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RESUMEN
INTRODUCCION: Las enfermedades bucales de mayor prevalencia a nivel mundial son
la caries y la enfermedad periodontal, en ambas se ve involucrado componentes
infecciosos por lo que las bacterias relacionas tienen una importancia vital para el
desarrollo de la enfermedad, por lo que es importante el desarrollo de sustancias que
tengan actividad contra las bacterias que originan estas enfermedades y que se
encuentren al alcance de la poblaciéon. OBJETIVO: Evaluar la actividad antibacteriana
de los extractos obtenidos de Hippocratea excelsa, Glychirriza glabra y Urtica dioica
en modelos in vitro. METODOLOGIA: Se prepar6 el extracto natural de las plantas en
estudio mediante método de maceracion; posteriormente se realizo el test de difusion en
agar para la verificacion de la accion antimicrobiana de estos extractos en estudio, sobre
cepas de S. mutans y S. sobrinus en diferentes concentraciones de la infusion,
inoculando y sembrando sobre medio de cultivo Mueller Hinton; el control positivo se
realizé con clorhexidina al 0.12% y como control negativo agua destilada con alcohol al
5%, se determindé la concentracion minima inhibitoria mediante técnica de
microdilucion en placas de 96 pozos, utilizando MTT. RESULTADOS: Se observo
actividad bacteriostatica sobre S. sobrinus con el extracto de Glychirriza glabra en la
concentracion de 1000 pg/ml y 500 pg/ml con halos de 14-17 mm, de igual forma con
el extracto de Urtica dioica en la concentracion de 1000 pg/ml y 500 pg/ml con halos
de 17 mm, en las concentraciones de 250 pg/ml y 125 pg/ml mostraron halos de 15 mm.
La actividad bacteriostatica sobre S. mutans con el extracto de Glychirriza glabra se
observo en la concentraciéon de 1000 pg/ml al registrar un halo de 16 mm. En la
concentracion de 500 pg/ml un halo de hasta 17 mm. Con el extracto de Urtica dioica se
observo actividad bacteriostatica en la concentracion de 1 000 pg/ml mostrando halos de
hasta 26 mm. CONCLUSION: Se considera que los extractos de Urtica dioica y
Glychyrrhiza glabra son los més especificos para evaluar su desempefio como opcién
terapéutica contra la caries dental, sin embargo, se recomienda que se realicen mas
estudios respecto a su selectividad contra mas bacterias cariogénicas como Lactobacillus
acidophillus, y concluyendo su efectividad continuar con estudios de citotoxicidad y
mutagenecidad para garantizar la seguridad para su uso clinico. PALABRAS CLAVE:

odontopediatria, Hippocratea excelsa, Glychirriza glabra, Urtica dioica



ABSTRACT
INTRODUCTION: The most prevalent oral diseases worldwide are caries and
periodontal disease, in both of which infectious components are involved, so the related
bacteria are of vital importance for the development of the disease, which is why is
important the development of substances that have activity against the bacteria that
cause these diseases and that are within reach of the population. OBJECTIVE: To
evaluate the antibacterial activity of extracts obtained from Hippocratea excelsa,
Glychirriza glabra and Urtica dioica in vitro models. METHODOLOGY: The natural
extract of the plants under study was prepared by maceration method; subsequently, the
agar diffusion test was carried out to verify the antimicrobial action of these extracts
under study, on strains of S. Mutans and S. Sobrinus in different concentrations of the
infusion, inoculating and sowing on Mueller Hinton culture medium; the positive control
was carried out with 12% chlorhexidine and, as a negative control, distilled water with
5% alcohol, the minimum inhibitory concentration was determined by means of a
microdilution technique in 96-well plates, and in vitro evaluation of the bacterial activity
of the extracts of Glychirriza glabra and Urtica dioica by the dilution method.
RESULTS: Bacteriostatic activity was observed on S. sobrinus with the extract of
Glychirriza glabra in the concentration of 1000 and 500 with halos of 14-17 mm, in the
same way with the extract of Urtica dioica in the concentration of 100 and 500 with
haloes of 17 mm, in the concentrations of 250 and 125 showed haloes of 15 mm. The
bacteriostatic activity on S. mutans with the extract of Glychirriza glabra was observed
in the concentration of 1,000 when registering a halo of 16 mm. At the concentration of
500 a halo of up to 17 mm. with the extract of Urtica dioica bacteriostatic activity was
observed in the concentration of 1,000 showing haloes up to 26 mm. CONCLUSION: It
is considered that the extracts of Urtica dioica and Glychyrrhiza glabra are the most
specific to evaluate their performance as a therapeutic option against dental caries,
however, it is recommended that more studies be carried out regarding their selectivity
against more cariogenic bacteria such as Lactobacillus acidophillus, and concluding its
effectiveness continue with studies of cytotoxicity and mutagenicity to guarantee the
safety for its clinical use. KEY WORDS: pediatric dentistry, Hippocratea excelsa,

