dental pulp.

Introduction: During endodontic irrigating employment is essential. Currently substances
(i.e. sodium hypochlorite, chlorhexidine) they are used that have favorable characteristics
but emphasizes its high toxicity; therefore, the search for new alternatives has become
important.

Objectives: To evaluate the antimicrobial activity of plant extracts against pathogenic
microorganisms pulp; and the cytotoxic effect on human gingival fibroblasts.

Materials and Methods: plants were selected as study Leucophyllum frutescens
(pigweed), Juglans mollis (walnut), Schinus molle L (pepper tree) and Heliopsis longipes
(chilcuaje). From these extracts by maceration techniques we were prepared cold
dichloromethane-methanol being used performing 3 extractions. Subsequently, chemical
tests for partial identification of active ingredients were made and the antimicrobial activity
was evaluated by testing sensidisco and well against pulp pathogens: Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Enterococcus faecalis and Tanerella forsythia
(ATCC) comparing chlorhexidine 2 % and sodium hypochlorite 5%. The extract showed
higher antimicrobial activity is selected, the MIC was determined by the technique well and
their toxicity on human gingival fibroblasts by the technique of FMCA, then design an
active mixture that includes the extract and chlorhexidine at a lower percentage.

Results: All extracts showed antimicrobial activity from average (9.83 £+ 0.28) to (18.33 £
1.52) being Pirul extract which present greater inhibition halos. It was determined that the
MIC was among the concentrations of 1.5 and 0.75% for the selected microorganisms. It
was also found that the extract Pirul allows greater cell viability controls tested.
Conclusions: Based on this study, the antimicrobial ability Pirul extract against pathogenic
microorganisms pulp is highlighted. He suggests the possibility of being used as an
antimicrobial substance in the treatment of root canals.

Director de Tesis: PhD C. D. Osvelia Esmeralda Rodriguez Luis

Co-Director de Tesis C. D. M.Sc. Jorge Jaime Flores Trevifio
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1. INTRODUCCION

Los microorganismos y sus productos son los principales agentes causales de los procesos
patologicos que danan la pulpa y la region periapical. Es por esto que uno de los objetivos
mas importantes del tratamiento de endodoncia es la eliminacion de la infeccion bacteriana
del sistema de conductos radiculares. Se han introducido numerosas medidas para reducir
esta infeccion, entre las que se encuentran la instrumentacion mecénica, irrigacion y

medicacion intraconducto.

La irrigacion, ademdas de contribuir con la desinfeccion, es un coadyuvante en la
eliminacion del debris y la disolucion del material orgénico. Se considera como irrigante
ideal aquella sustancia que sea germicida y fungicida, que no sea irritante a los tejidos
orales ni interfiera con la cicatrizacion de los mismos, debe ser estable en solucidn, asi
como poseer sustantividad y bajo costo. Actualmente, las sustancias mas empleadas como

irrigantes incluyen el hipoclorito de sodio y la clorhexidina.

El hipoclorito de sodio es recomendado como el principal irrigante debido a su amplio
espectro antimicrobiano, asi como por su capacidad unica de disolucion de materia
orgéanica; como irrigante es empleado en concentraciones que van del 0.5 al 5.25%. No
obstante, presenta alta toxicidad reportandose dafios graves a los tejidos circundantes
proporcionales al volumen y concentracién del irrigante extruido. Entre los dafios que
puede causar el hipoclorito de sodio se encuentra la necrosis del tejido periapical,
equimosis, dolor intenso, inflamacidn, inyeccion al seno con irritacion de la mucosa e

incluso dafio nervioso.

Por otra parte, la clorhexidina presenta gran actividad antibacteriana y antifungica vy,
debido a su estructura cationica, tiene como propiedad unica la sustantividad por hasta
semanas. Sin embargo, presenta ciertas desventajas como menor efectividad que el
hipoclorito de sodio, inhabilidad de disolver material organico, reacciones alérgicas en un

2%, elevada toxicidad y alto costo.
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Debido a la alta toxicidad de las sustancias usadas convencionalmente, en afios recientes
se ha incrementado el interés en los fitomedicamentos o medicamentos derivados de
plantas. Entre las ventajas del uso de estas alternativas naturales se encuentran su
disponibilidad, bajo costo con gran efectividad, baja toxicidad y la ausencia de resistencia
antimicrobiana. En odontologia, los fitomedicamentos han sido utilizados como

antiinflamatorios, analgésicos y sedantes.

Actualmente, plantas como Azadirachta indica, Zingiber Officinale y Pinus elliottii han
sido empleadas en endodoncia como irrigantes o medicamento intraconducto debido a su

capacidad antimicrobiana.

En medicina la planta Schinus molle L., conocido localmente como Pirul o arbol del Perq,
ha sido empleado como antimicrobiano, antiséptico topico, antioxidante, antiinflamatorio,
agente antitumoral y antiespasmodico resaltdindo su efectividad y baja toxicidad. No
obstante, no existen reportes donde haya sido utilizado en endodoncia, por lo que se plantea
la posibilidad de evaluar su efecto antimicrobiano frente a microorganismos patdégenos

pulpares.
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2. HIPOTESIS

Hi= Los extractos de las plantas Leucophyllum frutescens (Cenizo), Juglans mollis
(Nogal), Schinus molle L (Pirul) y Heliopsis longipes (Chilcuague) mostraran actividad
antimicrobiana contra microorganismos patégenos pulpares presentando baja toxicidad en

fibroblastos gingivales humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas contra microorganismos

patdgenos pulpares; y el efecto citotdxico en fibroblastos gingivales humanos.

3.2 Objetivo Especifico

* Obtener los extractos diclorometano-metandlicos de las plantas Schinus molle
(Pirul), Leucophyllum frutescens (Cenizo), Juglans mollis (Nogal) y Heliopsis
longipes(Chilcuague) por técnica de maceracion en frio.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de Schinus molle (Pirul), Leucophyllum
frutescens (Cenizo), Juglans mollis (Nogal) y Heliopsis longipes(Chilcuague)
contra T. Forsythia, P. endodontalis, P. gingivalis y E. faecalis (ATCC) mediante
técnica de difusion en agar.

* Determinar la concentraciéon minima inhibitoria in vitro del extracto activo contra
los principales microorganismos sensibles.

¢ Evaluar la actividad antimicrobiana de una formulacidon que incorpore al extracto
activo con el principal agente antimicrobiano.

* Determinar la citotoxicidad presentada por el extracto activo sobre fibroblastos
gingivales humanos mediante la prueba de citotoxicidad de microcultivo
fluorométrico (FMCA).

* Realizar la identificacion taxondmica de la planta activa.

* (Caracterizar del extracto con mayor actividad por cromatografia de gasas masas.

18



4. ANTECEDENTES

4.1 Pulpa dental y necrosis

La pulpa es el organo que provee al diente de vitalidad mediante componentes
vasculares y nerviosos, y mantiene su fisiologia normal. También se encarga de la
dentinogénesis, proceso dindmico que ocurre tanto en etapas de maduracion como ante la
reaccion a injurias o estimulos, ya sean traumaticos o infecciosos como la caries (Bruno et
al., 2010).

Este tejido puede resultar afectado por procesos como traumatismos y caries profundas,
causando una inflamacion llamada pulpitis o bien muerte pulpar o necrosis, esta ltima
caracterizada por la descomposicion séptica o aséptica del tejido pulpar que cursa con la
destruccion del sistema microvascular y linfatico de las células y, en tltima instancia, de las
fibras nerviosas; producida por cualquier factor que dafie a la pulpa, siendo principalmente
las bacterias gram negativas anaerobias estrictas los mas asociados (Lopez, 2004).

Las principales vias de entrada de los microorganismos a la cavidad pulpar comprenden
principalmente tibulos dentinarios expuestos (i. e. caries), cavidad abierta (i.e. desalojo de
material de obturacion), conductos laterales en enfermedad periodontal, falta de
restauracion, entre otros (Lakshmi et al., 2010).

Puede presentarse asintomatica, o bien, en ocasiones existen casos donde la infeccion se
ha extendido al espacio del ligamento periodontal, mismas en el que el diente puede ser

sintomdtico a la percusion o mostrar dolor espontineo. Ademas pueden existir cambios
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radiograficos, desde un engrosamiento del espacio del ligamento periodontal hasta observar

el aspecto de una lesion radiolucida periapical (Berman y Hartwell, 2011).

4.2 Infecciones pulpares y los principales microorganismos implicados

En base a lo anterior pordemos mencionar que la infecciéon endoddntica se desarrolla en
los conductos radiculares en ausencia de las defensas del huésped, como consecuencia de la
necrosis de la pulpa o por la eliminacion de la pulpa por tratamiento (Siqueira y Rocas,
2011)

Las infecciones endodonticas pueden clasificarse dependiendo de la localizacion en
intrarradicular que se puede subdividir en primaria, cuando el conducto es infectado por
primera vez; secundaria, cuando el microorganismo no estaba presente en la infeccion
primaria pero es introducido durante el proceso endodontico; o persistente, cuando
resistieron a los procedimientos antimicrobianos (Siqueira y Rocas, 2011).

Recientes estudios han demostrado una colonizacion multiespecie visiblemente dominado
por bacterias anaerobias. Entre los géneros bacterianos mas cominmente encontrados se
encuentran  Fusobacterium, Parvimonas, Prevotella, Porphyromonas, Dialister,

Streptococcus, y Treponema (Siqueira y Rocas, 2013).

4.2.1 Enterococcous faecalis
Es una bacteria gram-positiva anaerobia facultativa (Kaptan et al. 2014) que puede
presentarse como cocos aislados, en pares o incluso en cadenas. Su temperatura de

crecimiento oscila entre 30-35°C (Herrera et al., 1998).
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Dentro de los factores de virulencia encontrados en este género se encuentran la
presencia de hemolisinas, sustancias de agregacion, bacteriocinas, proteasas y aglutininas.
Ademas, los carbohidratos de la pared celular o los sitios de union de la fibronectina, que
favorecen la adherencia a los tejidos del huésped, pueden incrementar la patogenicidad
(Diaz et al., 2010).

Por otro lado, se ha reportado la resistencia de este microorganismo a diversos agentes
antimicrobianos, ya que presenta el potencial de penetracion en los tibulos dentinarios,
capacidad de supervivencia prolongada en dientes con tratamientos endoddnticos,
capacidad de adhesion a la matriz coldgena presente en la dentina y respuesta inadecuada a
los antimicrobianos (Kaptan et al. 2014).

Enterococcus faecalis ha sido frecuentemente aislada en piezas que han recibido
tratamiento endodontico con infecciones persistentes (Halkai et al., 2014). Se ha aislado en
infecciones endodonticas con desarrollo de periodontitis apical cronica, periodontitis apical
aguda y abscesos apicales agudos con un porcentaje de aparicion de 30, 10 y 5%

respectivamente (Siqueira y Rocas, 2011).

4.2.2 Tanerella forsythia
Es un bacilo gram negativo fuertemente asociado con periodontitis cronica. Forma parte
del complejo rojo causante de las enfermedades periodontales y presenta sinergismo con F.
nucleatum durante la formacion de biopeliculas y patogénesis (Rajendra et al., 2012).
Su virulencia esta asociada a factores como tripsina, proteasas, sialidasas, actividad
inductora de apoptosis, glucosidasa, glucosaminidasa, hemaglutinina, y componentes del

estrato S bacteriano (Ashu, 2010).
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Esta bacteria ha sido aislada a partir de piezas con periodontitis apical crénica,
periodontitis apical aguda y abscesos apicales agudos con un porcentaje de aparicion de 55,

65 y 70% respectivamente (Siqueira y Rocas, 2011).

4.2.3 Porphyromonas endodontalis

Originalmente era conocido como Bacteroides endodontalis es un bacilo anaerobio
Gram negativo (Lombardo et al., 2012) y se aisla preferentemente del surco gingival y
conductos radiculares infectados (Castillo et al., 2002)

Esta especie presenta menor virulencia en relacion a Porphyromonas gingivalis,
destacando la presencia de factores como la cdpsula, membrana externa y fimbrias (Castillo
et al., 2002).

Esta especie se ha implicado en la etiologia de los conductos radiculares infectados y la
periodontitis (Lombardo et al., 2012). Se ha aislado en infecciones endodonticas con
desarrollo de periodontitis apical crénica, periodontitis apical aguda y abscesos apicales
agudos con un porcentaje de aparicion de 60, 48 y 70% respectivamente (Siqueira y Rocas,

2011).

4.2.4 Porphyromonas gingivalis
Bacteria gram negativa anaerobia estricta con alta presencia en biofilm subgingival.
Morfolégicamente es un bacilo corto que mide entre 0.5 mm-3.5 mm. Su pared celular
presenta a nivel de la membrana externa endotoxinas, nos capsulados, no esporulados y sin
flagelos (Ramos et al., 2011).
Este microorganismo expresa una serie de factores de virulencia causantes de

importantes procesos patoldgicos orales de forma especial en el periodonto provocando
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destruccion tisular (Castillo et al., 2002). Estos factores son fimbrias, enzimas proteoliticas,
hemaglutininas, LPS y cépsula, y exhibe una diversidad genotipica y serotipica que permite
una variabilidad intra-especie con la potencialidad de inducir inflamacion (Diaz et al.,
2012).

Porphyromonas gingivalis se aisla preferentemente del surco gingival; también en
infecciones endodonticas con desarrollo de periodontitis apical cronica, periodontitis apical
aguda y abscesos apicales agudos con un porcentaje de aparicion de 30%,48% y 60%

respectivamente (Siqueira y Rocas, 2011).

4.3 Tratamiento de endodoncia y uso de antimicrobianos

El objetivo fundamental del tratamiento endododntico consiste en la eliminacion de los
microorganismos presentes en el sistema de conductos radiculares; ya que estos gérmenes y
sus productos derivados son considerados como la principal causa de la enfermedad pulpar
y perirradicular (Mohammadi y Shalavi, 2013). Por tal razén, el uso de desbridamiento
mecanico como la instrumentacion rotatoria, irrigantes quimicos (i.e. hipoclorito,
clorhexidina) y medicamentos intraconductos como el hidroxido de calcio, son
fundamentales (Rahimi et al., 2014).

Con el aumento en la tecnologia ha sido posible identificar casos en los que las
variaciones de la anatomia pulpar, la posicion dentaria y las anormalidades de forma
comprometen la correcta conformacién mecanica de los conductos. Por lo que el uso de un
irrigante apropiado es esencial durante el tratamiento de endodoncia (Mohammadi et al.,
2014).

Dentro de las sustancias quimicas propuestas como agentes irrigantes en endodoncia se

encuentran el hipoclorito de sodio, clorhexidina, peroxido de hidrégeno, y solucion salina
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normal (Mohammadi et al., 2014). Sin embargo, se han reportado diversas alteraciones en
relacion al mal empleo de estas soluciones convencionales; asi como desarrollo de
resistencia y costo elevado de las mismas. Por lo cual hay una necesidad urgente de
estrategias que sean capaces de inactivar patdogenos del biofilm y que a su vez posean
biocompatibilidad y menor potencial de desarrollar resistencia (Cieplik et al.,2014).

A continuacion se presentan las caracteristicas mas sobresalientes de las dos soluciones

de irrigacion en endodoncia con mas utilidad actualmente.

4.3.1 Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio es el irrigante de mayor uso durante el tratamiento endoddntico
(Vera et al., 2012) y su historia data desde la primera guerra mundial cuando Henry Dakin
empieza a utilizarla en una concentracion de 0.5% para la desinfeccion de heridas para
luego ser aceptado su uso en endodoncia a diferentes concentraciones (Gaspar et al., 2013).

Comercialmente se encuentra en concentraciones de 6 a 5.25%; tiene un pH alcalino
entre 12 y 13, y es hipertonico (Vera et al., 2012). Entre sus propiedades se encuentra la
capacidad bactericida, esporicida, fungicida y virucida (Jaju y Jaju, 2011); ademas de que
disuelve el debris orgéanico (Gaspar et al., 2013).

Sin embargo, se han reportado numerosos efectos adversos durante su empleo, entre los
que encontramos lesiones en la piel, mucosa oral y los ojos, enfisema, reacciones alérgicas
(Singh, 2010) y la inyeccion mas alla del foramen pudiendo provocar dafio al tejido 6seo

(Kerbl et al., 2010) y al tejido nervioso.

4.3.2 Clorhexidina
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La clorhexidina ha sido ampliamente utilizada como irrigante endodéntico (Mohammadi
et al., 2014). Fue descubierto durante una investigacion sobre las propiedades bioldgicas
polibiguanidas siendo seleccionada como la que presentaba mayor actividad antibacteriana
y desde entonces es utilizada en el area de las ciencias médicas (Pomacéndor, 2010).

Se define como un compuesto quimico sintético cargado positivamente, que interactia
con los fosfolipidos y lipopolisacaridos de la membrana de la célula bacteriana dandole
capacidad antimicrobiana de amplio espectro. En endodoncia, su modo de actividad
antibacteriana se determina por su concentracion que va desde 0,2% a 2% (Mohammadi et
al., 2014).

Sin embargo, una de las principales desventajas de la clorhexidina como irrigante es que
no posee capacidad de disolucion de tejido, ademas de que produce la formacién de un
precipitado de color café anaranjado altamente tdxico conocido como para-cloro-anilina
(PCA) cuando se combina con hipoclorito de sodio o cuando permanece en el conducto por
periodos de 14 dias o mas (Vera et al., 2012). Esto, aunado con el elevado precio, ha hecho

que su uso en endodoncia haya disminuido.

4.4 Fitoterapia en odontologia

Las plantas elaboran y almacenan productos propios durante el crecimiento debido al
metabolismo. Se denomina planta medicinal a cualquier planta que en uno o mas de sus
organos contiene sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son
precursores para la semisintesis quimico-farmacéutica (Cafigueral et al., 2003).

Los principios activos son los que definen y ayudan a clasificar las plantas, le dan sus
propiedades y usos terapéuticos. Entre los principios activos se encuentran heterdsidos,

alcaloides, aceites esenciales, esencias, taninos, entre otros (Pamplona, 2008), responsables
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de los efectos bioldgicos que pueden presentar los extractos de plantas como actividad
antimicrobiana, antifungica, antiinflamatorio, coagulante, analgésico, entre otro.

De manera general, en el tratamiento de las afecciones bucales se emplean medidas
profilacticas, medicacion o la combinacién de ambas; empleando como tratamiento
fitofarmacos como terapia unica o combinada con otros farmacos. Recientemente en el
tratamiento de afecciones orales la incorporacion de plantas se limita a un pequefio grupo
de preparados para tratar los padecimientos bucofaringeos, sin explotar las potencialidades
de un niimero mayor de extractos, lo que ha convertido la terapia con plantas, algunas
veces, en empirica (Moreno et al., 2011).

La OMS reconoce la importancia de las plantas medicinales en el tratamiento y
prevencion de multiples enfermedades, como también la relevancia a nivel econdémico al
ser una fuente de descubrimiento de nuevos compuestos que en algunos casos tiene un

costo muy inferior a la sintesis de nuevos farmacos (Avello y Cisternas, 2010).

4.4.1 Schinus molle

Pertenece a la familia Anacardiaceae de ocurrencia pantropical que comprende
alrededor de 70 géneros y 600 especies (Mendonga et al., 2012).
Schinus molle L., localmente conocida como Pirual, arbol del Pert o falso pimentero, es una
especie arborea dioica nativa de Sudamérica (Ramirez y Badano, 2013), de rapido
crecimiento cuya altura se encuentra entre los 4 y 8 metros, y su didmetro entre los 25 a 35
cm (CONAFOR, 2014)

Se ha reportado para esta planta actividad antibacteriana (Gualtieri et al., 2012),
cicatrizante (Orozco, 2013) y ha sido empleada en el tratamiento estomacal y agente

antidiarreico debido a la presencia de taninos, grupo quimico que le brinda sus propiedades
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(Mendonga et al.,, 2012). Ademés se le atribuyen efectos analgésicos, fungicidas y
antiinflamatorios (Luna, 2012)
Asi mismo presenta flavonoides, a los que también se les atribuyen sus propiedades

terapéuticas (Orozco, 2013).