Glychirriza glabra, Urtica dioica
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades bucales de mayor prevalencia a nivel mundial son la caries y la
enfermedad periodontal, en ambas se ve involucrado componentes infecciosos por lo
que las bacterias relacionas tienen una importancia vital para el desarrollo de la
enfermedad, considerando que un porcentaje muy elevado de la poblacién no cuenta con
cobertura de seguridad social principalmente en dreas marginadas es importante el
desarrollo de sustancias que tengan actividad contra las bacterias que originan estas

enfermedades y que se encuentren al alcance de la poblacion.

Las caracteristicas ideales de los enjuagues bucales que tienen actividad preventiva y de
tratamiento en caries dental tienen que ver con su efectividad frente a los organismos

patdgenos, con bajos o nulos efectos adversos y de bajo costo de produccion.

Los extractos de plantas se han usado de manera milenaria por el hombre, en su
busqueda de abatir la enfermedad. A partir de los mismos es que se han aislado
moléculas que resultan se el componente principal de diferentes farmacos terapéuticos.
Es por ello que el presente estudio se propuso evaluar la actividad antibacteriana de los
extractos obtenidos de Hippocratea excelsa, Glychirriza glabra y Urtica dioica en
modelos in vitro, contra bacterias cariogénicas para identificar si corresponden a una
alternativa de origen natural, con acceso a todos los dmbitos socioculturales como que

pueda ser utilizada como coadyuvante en el tratamiento preventivo de la caries dental.
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2. HIPOTESIS

Este estudio se plantea la siguiente hipdtesis de estudio:

“Los extractos de las plantas Hippocratea excelsa, Glychirriza glabra y Urtica dioica

presentan actividad antimicrobiana en la evaluacion antibacteriana in vitro con

Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus.”
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de Hippocratea excelsa,

Glychirriza glabra y Urtica dioica en modelos in vitro contra bacterias cariogénicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Obtener de los extractos de las plantas de estudio mediante técnica de
maceracion

2. Evaluar el efecto antibacteriano de los extractos obtenidos con las bacterias S.
mutans y S. sobrinus

3. Obtener la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de los extractos que hayan

presentado potencial terapéutico.
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4. ANTECEDENTES.

Se considera a la caries dental como un proceso patolégico complejo, de origen
infeccioso y transmisible, que afecta a las estructuras dentarias, y se caracteriza por un
desequilibrio bioquimico que de no ser revertido a favor de los factores de resistencia

conduce a cavitacion y alteraciones del complejo dentino-pulpar.

Mayor et al, en su escrito en el 2014, destaca que desde los tiempos mds remotos el ser
humano ha tenido una incesante preocupaciéon por las enfermedades del aparato
masticatorio y su reparacion. En la época del papiro de Ebers, descubierto en 1875
(documento més antiguo conocido, en el que se exponen causas de caries y se propone
su curacion), hasta nuestros dias, ha sido incesante el aporte de ideas para explicar la
presencia de la enfermedad y los recursos para combatirla.

La caries dental es multifactorial, constituye actualmente la enfermedad crénica mas
frecuente en el ser humano, pues del 90 al 95 % de la poblacion sufre esta patologia,
siendo responsable de la pérdida de la mitad de las piezas dentarias. (Mayor et al,

2014)

Una de las enfermedades de mayor prevalencia e incidencia en la poblacion latina, es la
caries dental, que se manifiesta principalmente por dolor y pérdida temprana de dientes,
causando complicaciones a corto y largo plazo, en muchas de las ocasiones deteriora la
calidad de vida, de los pacientes quienes la padecen en su forma severa. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido la caries dental como un proceso

localizado de origen multifactorial que se inicia después de la erupcidon dentaria,
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determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente que puede evolucionar hasta
la formacién de una cavidad. Si no se atiende oportunamente, afecta la salud general y la
calidad de vida de los individuos. La caries dental junto con la enfermedad periodontal,
constituyen el mayor porcentaje de morbilidad dentaria durante toda la vida de un
individuo. Afecta a personas de cualquier edad, sexo y raza; teniendo una mayor
presencia en sujetos de bajo nivel socioecondémico. Esta situacién guarda relacién
directa con un deficiente nivel educativo, una mayor frecuencia en el consumo de
alimentos ricos en sacarosa entre las comidas y el tiempo en que estos permanecen en la

boca (Guerrero A et al., 2013).

La caries es una enfermedad infecciosa de etiologia multifactorial que se caracteriza por
la desmineralizacion de las porciones orgédnicas del diente y el deterioro posterior de sus
partes orgdnicas. Este proceso destructivo surge de las acciones de algunos
microorganismos de la placa dentobacteriana sobre los carbohidratos fermentables que
generan la produccion de acidos, principalmente lacticos, como parte del metabolismo
de las bacterias. El progreso de la lesion cariosa requiere, ademds de los factores
anteriormente citados, un diente susceptible y un tiempo suficiente de exposicion que
permita no sélo la produccién de 4cidos por parte de las bacterias de la placa, sino
también la desmineralizacion del tejido duro del diente. La placa dental, o biopelicula,
estd constituida por conjuntos de bacterias unidas a la estructura del diente; cuando el
pH de la saliva es bajo, debido al consumo frecuente de azuicares, se modifican las
condiciones medioambientales locales favoreciendo el predominio de las bacterias
cariogénicas y la disminucién de la saliva. Se ha reportado la existencia de una ventana

de infectividad de los microorganismos cariogénicos a los 19-31 meses, y hay estudios
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que incluso la han encontrado en edades mds tempranas, lo que hace que el nifio tenga

mads posibilidades de contraer la enfermedad anteriormente (Molina N et al., 2015).

Desde la antigiiedad el hombre a buscado en la naturaleza a través de las plantas
sustancias terapéuticas con indicaciones para mejorar su salud. Existen antecedentes
como el Cédigo Badiano donde se registran algunas de las aplicaciones que culturas
como la azteca y maya utilizaban como tratamiento para atender las enfermedades que
los aquejaban.

La extraccion y caracterizacion de moléculas bioactivas de plantas han abierto nuevos
horizontes al desarrollo de dianas farmacoldgicas para reducir los efectos adversos

marcados de los agentes quimicos (Bouassida et al., 2017)

Este proyecto busca valorar la actividad antibacteriana de tres extractos de plantas para
su aplicacion en un contexto odontoldgico. A continuacion se describen las variables de

estudio.

4.1 BACTERIAS CARIOGENICAS

La cavidad oral es colonizada por diferentes microbiotas segin la topografia en que se
encuentren. Se han descrito més de 700 especies bacterianas que pueblan cada uno de

estos nichos ecoldgicos.

En la concepcion actual de la etiopatogenia de la caries, cambios medioambientales

orales generan predominancia de algunas especies con potencial acido génico, necesario
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para la generacion de lesiones de caries. En ese estado de desequilibrio, la flora oral
muestra composiciones diferentes a las que se observan en salud. Asi, por ejemplo, las
especies tradicionalmente asociadas con lesiones de caries incluyen a Streptococcus

mutans, Streptococcus sobrinus, Actinomyces spp. y Lactobacillus spp.

Se ha reportado que dichas especies cariogénicas se mantendrian constantes
independientemente de la edad de los sujetos, aunque la evidencia al respecto es limitada
y escasa. Por afios se considerd a S. mutans como el principal agente etiolégico de caries
dental; su rol patogénico implicaba la iniciacion de la desmineralizacion del esmalte en
la caries coronal y de la superficie de la raiz en las caries radiculares (Giacaman R et al.,
2013).