4.4.2 Leucophyllum frutescens

Leucophyllum frutescens pertenece al género Leucophyllum, el cual comprende 14
especies distribuidos principalmente en México (LaCourse y Bert., 1997). Es conocido
cominmente como cenizo, hoja de plata de Texas, Texas Ranger, Texas salvia y salvia
purpura debido al color de sus flores y el aspecto ceniciento de sus hojas (Gandara y Sosa,
2013).

Se ha descrito su actividad antimicobacteriana (Alanis et al. 2012) (Molina et al., 2007),
actualmente no se encuentra en la literatura los compuestos activos responsables de su

efecto terapéuticos.

4.4.3 Heliopsis longipes

Heliopsis longipes, también conocida con el nombre ndhuatl de “chilcuague” y
“chilmecatl”, es una planta empleada como especia, insecticida y planta medicinal en el
centro de América (Molina et al., 1996).

Entre sus efectos se describen propiedades bacteriostaticas, fungicidas y anestésicas
bucales de sus raices (Molina et al., 2004).

Estas propiedades terapéuticas estan relacionada con la presencia de afinina, la cual es la
amina mas presente representando el 0.78% del peso en seco de la planta (Molina et al.,

1996). Se ha reportado el uso de extracto derivado de las raices de esta planta para el
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tratamiento de resfriados y neumonias, como anestésico en extracciones dentales (Molina

etal., 1999).

4.4.4 Juglans mollis

También conocida como nogal de castila, nuez de castilla, nuez persa y nuez criolla,
pertenece a la familia Jungladaceae (Rodriguez, 2011).

Es un nogal silvestre que crece en areas cercanas a rios y arroyos, alcanza a medir hasta
18 m. de altura. Presenta hojas compuestas de 5 a 9 hojuelas afelpadas, asi como nueces no
comestibles de 3 a 4 cm. con forma, color y tamafio parecidos a un limén. Se localiza en
Nuevo Ledn y en el Norte de San Luis Potosi (Martinez,1979).

Entre sus efectos terapéuticos reconocidos destaca la actividad antituberculosa (Cruz et
al.,2008); y, dependiendo del extracto, este efecto puede deberse a sustancias como

triterpenos, sesquiterpenlactonas, quinonas, alcaloides y esteroles (Salinas, 2004).

4.5 Obtencion de extractos

Los compuestos activos son sustancias, generalmente producidas como metabolitos
secundarios de las plantas, que pueden provocar efectos farmacolégicos en humanos y
animales (Azmir et al., 2013).

Diversas técnicas de extraccion se pueden aplicar para la obtenciéon de compuestos
bioactivos. Las técnicas cldsicas se basan en la eleccion del disolvente junto con el uso de
agitacion y/o calor. Las técnicas tradicionales existentes son: extraccion Soxhlet y
maceracion (Ruiz et al., 2014).

La maceraciéon es una extraccion solido-liquido en el que el compuesto bioactivo

(soluto) que se encuentra en el interior del material vegetal se extrae por remojo en un
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disolvente especifico por un periodo de tiempo. Su eficacia dependera de dos factores
principales: solubilidad, empleando soluciones de misma polaridad que el compuesto; y
difusion eficaz, determinada por la tasa de transferencia de masa del soluto a partir del
material vegetal al disolvente (Choon et al., 2014).

El extractor Soxhlet fue propuesto por primera vez por el quimico aleman Franz Ritter
von Soxhlet en 1879. En este una pequena cantidad de muestra seca se coloca en un dedal,
después éste se coloca en el matraz de destilacion que contiene el disolvente seleccionado y
después de llegar a un nivel de desbordamiento , la solucion del dedal es aspirado por un
sifon. Posteriormente el sifon descarga la solucion de nuevo en el matraz de destilacion

(Azmir et al., 2013).

4.6 Citotoxicidad

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares basicas
que conlleva a un dafio que puede ser detectado. Se han desarrollado distintas pruebas in
vitro para predecir los efectos toxicos de las drogas y los compuestos quimicos, utilizando
como modelos experimentales animales, cultivos primarios y érganos aislados como lineas
celulares establecidas (Fentem, 1994).

Actualmente y bajo el principio de “Las 3 R’s” (reemplazar, reducir y refinamiento del
uso animal), existe un continuo esfuerzo de encontrar alternativas que eviten o disminuyan
las pruebas en animales (Adler et al.,2010).

El ensayo de citotoxicidad de microcultivo fluorométrico (FMCA) es una prueba de
viabilidad celular utilizado para la medicion del efecto citotoxico y/o citostatico de

diferentes compuestos in vitro. El ensayo se basa en la hidrélisis de la molécula prueba,
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diacetato de fluoresceina (FDA), por esterasas en las células con membranas plasmaticas
intactas (Lindhagen et al., 2008).
Esta prueba ha sido empleada para la evaluacion de la toxicidad celular en pruebas de

sensibilidad farmacologica, usandose diversas metodologias (Csoka et al., 1997).
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5. MARCO DE REFERENCIA

Los irrigantes intraconducto aumentan la eliminacion bacteriana y facilitan la remocion
de tejido necrético y particulas de dentina del conducto radicular; siendo utilizadas
diferentes sustancias a través del tiempo (Vera et al., 2012). Entre los irrigantes mas
empleados se encuentra el hipoclorito de sodio y la clorhexidina.

Se ha reportado que el hipoclorito de sodio fue introducido durante la primera guerra
mundial por Darkin, empledndose para la desinfeccion de heridas abiertas. Fue hasta 1917
cuando Barret difundi6 su uso dentro de conductos radiculares (Cardenas et al., 2012). La
clorhexidina, en cambio, ha sido empleada por muchos afios en la practica odontologica
principalmente como desinfectante en los tejidos periodontales. Basado en este principio,
su uso se extendid al conducto radicular (Vera et al., 2012).

Se ha evaluado la eficacia antimicrobiana de los agentes mas utilizados en endodoncia
sobre el biofilm de una pulpa necrotica. Esto fue reportado en “An in vitro evaluation of the
antimicrobial efficacy of irrigants on biofilms of root canal isolates” donde se aislé un
biofilm a partir de pulpa infectada y se identifico Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius, Fusobacterium nucleatum and
Enterococcus faecalis. Posteriormente se evalu6 la actividad antimicrobiana de 4 agentes
irrigantes (hipoclorito de sodio, gluconato de clorhexidina, yodo povidona y 5 ppm de plata
coloidal) (Spratt et al., 2001).

Sin embargo, segun lo publicado por Del Castillo Ugedo et al. en el 2011, las lesiones
causadas por hipoclorito tienen una escala de gravedad variable, encontrandose desde

lesiones oculares por contacto directo, hasta cuadros muy aparatosos por inyeccion del
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hipoclorito s6dico més alld del apice causando inflamacion firme desde el ojo hasta el
borde de la mandibula y afectacion de la sensibilidad (Del Castillo et al., 2011)

Asi mismo, se han descrito alteraciones causadas por la clorhexidina como la aparicion
de resistencia bacteriana y alteraciones del color dental. Ademas, Baquerizo describe la
formacion de un precipitado llamado paracloroanilina cuando la clorhexidina entra en
contacto con el hipoclorito de sodio. Este compuesto es citotoxico y compromete el sellado
de la obturacion apical al cerrar los tibulos dentinarios (Baquerizo, 2014)

La fitoterapia implica el uso de plantas y sus productos en el tratamiento de la
enfermedad directamente o indirectamente. Los productos naturales derivados de plantas
medicinales han demostrado ser una fuente de compuestos bioldogicamente activos, los
cuales han sido la base para el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos (Hotwani,
2014)

Segun la investigacion realizada por Vieira et al. en el 2014, un 55.7% de la poblacién
de Sao Luis, Brasil; reporta el uso de plantas con fines terapéuticos (Vieira et al., 2014).
Dentro de la abundancia floristica de México , plantas con propiedades terapéuticas son
excepcionales debido a su popularidad en el manejo de varias enfermedades (Zamora y
Nieto, 1992).

La capacidad terapéuticas de algunas plantas se debe a la presencia de metabolitos
activos dentro de su composicion. Un método para la identificacion de estas sustancias es la
técnica de cromatografia en capa fina. En la tesis titulada “Aislamiento y caracterizacion de
compuestos derivados de plantas de la familia Juglandaceae con efecto antimicrobiano
sobre Mycobacterium tuberculosis” en el 2011, se empled dicha técnica colocando una
pequenia muestra del extracto sobre cromatoplacas para su posterior revelado con bromuro

de cobalto y visualizacion con luz UV.
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Otro método para identificacion y aislamiento de principios activos es la utilizacion de
cromatografia en gases y espectometria en masas, donde se emplea un cromatografo donde
se inyecta el extracto a estudiar con un gas portador y se evalta la presencia de compuestos
por espectometria, como lo indica Mangas et al. en el 2008.

En cuanto a la capacidad antimicrobiana, esta puede ser evaluada de diferentes
maneras; siendo una de las mas comunes la difusion en agar. En este, luego de sembrar el
microorganismo problema, se crean pozos de 5 mm sobre el agar para la posterior
inoculaciéon del extracto; evaludndose la presencia de halos de inhibicion después de la
incubacion. Esto fue realizado en el estudio “In vitro evaluation of the root canal cleaning
ability of plant extracts and their antimicrobial action” del 2012, donde se comprobd la
capacidad inhibitoria del extracto hidroalcoholico de la planta Aroeria-da-praia frente
Enterococcus faecalis, mostrando mayor efecto antimicrobiano que hipoclorito de sodio al
2.5% (Melo et al. 2012).

Ademéds, en el estudio presentado por Castilho et al. en el 2013, se reportaron seis
extractos biologicamente activos frente a E. faecalis, siendo mejor la inhibicioén reportada
por estas en comparacion con la Clorhexidina (Castillo et al., 2013).