La boca humana alberga una de las mas diversas microbiomas en el cuerpo humano,
incluyendo virus, hongos, protozoos, bacterias y arqueas. Las bacterias son responsables
de las dos enfermedades mas comunes de bacterias del hombre: la caries dental (caries)
y enfermedad periodontal. En nifios la caries dental corresponde a la enfermedad maés
prevalente en boca, por los que se selecciond dos de los microorganismos mas
importantes relacionados con esta etiologia: Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus.

Dos especies bacterianas estrechamente relacionados de la caries dental fue identificado
por primera vez en 1924, y en 1986, se demostré el vinculo entre la caries dental y el S.

mutans (Reed et al, 2014).

Saad et al en el 2015 cita que la caries dental es una enfermedad comin , crénica e

infecciosa . Su etiologia es multifactorial y las bacterias tienen el efecto mas fuerte sobre
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la prevalencia de caries. Streptococcus mutans es el principal factor patogénico en la

iniciacion de la caries dental.

En varios estudios sobre la colonizacién del S. mutans en nifios se llegd a la conclusién

de que las madres parecen ser la fuente primaria de contagio (Douglass et al., 2008).

Berlutti et al en 2010 ha detectado que el S. mutans y S. sobrinus estan presentes en la
cavidad oral de los nifios aun antes de la erupcion dental, lo que sugiere que estos

microorganismos puede no limitarse a la placa dental.

La caries dental es un grave problema en todo el mundo y en nifios es la principal causa

de pérdida dental (Metwalli et al., 2013)

4.2 PLANTAS DE ESTUDIO

La prevencion y el control de la caries dental ha sido un gran reto. Durante mucho
tiempo se han utilizado diversos agentes profilacticos han sido para prevenirla entre
estos podemos mencionar antibidticos, plantas y compuestos derivados de hierbas,
enjuagues bucales, pastas dentales, geles, barnices y las vacunas de caries. Uno de esos
métodos

practicado desde un tiempo antiguo es el uso de hierbas naturales especialmente por la
gente de dreas rurales para limpiar sus dientes; se ha demostrado en diferentes
investigaciones que muchas plantaso hierbas exhiben una potente actividad

antimicrobiana contra varios microorganismos, estas poseen la ventaja de no ofrecer
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efectos secundarios y presumiblemente actdan en contra y modulan los factores que son
cruciales para la supervivencia microbiana o su actividad (Banavar R et al., 2017).

4.2.1 Hippocratea excelsa /Cancerina

Cancerina es clasificada como Hippocratea excelsa de la familia Celastraceae (Araujo
et al., 2015). La familia Hippocrateaceae estd integrada por mds de 300 especies,
distribuidas principalmente en las regiones tropicales de ambos hemisferios que en su
mayoria estdn contenidas en dos géneros: Hippocratea con alrededor de 100 especies y
Salacia con 200 aproximadamente. En México, Hippocratea excelsa es llamada
popularmente mata piojo, miseg-bat en Oaxaca, barajillo en Guerrero, piojo, zipche en
Chiapas y palo de reguilete en Yucatén.

En medicina tradicional se le conoce como cancerina y ha sido principalmente utilizada
para el tratamiento de enfermedades como las ulceras géstricas, los padecimientos
renales, las afecciones de la piel, la amenorrea y algunas infecciones uterinas. Debido
principalmente a sus propiedades aparentemente curativas, la especie ha sido objeto de

una sobreexplotacion que, podria llevarla a la extincion. (Villa et al, 1998)

Esta planta la podemos encontrar en México, en los estados de Chiapas, Oaxaca,

Guerrero, Michoacan, Jalisco, México, Morelos, Durango y Yucatdn (Mena et al., 2007)

Décida et al 2007, en un estudio habla sobre las propiedades que tiene esta planta, tales
como gastroprotectora , antibacteriana y con actividad anti-inflamatoria.

Desde ya hace mucho tiempo el extracto de esta planta es ampliamente utilizado en
México como un agente medicinal para el tratamiento de cdncer y ulceras gastricas

(Calzada et al., 1995).
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4.2.2 Glycyrrhiza glabra /Regaliz-Orozuz raiz

Es una hierba perenne de la familia Fabaceae (Akram et al., 2015), que posee una
amplia gama de compuestos medicinales y alimentos en su raiz y el rizoma. La
aplicacién de regaliz se remonta a la antigua cultura asiria, egipcia, china e india
(Azmoudeh F et al., 2017).