Gentill et al., en el 2006 analizaron la capacidad antimicrobiana de una fraccion de acetato
de etilo extraido de Arctium lappa frente a una suspension bacteriana basada en P.
Aeruginosa, E. coli, Lactobacillus acidophillus y S. mutans. Este fue comparado contra
hidroxido de calcio, inhibiéndose el crecimiento de las bacterias estudiadas (Gentil et al.,
20006)

También Costa et al., en el 2012 evaluaron la capacidad antimicrobiana de aroeira da

Praia y quixabeira sobre E. faecalis; observandose la inhibicion de esta bacteria en 21
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dientes unirradiculares mediante microscopia electronica, tomandose como control positivo
hipoclorito de sodio al 2.5% y clorhexidina al 0.12% (Costa et al., 2012).

En cuanto a las pruebas de citotoxicidad, en el estudio publicado por Laredo et al., en el
2016 se empled la prueba de citotoxicidad de microcultivo fluorométrico, el cual se ha

reportado con utilidad en el estudio de nuevas sustancias terapéuticas.
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6. METODOS

6.1 Obtencion de las plantas de estudio

Las plantas de estudio fueron compradas a un provedor
reconocido de viveros importantes de la ciudad. Se adquirieron
600 g en estado fresco de Leucophyllum frutescens (cenizo),
Juglans mollis (nogal), Schinus molle L (pirul) y 600g en estado

seco de Heliopsis longipes (Chilcuague); los cuales habian sido

recolectados en la region sur del estado de Nuevo Ledn en el mes
de febrero de 2015.

Las plantas se lavaron con agua corriente y, posteriormente,
se separaron de acuerdo a los elementos que comprendian la
muestra hojas de S. molle L, hojas de L. frutescens, corteza de J.
mollis, corteza de H. longipes. El material recolectado se dejo

secar a temperatura ambiente en la sombra por 5 dias.

6.2 Preparacion de los extractos
De cada muestra se prepard un extracto empleandose como
solventes una mezcla con proporcion 1:1 de diclorometano

metanol por la técnica de maceracion en frio.
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FIGS. Pesaje de la planta

FIG7. Se colocd planta en
contacto con solvente

FIG8. Colocacion de barra
magnética

P

FIG9. 24 hrs en placa de
agitacion sin calor

FIG10. Rotoevaporador

Para lo cual, cada muestra se macerd por separado empleandose una
licuadora eléctrica. Después, en el laboratorio de Biologia Molecular, se
pesaron 20 g de hojas de S. molle, 20 g de H. Longipes, 20 g de J.

Mollis, y 2 g de hojas de L. frutescens utilizdndose bascula analitica.

Posteriormente, cada muestra fue colocada en un vaso de precipitado

estéril previamente marcado, al cual se le agregaron 100 mL de

metanol y 100 mL de diclorometano en el caso de las muestras de

corteza de J. mollis, hojas de S. molle y corteza de H. longipes; y 25

mL de metanol y 25 mL de diclorometano para la muestra de hojas de

L. frutescens.
A cada infusion se le agrego6 también una barra magnética y se colocaron
en la plancha de calentamiento en frio en agitacion constante por 24
horas. Posteriormente se filtraron con papel filtro y se colocaron en un
frasco de vidrio estéril, tapados y en refrigeracion para su posterior uso.

La extraccion fue repetida a las 47 y 72 horas siguiendose el mismo
procedimiento.

Posteriormente, en el laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad
de Ciencias Biologicas unidad B, los extractos diarios de la misma
planta fueron concentrados y llevados al rotoevaporador para eliminar
restos de solventes a 100°C durante 20 minutos.

El extracto final se coloco en un frasco estéril previamente pesado, se
tapd con aluminio y se dejé a temperatura ambiente para producir la

evaporacion final del solvente restante.

36



Este procedimiento de rotoevaporacion se realizd con cada muestra,
posteriormente los frascos que contenian los extractos finales se
almacenaron en un ambiente fresco y libre de humedad.

Debido a que el solvente de las extracciones diarias de la muestra

obtenida a partir de hojas de L. frutescens se evapord antes de la

‘FIGll. Ajuste de matraz

rotoevaporacion, se decidid que este proceso no se llevara a cabo con dichos extractos, por

lo que se evaluaron los extractos diarios por separado.

6.3 Pruebas de solubilidad
Se realizaron pruebas de solubilidad a los extractos finales
con el fin de determinar el vehiculo compatible. Se
realizaron diluciones partiendo de 2mg de cada extracto

empleando: etanol en concentraciones de 100, 50, 20 y

FIG12. Material usado para prueba

10%, aguay DMCO al 10%. de solubilidad

Se vortexearon para producir la homogeneidad de la mezcla
y evaluar el nivel de solubilidad de acuerdo a los siguientes
criterios: + baja o nula solubilidad, ++ mediana solubilidad,

+++ alta solubilidad. Los resultados obtenidos fueron

FIG13. Observacion de prueba de

. , . solubilidad
vaciados en el apéndice A. o

6.4 Determinacion de la actividad de los extractos contra los microorganismos prueba

6.4.1 Microorganismo de prueba
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Los microorganismos prueba fueron los siguientes: Porphyromonas

gingivalis, ATCC 53978; Porphyromonas endodontalis, ATCC
35406, Enterococcus faecalis, ATCC 11420, Tanerella forsythia,

ATCC 43037; los cuales fueron proporcionados por el laboratorio de

FOLA Medim e o Micler  Microbiologia Oral, Facultad de Odontologia, UANL.
Hinton en caldo y agar

Se inocularon 100 uL de cada microorganismo en tubos de ensayo
previamente etiquetados que contenian 10 mL de medio Mueller Hinton estéril.
Posteriormente, fueron cultivados a 37°C por 2 dias bajo condiciones anaerobias.

6.4.2 Preparacion de diluciones

Se pesaron 100 mg de cada extracto y se
realizaron tres diluciones de cada extracto de
planta, para lo cual primero se pesaron 100 mg del

extracto de cada planta y se coloco

individualmente en tubos ependorf estériles

FIG15. Diluciones del extracto de Pirul. previamente marcados. Para la primera dilucion
se agrego a la muestra pesada Iml de etanol al 100% y se vibro6 en el vortex para producir
homogeneidad.

Una vez homogénea, se tomaron 500ul de la dilucion 1 y 500ul de etanol al 100% para
producir la dilucién 2. Luego de mezclarse en el vortex, se repitio el procedimiento para
obtener la dilucion 3.

Para homogeneizar valores, se entiende entonces que la primera dilucion corresponderia a
una concentracion de la planta del 10%, la segunda al 5% y la tercer dilucién al 2.5%, lo

cual podria ser comparable con los controles.
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Como controles positivos, se tom6 1 ml de hipoclorito al 5.25% y 1 ml de clorhexidina al

2%. Como control negativo se empled etanol 100% que fue usado como vehiculo también

en los extractos.

6.4.3 Prueba antimicrobiana preeliminar mediante sensidisco

FIG16. Material empleado para prueba
antimicrobiana en sensidisco

FIG17. Siembra del microorganismo
problema

-

1
FIG18. Sensidisco impregnado con el
extracto problema

La prueba antimicrobiana en sensidisco fue realizada
en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad
de Odontologia de la UANL. Se prepar6 el campo de
trabajo en la campana de flujo laminar, limpidndose con
etanol y dejandose bajo luz UV por 15 min para
producir un ambiente de esterilidad; después se
introdujo el material de trabajo.

Se etiquetaron 16 cajas de Petri preparadas con agar
Miieller Hinton, las cuales fueron divididas de la
siguiente manera: cuatro cajas por cada microorganismo
de estudio, probandose en cada una un extracto
diferente.

Primeramente, se sembraron 100ul de la bacteria en
cada caja y se extendid con un isopo estéril mediante
agotamiento por estria. Con pinzas de curacion estériles
se tomaba un sensidisco y se impregnaba con 10ul de

la primer dilucién y se colocaba en el sitio marcado en
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la caja de petri siguiendo el orden de acuerdo con las
manecillas del reloj. Cada dilucion fue colocada de la
misma manera, asi mismo con los controles positivos y
negativo. El proceso fue el mismo en cada caja.

Las cajas fueron colocadas en bolsas de plastico a las

FIG19. Colocacion de sensidiscos en caja )
de Petri marcada anteriormente que se le agregd la atmodsfera anaerobia y se cerraron

evitando la entrada de oxigeno con cinta adhesiva. Se evalud el crecimiento bacteriano
mediante la aparicion de halos de inhibicion los cuales fueron medidos con vernier a las 24
y 48 horas, recolectandose los datos en tablas, mismas que pueden observarse en los
apéndices B, C,D,E,F,G,He L

6.4.4 Prueba antimicrobiana en pozo

Luego de obtenerse los resultados de la prueba antimicrobiana en sensidisco, se
determind que los extractos que mostraban mayor actividad antimicrobiana eran los
obtenidos a partir de hojas de L. frutescens y hojas de S. molle; por lo cual, dichos extractos
fueron evaluados nuevamente para observar su comportamiento mediante prueba en pozo.
La prueba antimicrobiana en pozo se realizo en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Odontologia de la UANL.

Se prepararon 10 cajas de petri que contenian agar Miieller-Hinton, las cuales fueron
distribuidas de la siguiente manera: cuatro cajas para el extracto de S. molle de las cuales
dos se sembraron con P. gingivalis y dos con E. faecalis; cuatro cajas para el extracto de L.
frutescens de las cuales dos se sembararon con P. gingivalis y dos con E. faecalis; y dos
cajas en las que se colocaron los controles positivos y negativos, sembrandose en una E.

faecalis y en otra P. Gingivalis. Los microorganimos de estudio fueron resembrados y
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colocados en la incubadora por 3 dias, también se prepararon
nuevamente las diluciones de los extractos mas activos.

Una vez contando con lo necesario, la campana de flujo laminar fue
esterilizada mediante luz UV por 15 min para posteriormente

introducir el material de trabajo.

FIG20. Inoculacion del Las cajas de Petri fueron sefialadas y sembradas con 100ul de las
extracto en el pozo

especies tal cual se describi6 anteriormente. Después, utilizandose

una pipeta pasteur estéril de cristal, se disefiaron tres pozos en de 7
mm en cada caja, retirandose el agar sobrante con una cucharilla de

dentina estéril. En los pozos confeccionados se agregaron 30ul de las

diluciones uno, dos y tres siguiendo el orden de las manecillas del

reloj. En las cajas destinadas a la evaluacion de los controles, se

FIG21. Cajas de Petri
luego del procedimiento

agregaron a los pozos 30ul de Hipoclorito al 5.25%, Clorhexidina al
2% y Etanol al 100% siguiendo este orden con las manecillas del reloj.
Una vez terminado el procedimiento, las cajas fueron almacenadas en bolsas de plastico
y atmosfera anaerobia, incubandose a 37°C durante 96 horas. Los resultados fueron
visualizados a las 24, 48 y 96 horas, y los datos obtenidos se recolectaron en los apéndices
J,K,LyM.
6.4.5 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
6.4.5.1 Preparacion de las diluciones de los extractos activos
Se prepararon 10 diluciones a partir de la concentracion inicial que constaba de 100 mg
de extracto y 1 ml de etanol al 10%, las cuales correspondian a los siguientes porcentajes de

concentracion del extracto en relacion al solvente: 5%, 2.5%, 1.25%, 0.6%, 0.3%, 0.15%,
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0.07%, 0.04%, 0.02%, 0.01%, etiquetandose cada tubo con la numeracién correspondiente

del 1 al 10, sefialandose con el 1 la de mayor concentracion y con el 10 la de menor.

10% 5% 2.5% 1.25% 0.6% 0.3% 0.15% 0.07% 0.04% 0.02% 0.01%

la la la la la la la la la la lg

t/ b) u) ‘n} v/ v/ v V) v/' 1} V)

6.4.5.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
por difusion en agar en pozo
Para realizar este procedimiento, se resembraron las
cepas de P. gingivalis y E. faecalis en medio liquido
Miieller Hinton en condiciones anaerdbias.
Se prepararon cajas de Petri con medio Miieller

Hinton, las cuales fueron sefaladas y sembradas con

FIG22. Confeccién de los pozosde 7 100ul de las especies mencionadas anteriormente.
mm de didmetro.

Después, utilizandose una pipeta pasteur estéril de
cristal, se disefiaron cuatro pozos en de 7 mm en cada caja, retirandose el agar sobrante con
una cucharilla de dentina estéril. En los pozos
confeccionados se agregaron 30ul de las diluciones uno,

dos, tres y cuatro siguiendo el orden de las manecillas

del reloj y realizdndose triplicado.

La misma metodologia fue empleada para disefiar

FIG23. Triplicado luego de la ) o
inoculacién de las diluciones prueba, u€vas cajas en las que se probaron las diluciones uno,
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cinco, seis, siete,; repitiendose también para las diluciones uno, ocho, nueve y diez.

Los resultados fueron observados a las 24 y 48 horas, midiéndose los halos de inhibicién
con un vernier sobre la luz de un negatoscopio. Los resultados obtenidos se pueden
observar en los apéndices Ny N.

6.4.5.3 Evaluacion antimicrobiana de la formulacion con extracto activo
y el principal agente antimicrobiano.

Se realizaron diluciones del extracto diclorometano-metanol de hojas de S. molle al 2%,
4%, 6% y 8% de concentracion, correspondientes a 20mg, 40mg, 60mg y 80mg sobre 1 ml
de etanol al 100% respectivamente. Al mismo tiempo, se realizaron diluciones de
clorhexidina correspondientes al 2%, 1% y 0.5%.

Se sembraron 6 cajas con 100ul de E. faecalis y seis cajas con 100ul de P. gingivalis,
extendiéndose el in6culo con un isopo estéril. Una vez sembradas, se elaboraron 4 pozos de
7 mm de didmetro en cada caja y se dividieron en 4 grupos de 3 cajas.

En el primer grupo, y sobre la siembra de E. faecalis, se inocularon 20 pl de extracto de
pirul al 2% en un pozo, frente a este, se inoculd la misma cantidad del control positivo
(Clorhexidina al 2%). En el pozo superior se inocularon 30 pl de una mezcla 1:1 de
extracto al 2% + clorhexidina al 1%; mientras que en el pozo inferior se inoculd la misma
cantidad de una mezcla 1:1 de extracto de
pirul al 4% + clorhexidina al 1%.

En el segundo grupo en contacto con E.
faecalis, se inocularon 20ul de extracto de

pirul al 2% en un pozo y Clorhexidina al

AR oy B o iRy | (i
FIG24. Triplicado luego de la inoculacién de los
controles y las mezclas activas

2% en el pozo contrario. Posteriormente,
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se inoculd en el pozo superior 30 pl de la mezcla 1:1 de extracto de S. molle al 6% +
clorhexidina al 0.5%; y en el pozo inferior 30 pul de la mezcla 1:1 de extracto de S. molle al
8% + clorhexidina al 0.5%.

En el tercer y cuarto grupo, correspondientes a la siembra de P. gingivalis, se inocularon
las diluciones problema de la misma manera en que se realiz6 en los grupos 1y 2.

Los resultados fueron observados a las 24 horas, midiéndose los halos de inhibicion con
un vernier sobre la luz de un negatoscopio. Los resultados pueden observarse en los

apéndices O y P.

6.5 Evaluacion de citotoxicidad
Se evaluo la citotoxicidad del extracto de Schinus molle
mediante la técnica FMCA para analizar la viabilidad

celular a los 30, 60 y 120 min de exposiciéon y se

‘ compararon los resultados obtenidos con los controles

FIG25. Evaluacion de la citotoxicidad de S. © 1. . . - . . .
Molle por técnica FMCA clorhexidina e hipoclorito de sodio; siguiendose la

metodologia previamente utilizada por Larsson y Nygren en 1989.

Para dicho ensayo se empleo fibroblastos gingivales humanos, los cuales fueron cultivados
en medio Eagle a- modificado (a-MEM) enriquecido con suero fetal bovino al 10%, 2mL
L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0.25 pg/ml de
anfotericina B a 37° en una atmosfera himeda con 5% de CO; .

Para el ensayo y después de obtener la confluencia celular necesaria, se colocaron 18 000
células por pozo en una caja de 96 pozos y se dejo incubar por 24 horas. Posteriormente, se

adicion¢ el extracto de Pirul evaludndose la concentracion efectiva (6.25%) comparandose
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con los controles positivos NaOCIl al 0.525% y CHX al 0.2%, asi como con el control
negativo Etanol. El medio se removié dependiendo del tiempo de estudio (120, 60 y 30
min) para posteriormente lavar las células tres veces con PBS.

Previo al estudio, la molécula diacetato de fluoresceina (FDA) se disolvié en DMSO y se
mantuvo a -20°C a una concentracion de 10 pg/mL. El FDA se diluy6 en PBS a pg/ml y
posteriormente, 200 pL de esta mezcla fue adicionada a cada pozo. La placa fue incubada
durante 30 min a 37°C en oscuridad, para después escanearse por el fluorometro GloMax

Multi+Microplate Multimode a 495 nm.

6.6 Analisis fitoquimico
6.6.1 Identificacion taxonomica del principal extracto activo.

Una muestra pequefia de Schinus molle fue puesta a sequedad a temperatura ambiente
bajo la sombra por 10 dias y fue depositada en el herbario de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon para su identificacion taxondmica.

6.6.2 Caracterizacion del extracto con mayor actividad por cromatografia de
gasas masas

Una solucion correspondiente a 10mg del extracto de Schinus molle en contacto con 10
mL de cloroformo fue llevada al departamento de Servicios Profesionales de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UANL para su analisis mediante espectrometria de gases acoplada

a masas con el fin de determinar los principales componentes encontrados en el extracto.
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7. RESULTADOS

1. Obtencion de extractos e identificacion taxonomica del material vegetal activo.

Se elaboraron cuatro extractos diclorometano-metanol a partir de 200 g de cada planta de
estudio: Schinus molle, Leucophyllum frutescens, Juglans mollis y Heliopsis longipes, las
cuales presentaron un rendimiento de 4.73, 0.19, 1.25 y 0.48 g respectivamente. Se realizo
la identificacion taxonomica de la planta que presentd mayor actividad por parte del
Herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas Unidad A de la UANL, donde se confirmo
que correspondia a Schinus molle o “Pirul” proporcionandose el nimero de voucher 027834
para la muestra analizada.

Posteriormente se determind que el principal vehiculo que favorecio la solubilidad para

todos los extractos fue Etanol al 100% (Ver tabla 1).

| Tabla 1. Prueba de Solubilidad

Plantas Etanol 100% Etanol 50% Etanol20% Etanol 10% DMSO Agua
Schinus molle +++ + + + + +
Leucophyllum frutescens |+++ ++ ++ ++ +++ ++
Juglans mollis ++ + + + + +
Heliopsis longipes ++ ++ ++ ++ +++ ++
Solubilidad= muy soluble +++, medianamente soluble ++, poco soluble+, insoluble - (n=3)

2. Evaluar la actividad antimicrobiana de Schinus molle (Pirul), Leucophyllum
frutescens (Cenizo), Juglans mollis (Nogal) y Heliopsis longipes(Chilcuague) contra 7.
Forsythia, P. endodontalis, P. gingivalis y E. faecalis (ATCC) mediante técnica de

difusion en agar.
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2.1 Screaning bacteriologico mediante difusion en agar en disco
En el ensayo preeliminar se determind que todos los extractos probados fueron activos
contra todos los microorganismos estudio en las tres concentraciones probadas, mostrando

mayor actividad los extractos obtenidos a partir de Schinus molle y Leucophyllum

frutescens.
| Tabla2. Promedio de halos de inhibicién presentados por la concentracién al 10% |
T. forsythia P. endodontalis P. gingivalis E. faecalis

| Plantas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas |
Schinus molle 1441 14+1 SL SL 11+0.5 1241 11+1.4 13.5+0.5
Leucophyllum frutescens 11.542 6.5+0.5 7.5+0.5 7+0.5 7.4+1 7.5%1 14.50.5 15+1.2
Juglans mollis 8+0.5 7+.05 SL SL 7+1 8+0.5 9+1 10+1
Heliopsis longipes 8+1.1 9+1 9+.05 8+1 8+.8 9+1 9+1 10+1
Clorhexidina 9+1 10+1 9+1 7+1.1 7+0.4 204 1843 24+2
Hipoclorito de Sodio 24+0.5 27+2 30+1 3141 2942 2942 2443 2943

n=3

La concentracion al 10 % de cada planta fue evaluada a las 24 y 48 horas, obteniéndose que
para P. gingivalis el extracto que mostré mayor actividad fue el obtenido de Schinus molle,
presentando halos de 11+0.5 y 12+1 mm a las 24 y 48 hrs, respectivamente; seguido por el
extracto de Leucophyllum frutescens con halos de 7.4+1 y 7.5£1 mm. El extracto que
mostrd menor actividad fue el de Juglans mollis, que presento halos con medidas de 7+1 y
8+0.5 mm en las medidas de tiempo descritas. Estas medidas fueron comparados con los
controles CHX que alcanzé medias de 20+4 mm y NaOCI con medidas de hasta 29+2 mm.
Para E. faecalis, el extracto que mostré mayor actividad fue el elaborado a partir de L.
frutescens con halos de 14.5 y 15mm a las 24 y 48 horas respectivamente, seguido por el
extracto de S. molle con medidas de 11+1.4 y 13.5£0.5 mm; mientras que los extractos a
partir de J. mollis y H. longipes se comportaron de la misma manera con halos de 9+1 y
10£1 mm. Estos se compararon con los controles que presentaron halos de entre 24 y 29
mm. Por otra parte, la concentracion del 10% del extracto de S. molle fue el que presentd

mayor actividad sobre T. forsythia, mostrando halos inhibitorios de 14+l mm a ambas
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medidas de tiempo, seguido por el extracto de L. frutescens con halos de 11.5£2 y
6.5+0.5mm a las medidas de tiempo evaluadas. Mientras que los extractos a partir de H.
longipes y J. mollis se comportaron de manera muy similar, mostrando menor inhibicién
con medidas de 8 a 10 mm a ambas medidas de tiempo; estas medidas fueron comparados
con las registradas por clorhexidina con halos de 9+1 y 10£]1 mm a las 24 y 48 horas
respectivamente, y con hipoclorito de sodio con inhibiciéon de 24+0.5 y 272 mm. En
cuanto a la actividad antimicrobiana de la concentracion al 10% de los extractos contra P.
endodontalis fue dificil obtener las mediciones, ya que el crecimiento se presentd de
manera irregular dificultando el registro, obteniéndose que el extracto que presentd6 mayor
actividad fue el elaborado a partir de H. Longipes con halos de inhibicion de 9+0.5 mm a
las 24 horas y 8+1 mm a las 48 horas, en comparacion con los controles CHX con

inhibicion de 9+1 y 7+1.1 mm, asi como NaOCIl con 30+1 y 31+1 mm respectivamente (ver

tabla 2).
| Tabla3. Promedio de halos de inhibicién presentados por la concentracién al 5% |
T. forsythia P. endodontalis P. gingivalis E. faecalis
Plantas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Schinus molle 10 10 SL SL 1742 1341 10£0.5 1040.5
Leucophyllum frutescens 11+1 1040.5 1042 SL 7+0.3 7+1 8+1 910.5
Juglans mollis 10+1 11+1 SL SL 7+1 9+2 10+1 9.5+0.5
Heliopsis longipes 11+2 8+2 9+1 9 7.5+0.5 9+0.5 9+1 9+1
Clorhexidina 9+0.5 9+0.5 9t1 SL 7+0.5 9+1 18+2 1611.5
Hipoclorito de Sodio 22+3 27+1.7 25+2 SL 28+1 27+1 2410.8 25+1
n=3

Los resultados se comportaron de manera similar tanto para la concentracion al 5% como al
2.5% de los extractos problema; concluyéndose que los extractos que presentaban mayor
actividad eran los elaborados a partir de Schinus molle y Leucophyllum frutescens (ver

tablas 3 y 4).
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| Tabla4. Promedio de halos de inhibicién presentados por la concentracién al 2.5% |

T. forsythia P. endodontalis P. gingivalis E. faecalis
Plantas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Schinus molle 8+1 10+1.5 SL SL 8+1 7+1 1240.8 1341
Leucophyllum frutescens 9+0.5 101 9+1 71 7 7 9+0.5 9+0.5
Juglans mollis 12+1 10+1 SL SL 11+1 10+1 8.2+0.3 9.5%0.5
Heliopsis longipes 1143 7+1 10+1 9+0.5 7+1 8.5+0.5 1142 8+2
Clorhexidina 9.5+1.5 8+1 1442 9+0.2 7+1 8+1 9+1 10+1
Hipoclorito de Sodio 205 35+4 234 14+1 29+2 28+1.5 23.5+0.5 24
n=3

2.2 Prueba antimicrobiana mediante difusion en agar en pozo

En base a lo anterior, se seleccionaron los extractos de S. molle
y L. frutescens en comparacion del resto de los extractos
analizados para dar continuidad a las siguientes etapas;

probandose las mismas concentraciones a las 24 y 48 horas,

determinandose que el extracto de S. molle mostro la mayor

FIG26. Difusion en agar en pozo: inhibicion del
crecimiento de P. gingivalis por extracto de Pirul

actividad contra los microorganismos estudio.

Tabla5. Promedio de halos de inhibicion mediante difusion en pozo de la
concentracién al 10%

P. gingivalis E. faecalis
24 hrs 48hrs 24 hrs 48 hrs
Schinus molle 14.5+1.5 22.5+1.8 11.5+1 13.5£1.5
Leucophyllum frutescens (1942 9.75+1.3 16.5+1.8 12.75+1.2
NaOCl 5.25% 15+1.5 15+1 26.5%1 261
CHX 2% 21.542 305 22.542 24+2

n=3

Contra P. gingivalis, las concentraciones de 10, 5 y 2.5% de Schinus molle mostraron halos
de 14.5£1.5, 19£1.5 y 17.25+£2 mm, respectivamente, a las 24 horas; y de 22.5+1.8, 21.5+1
y 17.5£2.5 mm dichas concentraciones a las 48 horas. Mientras que las concentraciones de
10, 5y 2.5% de Leucophyllum frutescens inhibieron el crecimiento de este microorganismo
por 19+2, 7.51 y 6.5+0.5 mm a las 24 horas; y 9.75+1.3, 9.75£1.5 y 71 mm a las 48

horas. Los resultados fueron evaluados estadisticamente por un andlisis de varianza
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realizdndose comparaciones multiples sin encontrarse diferencia significativa entre las

muestras presentadas y los controles a ambas medidas de tiempo (p= 0.058 a las 24 hrs, p=

0.287 a las 48 hrs.).
Tabla6. Promedio de halos de inhibicién mediante difusion en pozo de la
concentracion al 5%
P. gingivalis E. faecalis
24 hrs 48hrs 24 hrs 48 hrs
Schinus molle 19+1.5 21.541 11.5+1 14.2+15
Leucophyllum frutescens |7.5+1 9.75+1.5 17+2 8+1.5
NaOCl 5.25% 15 1542 26.50.5 26x0.5
CHX 2% 21.5%5 304 22.5+2 2412

n=3

Por otra parte, contra E. faecalis todas las concentraciones de Schinus molle mostraron
halos de 11.5mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, las concentraciones de 10, 5y
2.5% presentaron halos correspondientes a 13.5+1.5, 14.25+1.5 y 12.5+1 respectivamente.
En cambio, contra este mismo microorganismo, el extracto de Leucophyllum frutescens
presentd halos de 12.75+1.2, 8+1.5 y 7£3 mm correspondientes a las concentraciones de
10, 5 y 2.5% respectivamente. Al igual que la anterior, los resultados fueron sometidos a un
analisis de varianza multiple, donde se obtuvieron valores de p= 0.058 para las primeras 24
horas, mientras que un valor p=0.137 transcurridas 48 horas; con lo cual se concluye que no

existe diferencia estadisticamente significativa entre ninguna de las muestras de estudio.

Tabla7. Promedio de halos de inhibicion mediante difusidn en pozo de la
concentracion al 2.5%

P. gingivalis E. faecalis
24 hrs 48hrs 24 hrs 48 hrs
Schinus molle 17.25+2 19.7425 11.5+1 12.5+1
Leucophyllum frutescens |6.5£0.5 7+1 21.544 73
NaOCl 5.25% 15+1 15+1 26.5+1 260.5
CHX 2% 21.5+4 30+2 22.5+3 2412

n=3
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3. Identificar la concentracion minima inhibitoria del extracto activo contra los
microorganismos patogenos pulpares.
Se identifico la concentracion minima inhibitoria del extracto
\ diclorometano-metanol de Schinus molle sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis y Enterococcus faecalis, obteniéndose
que la concentracion 0.3% (3mg/mL) y la concentracion al 0.07%
FIG27. Determinacion de la CMI del

(0.7mg/mL) correspondian a la CMI contra Porphyromonas

gingivalis y Enterococcus faecalis respectivamente.

FIG28. Determinacion de la CMI del
extracto de Pirul sobre E. faecalis

4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la formulacion que incorpora al
extracto activo con el principal agente antimicrobiano.

Se seleccion6 a la clorhexidina como el principal agente
antimicrobiano para incorporarse a la formulacion junto con
el extracto activo, ya que fue la que mostré mayor actividad
contra los microorganismos a estudio, obteniéndose
resultados favorables para todas las mezclas analizadas,

FIG29. Evaluacién antimicrobiana de
la mezcla activa sobre E. faecalis

siendo la relaciéon de 1% de clorhexidina con 2% de
extracto la que mayor inhibicion presentd contra P.

» gingivalis y E. faecalis observandose los resultados a las 24
y 48 horas.

FIG30. Evaluacion antimicrobiana de
la mezcla activa sobre P. gingivalis
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Sobre E. faecalis, la combinacion compuesta por CHX 1% + Extracto 2% (FIG30 pozo
superior) present6 un halo con promedio de 20+1, seguida por la combinaciéon de CHX 1%
+ Extracto 4% con media de 19.33+£2.08 (FIG30 pozo inferior). Las combinaciones de
CHX 0.5% + Extracto 6% y CHX 0.5% + Extracto 8% presentaron halos con promedio de
15.66+2.08 'y 15.83+£1.04, respectivamente. Los resultados fueron evaluados
estadisticamente y agrupados segun el andlisis en parejas de Fisher (LSD Fisher) donde se
asigna una letra a cada muestra, en caso de compartirla, estadisticamente no presentan una
diferencia significativa; por lo cual se obtuvo que frente E. faecalis la muestra
correspondiente a CHX 1% + Extracto 2% no presenta diferencia estadisticamente

significativa con el control (CHX al 2%) (Ver tabla 8).

Tabla8. Analisis en parejas de Fisher (LSD) para evaluacién antimicrobiana de la formulacién contra

E.faecalis
Muestra N Media Agrupacion
CHX 2% 3 22.333 A
CHX 1% + EXT 2% 3 20 A B
CHX 1% + EXT 4% 3 19.33 B
CHX 0.5% + EXT 6% 3 15.67 C
CHX 0.5% + EXT 8% 3 15.8333 C
Extracto puro 3 12.667 D

En cambio, sobre P. gingivalis, las combinaciones correspondientes a CHX 1% + Extracto
2% y CHX 1% + Extracto 4% (FIG31 pozo superior e inferior respectivamente)
presentaron la misma medida promedio de halo inhibitorio de 17.66 mm; siendo seguida
por CHX 0.5% + Extracto 8% que present6 una media de 16+2 y CHX 0.5% + Extracto 6%
con promedio de 15.66+1.52. Los resultados también fueron evaluados estadisticamente

mediante el andlisis en parejas de Fisher (LSD Fisher) siguiendo lo antes descrito y

52



obteniéndose que contra P. gingivalis las formulaciones probadas presentan diferencia
estadisticamente significativa con el control, mas no presentan diferencia estadisticamente

significativa entre ellas y el extracto puro. (Ver tabla 9).

Tabla9. Andlisis en parejas de Fisher (LSD) para evaluacion antimicrobiana de la formulacion contra
P. gingivalis

Muestra N Media Agrupacién
CHX 2% 3 22.333 A
CHX 1% + EXT 2% 3 17.67 B
CHX 1% + EXT 4% 3 17.667 B
CHX 0.5% + EXT 6% 3 15.667 B
CHX 0.5% + EXT 8% 3 16 B
Extracto puro 3 13.167 B

En relacion con la inhibicion que manifestd el extracto al 2% se presentaron halos con
promedio de 12.66+1.52 y 13.16+1.04 sobre E. faecalis y P. gingivalis respectivamente, los
cuales fueron comparados con los halos reportados por Clorhexidina que presentaron en

promedio 22.33+0.57 y 23.33+2.08 (Ver grafica 1).

Graficol. Promedio de halos de inhibicion de la
mezcla activa a las 48 hrs.

30
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Extracto 2% CHX 2% CHX 1% + Ext 2% CHX 1% + Ext 4% CHX0.5% + Ext  CHX 0.5% + Ext
6% 8%
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5. Determinacion la citotoxicidad presentada por el
extracto activo sobre fibroblastos gingivales humanos
mediante FMCA.

Finalmente para la prueba de citotoxicidad realizada para

FIG31.0bservacion de viabilidad celular por .,
medio de fluorescencia a diversos periodosde €1 €Xtracto de S. molle a la concentracion de 6.25%

tiempo
podemos mencionar que mostré un comportamiento favorable en comparaciéon a los
controles, ya que se observo que mantuvo un 67% de viabilidad celular al analizarse a los
30 minutos de contacto, comparandose con los controles
que manifestaron un 11.05 y 0% de viabilidad celular

para CHX(.2%) y NaOCl, respectivamente.

Por otro lado, al evaluarse el extracto a los 60 minutos de

FIG32. Observacion de viabilidad celular por

medio de fluorescencia a diversas contacto con las células la viabilidad disminuyd
concentraciones

considerablemente 8.26%, pero al compararse con los controles positivos no fue posible

obtener un dato de lectura para la clorhexidina y siendo 0% de viabilidad para el hipoclorito

de sodio.
Grafica2. Citotoxicidad sobre fibroblastos gingivales humanos
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Mientras que al evaluarse a los 120 minutos el extracto mantuvo la viabilidad celular en un
1.09% contrario a los controles que a partir de los 30 minutos ya no posible observar

viabilidad (Ver gréfica 2).

6. Efectuar la evaluacion fitoquimica de los extractos del extracto activo mediante
pruebas quimicas preliminares para la identificacion parcial de grupos quimicos.

En cuanto al analisis fitoquimico por espectrometria de masas, se obtuvo que la muestra
resultaba positivo a taninos y flavonoides, mismos que se presumen pudieran ser

responsables de su actividad.
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8. DISCUSION

Aproximadamente el 34% de todos los casos en los que se requiere un tratamiento de
endodoncia presentan un proceso infeccioso y lesion periapical (Fouad y Burleson, 2003).
Lin et al. encontraron una relacién proporcional del nimero de bacterias presentes con la
aparicion de una lesion periapical (Lin et al., 1991).

Entre los géneros patdgenos oportunistas mas prevalentes se encuentran Fusobacterium,
Treponema, Tannerella, Porphyromonas y Prevotella (Siqueira y Rocas., 2009). Segiun
estudios recientes, entre las bacterias mas asociadas al desarrollo de periodontitis apical y
resistencia a los métodos de desinfeccion se incluyen Enterococcus faecalis,
Porphyromonas endodontalis (Hong et al., 2015), Porphyromonas gingivalis y Tanerella
forsythensis; estos dos ultimos encontrados en biofilms extrarradiculares (Conrads et al.,
1997). Es por esto que en la presente investigacion se tratd de seleccionar las bacterias que
reportaran mayor aparicion y resistencia en las lesiones periapicales y casos de fracaso
endodontico, ya que constituyen los microorganismos mas dificiles de eliminar.

El tratamiento de endodoncia tendra como objetivo entonces la desinfeccion del sistema de
conductos radiculares asi como los tibulos dentinarios, para lo cual requerirda de agentes
irrigantes (Hertel et al., 2016). Est4d desinfeccion puede condicionarse por una serie de
factores, como el tiempo de contacto del irrigante, la temperatura y/o activacion del mismo,
el numero de citas, el estado inicial del paciente. En promedio, un tratamiento de
endodoncia es llevado a cabo en un lapso de 1 hora y media, con tiempo de contacto del

irrigante de 35 min aproximadamente.
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Actualmente los agentes irrigantes mas empleados incluyen el hipoclorito de sodio y la
clorhexidina, mismos que a pesar de tener ventajas y alta efectividad, presentan efectos
adversos considerables cuando no son manipulados con precaucion y son extruidos al
peridpice, presentandose alta toxicidad con manifestaciones clinicas severas(Vinothkumar
et al., 2013), desarrollo de resistencia bacteriana y pigmentacién dental (Agarwal et al.,
2010). Es por esto que se concuerda con lo publicado por Bhardwaj et al. donde
actualmente el empleo de fitomedicamentos en diversas ramas de la odontologia ha ganado
popularidad debido a sus efectos secundarios menores (Bhardwaj et al., 2012).

En endodoncia diversas plantas han sido probadas con diferentes fines terapéuticos, por
ejemplo: medicamento intraconducto a base de Aloe vera (Chandrappa et al., 2015), Neem
como agente de desinfeccion de dentina (Mistry et al., 2015), preparados a base de
extractos naturales como irrigantes endodonticos (Mathew et al., 2015), entre otros.

En la presente investigacion se seleccionaron 4 plantas de la region de las cuales se
reportan diversos efectos terapéuticos. Anteriormente Salazar et al. reportaban la actividad
fungicida y antibacteriana de Schinus molle o Pirul contra E. coli y P. aeruginosa (Salazar
et al., 2011). Por otra parte Leucophyllum frutescens o Cenizo habia sido evaluado como
agente antimicrobiano y antituberculosis por Molina et al. en el 2007. También
anteriormente habia sido evaluado con efecto antituberculoso el Nogal o Juglans mollis,
reportando gran actividad y cuyas investigaciones siguen en proceso (Cruz et al., 2008). Asi
mismo, el efecto analgésico y antiinflamatorio de Heliopsis longipes ya habia sido
reportado (Ortiz et al., 2009). Sin embargo, no se encontr6é ninguna publicacion en la que se
empleara alguna de estas plantas con fines antimicrobianos sobre patogenos pulpares en
endodoncia; por lo que se plante6 la idea de evaluar su actividad antimicrobiana y

citotoxica en comparacion con los agentes mas comunmente usados.
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El proceso de extraccion seleccionado para la realizacion de este proyecto fue la técnica de
maceracion siguiendo el proceso también descrito por Kefe at al. en el 2016, en el que las
plantas se trituraban y se ponian en contacto con el solvente en agitacion; finalmente, el
total filtrado de cada planta se colocd en el rotoevaporador (Kefe et al., 2016). Sin
embargo, existen otros procedimientos y aparatos que pueden producir la extraccion, como
el aparato de Soxhlet empleado por Chandra et al. en el 2016 en el que se emplea un
solvente y diferentes temperaturas para producir la separacion quimica (Chandra et al.,
2016). Se prefirio utilizar la técnica de maceracion en frio debido a que en algunas plantas
la manipulacion térmica puede producir la pérdida de sustancias activas por termolabilidad,
por lo que podria alterarse su actividad terapéutica.

Existen numerosos solventes que pueden ser empleados para producir la extraccion quimica
de diferentes compuestos, que como menciona Creusot et al. en el 2016 pueden incluir
acetona, metanol, diclorometano, heptano, mezcla de diclorometano-metanol, entre otros
(Creusot et al., 2016).

En estudios anteriores, como el presentado por Alves et al. y Alejandre et al. ambos en el
2015, se probaron diferentes solventes en el mismo método de extraccion, resultando mayor
eficiencia cuando se utilizaba la mezcla de diclorometano-metanol (Alejandre et al., 2015)
(Alves et al., 2015). Por lo cual, en el presente estudio se decidi6 utilizar la mezcla de estos
solventes en proporcion 1:1 con el fin de extraer la mayor cantidad de compuestos activos
posibles de las plantas prueba.

Para la evaluacion antimicrobiana, se realizaron dos pruebas mediante difusion en agar. La
primera fue por medio de sensidiscos, la cual es una prueba simple, bien estandarizada,
poco costosa y que no requiere un equipo especializado (Jorgensen y Ferraro, 2009). En el

presente estudio, esta técnica fue empleada para el sreaning antimicrobiano.
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La segunda técnica empleada como analisis antimicrobiano y determinaciéon de la
concentracion minima inhibitoria fue la técnica de difusion en agar mediante pozo. Esta
técnica presenta ventajas como la facil visualizacion y recoleccion de resultados, asi como
la cuantificacion selectiva de microorganismos (Shetty et al., 2016). En adicién, esta
técnica es muy utilizada para la evaluacidon antimicrobiana de extractos de plantas sobre
microorganismos diana; reportdndose también anteriormente en articulos de Chandra et al.
2016, Shetty et al. 2016, Ogidi et al. 2015, entre otros.

Anteriormente se habia evaluado la actividad antimicrobiana del extracto metandlico de
Schinus molle contra E. faecalis en el estudio publicado por Salazar et al., 2011,
obteniéndose inhibicidon del crecimiento bacteriano, concordando con los resultados
mostrados en la presente investigacion. En dicha investigacion, donde se sigui6 la misma
metodologia para la técnica de difusién en agar mediante pozo, también se probd el
extracto obtenido a partir de las flores de dicha planta, lo cual se sugiere tambien para
futuros experimentos (Salazar et al., 2011). Por otra parte, no existe actualmente un reporte
donde se analice la actividad antimicrobiana del resto de los extractos sobre los
microorganismos patdégenos pulpares usados como prueba.

Sin embargo, otras plantas han sido probadas como irrigantes o0 medicamento intraconducto
siguiendose diferentes metodologias.

Tal es el caso de lo expuesto por Podar et al., 2015 donde se comprueba la capacidad
antimicrobiana de extractos de Morinda citrifolia y Azadirachta indica, evaluandose in vivo
la disminucion de la carga bacteriana luego de la irrigacion con dichos extractos durante el
tratamiento de endodoncia, tomandose una muestra previa y una posterior con una punta de
papel y realizando conteo de las UFC para posteriormente compararlo con los resultados

obtenidos luego de la irrigacion con NaOCl al 3% (Podar et al., 2015).
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Por otra parte, en el estudio denominado “Comparative evaluation of antimicrobial activity
of hydroalcoholic extract of Aloe vera, garlic, and 5% sodium hypochlorite as root canal
irrigants against Enterococcus faecalis: An in vitro study”, se analiza mediante la tecnica de
difusion en agar, empleado tambien en este estudio, la actividad antimicrobiana de
diferentes extractos sobre E. faecalis, que como mencionamos anteriormente es uno de los
microorganismos mas resistentes durante el tratamiento endodontico. Al igual que en la
presente investigacion, los resultados fueron comparados con el gold estandar de la
irrigacion, obteniendose excelentes resultados luego de la aplicacion de los extractos
naturales (Karkare et al., 2015).

En la presente investigacion se encontrd6 que la concentracién minima inhibitoria del
extracto de Pirul contra E. faecalis era 0.07% equivalente a 0.7mg sobre 1mL de vehiculo;
lo cual se encuentra en las medidas promedio para la evaluacion de un extracto sobre dicho
microorganismo, concordando por ejemplo con Arias et al., 2004 que encontraron la MIC
de Acacia Aroma contra dicho microorganismo en valores de entre 0.067 to 0.308 mg/ml
(Arias et al., 2004).

En cuanto a la inhibiciéon del crecimiento de P. gingivalis, en otros estudios se habia
encontrado en concentraciones del 1.74- 3.48 mg/ml (Iwaki et al., 2006) concordando con
la presente investigacion que encontr6 la MIC en la concentracion al 0.3% correspondiente
a 3mg/ml.

De acuerdo a la elaboracion de una formulacion que incorpore un agente antimicrobiano
con un extracto vegetal, se tiene como antecedente el articulo “In vitro antimicrobial and
anti-endotoxin action of Zingiber Olfficinale as auxiliary chemical and medicament
combined to calcium hydroxide and chlorhexidine” (Valera et al., 2015) donde se evaluaba

la combinacién de la planta Zingiber Officinale con hidroxido de calcio y clorhexidina en
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cuanto a su capacidad antimicrobiana y anti-endotoxinas; obteniéndose excelentes
resultados y proponiendose como auxiliar en la medicacion intraconducto en contacto con
el hidroxido de calcio al disminuir considerablemente la cantidad de endotoxinas y la carga
bacteriana. En el presente estudio, se evalu6 la capacidad antimicrobiana de la combinacion
del extracto de S. molle y clorhexidina comparandose con la inhibicién presentada por la
clorhexidina al 2%, manteniéndose el efecto antimicrobiano empleando una concentracion
efectiva del extracto y una menor concentracion de la clorhexidina; por lo cual se propone
como auxiliar quimico en la desinfeccion de conductos radiculares durante el tratamiento
de endodoncia.

Para el analisis de los compuestos fitoquimicos activos, se decidié realizar una
cromatografia de gases acoplado a masas, ya que este andlisis permite la identificacion y
cuantificaciéon de los compuestos activos del extracto de estudio, recolectando los
componentes responsables de la actividad terapéutica. Este andlisis ya ha sido reportado en
otros estudios como el publicado por Pitakpawasutthi et al., en el 2016 donde se emplea
para la identificacion de los componentes del extracto aplicado a patogenos pulpares.

En cuanto a la citotoxicidad, se decidid la evaluacion de la misma sobre células epiteliales
humanas por medio de fluorescencia, ya que como se menciond anteriormente, este tipo de
estudios evitan el empleo de animales, asi como permiten la obtencion de resultados de una
manera mas confiable y con una menor cantidad de muestra (Mata et al., 2013). Sin
embargo, otros estudios han empleado distintas metodologias para la evaluacion
toxicologica de los extractos, como es el caso de Caprioli et al., en el 2016 donde se
empled la técnica de MTT para obtener la toxicidad del extracto de Naviglio sobre celulas
tumorales (Caprioli et al., 2015). Este estudio se basa en la medicion de la absorbancia asi

como un cambio de coloracion al agregarse el compuesto principal, lo cual resulta un
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método frecuentemente usado por la facil evaluacion de resultados; sin embargo, en la
presente investigacion no fue posible su empleo debido a que el extracto crudo presenta una
coloracion obscura, misma que al medir la absorbancia por el color propio del extracto
interfiere en la medicion dando resultados erroneos.

En la presente investigacion se decidid determinar la citotoxicidad sobre células epiteliales
humanas al ser mas especifico el enfoque; obteniendose que el extracto elaborado de
Schinus molle mantenia la viabilidad pulpar en mas del 50% a comparacion de los
controles.

Estudios previos demuestran la alta toxicidad de la clorhexidina, comprobandose toxicidad
severa al minuto uno de exposicion con 0.72% de viabilidad celular y dafio al ADN al
colocarse sobre células epiteliales humanas (Cabral y Herndndez, 2016), esto concuerda
con la presente investigacion al observarse la disminucion de la viabilidad celular; sin
embargo, las mediciones posteriores a los 30 minutos no pudieron obtenerse de manera
confiable debido a la formacion de un precipitado al entrar en contacto la clorhexidina con

el medio MEM.
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9. CONCLUSIONES

Los extractos diclorometano-metanol obtenidos a partir de Schinus molle,
Leucophyllum frutescens, Juglans mollis y Heliopsis longipes presentan actividad
antimicrobiana frente a Porphyromonas gingivalis, Tanerella Forsythia,
Porphyromonas endodontalis y Enterococcus faecalis, microorganismos presentes
en patologias pulpares.

El extracto de Schinus molle (Pirul) presentd la mayor actividad antimicrobiana
frente a los microorganismos evaluados.

Fue posible elaborar una formulacion que mantenga el efecto antimicrobiano
empleando una concentracion efectiva del extracto y una menor concentracion de la
clorhexidina, por lo que se propone el empleo de la formulacidon correspondiente a
1% de clorhexidina + 2% del extracto como un auxiliar quimico en la desinfeccion
de conductos radiculares.

El extracto de Pirul mostré6 menor toxicidad al mostrar mas del 50% de viabilidad
celular comparado con los tratamientos convencionalmente empleados bajo las
condiciones experimentales analizadas.

Los principios activos con mayor presencia en el extracto de Schinus molle fueron

taninos y flavonoides.
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Esta investigacion permitird el uso de extractos vegetales como auxiliares quimicos en
la irrigacion durante la terapia pulpar y pasan a convertirse en una promesa para la
investigacion de principios activos de origen natural que incorporados a una mezcla
quimica favorezcan la desinfeccion del sistema de conductos radiculares.

Se recomienda, en futuras investigaciones, la evaluacion de la mezcla activa propuesta
como irrigante en piezas extraidas para valorar la penetracion, actividad en tiempo real
y fécil eliminacion. Posteriormente y en caso de resultados favorables, su evaluacion in

vivo y aplicacion endodontica.
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Apéndice A: Instrumento de recoleccion de la prueba de solubilidad.
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Apendice C: Prueba antimicrobiana en sensidisco para Tanerella forsythia a las 24 horas.
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Apéndice F: Prueba antimicrobiana en sensidisco para Porphyromonas gingivalis a las 48

horas
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Apéndice I: Prueba antimicrobiana en sensidisco para Enterococcus faecalis a las 48 horas.
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Apéndice L: Prueba antimicrobiana en pozo para Porphyromonas gingivalis a las 48 horas
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Apéndice P: Evaluacion antimicrobiana

gingivalis a las 48 horas
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