Las raices de Glycyrrhiza glabra contienen muchos compuestos, como saponinas
triterpenos (incluyendo glicirricina) , compuestos fendlicos, contenido en flavonoides y
las isoflavonas (Glabridina y hispaglabridins A y B con una fuerte actividad antioxidante
(Karami et al., 2013) y puede reducirse 1,1- difenil- 2 — picrilhidrazil (DPPH) radicales
(Agarval et al., 2015). Esta planta crece en climas subtropicales en Europa, Oriente
Medio y Asia occidental (Nitalikar et al., 2010).

El regaliz es la raiz seca de Glycyrrhiza glabra que tiene productos quimicos valiosos
tales como glucosa, sacarosa, asparagina, resina y la esencia. Las sustancias eficaces
de esta planta tienen varios consumos en las industrias de farmacia, tabaco y confiteria.
Se le atribuyen diferentes implicaciones terapéuticas ya que se utiliza contra la hepatitis
C, la piel y las enfermedades pulmonares y paros cardiacos . También mejora el sistema
inmunoldgico y tiene propiedades antiinflamatorias, antivirales, antimicrobianos,
antioxidantes y propiedades contra el cancer (Bahmani et al., 2015).

Esta planta también posee actividades farmacoldgicas como es ser expectorante,
antitusivo , antiinflamatorias , antipiréticas (Akram et al., 2015). Estudios anteriores
mostraron que los derivados de Glycyrrhiza glabra (isoflavonas) tienen papel protector

contra el estrés oxidativo (Haraguchi et al., 2002).
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El extracto de Glycyrrhiza glabra (G.glabra) contiene fitomedicina con propiedades
antibacterianas y antifingicas capaces de suprimir patégenos orales asociados con la
formacidn de placas, caries o enfermedades fungicas (Azmoudeh F et al., 2017).

En cosmetologia extracto de regaliz se utiliza en productos para el cuidado del cabello y
la piel debido a sus valiosas propiedades: antibacteriano, anti-flingico, antiséptico,
purificante, anti-irritante, antialérgico, antioxidante, sebostatico, aclarador de la piel, etc.
(Kucharska K. 2017 )

Investigaciones recientes han dado a conocer que la Glycyrrhiza glabra puede hacer mas
lenta la progresion del VIH al SIDA, desencadenando el compuesto quimico interferén

(Eby et al.,2017)
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4.2.3 Urtica dioica/Ortiga

La ortiga es una planta herbicea y vivace de origen asidtico. Estd integrado en varias
dreas especialmente alimentarias, agricolas, industriales y medicinales (Razika et al.,
2017). La parte utilizada son las hojas desecadas de la especies Urtica dioica L., sus
hibridos o mezcla de ambas. Son plantas herbéceas nitréfilas, que se encuentran en la
mayoria de las regiones templadas del mundo, pr6ximas a zonas habitadas, alrededor de
las casas, bordes de caminos, etc. La ortiga mayor (Urtica dioica) alcanza entre 50 y 150
cm de altura y es la mas comun. Numerosos trabajos cientificos han demostrado la
actividad antiinflamatoria presentada por diversos extractos de Urtica dioica, en la que

estdn implicados numerosos mediadores del proceso inflamatorio (Choy et al., 2015).

U. dioica, pertenece a la familia Urticaceae y crece en las zonas templadas de Asia,
América, Africa del Norte y Europa. Algunos cientificos han estudiado la composicién
quimica de U. dioica e informaron que sus hojas contenian una amplia variedad de
componentes quimicos tales como minerales, vitaminas, aminodcidos, avonoides,
esteroles, compuestos fendlicos y dcidos grasos, que tienen efectos beneficiosos en la

salud humana (Bouassida et al., 2017).

Ademas en los ultimos afios se ha informado cientificamente sobre los efectos
farmacol6gicos de extractos acuosos y orgdnicos de la planta de ortiga, tales como
antioxidante, hipoglucemiante, antifiingico, antiviral, € inmunomodulador (Ilies et al.,

2012).
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También se usa para el tratamiento de las enfermedades infecciosas, la lucha contra las
bacterias resistentes a los farmacos y presenta actividad antibacteriana (Motamedi et al.,
2014). Urtica dioica tiene propiedades antibacterianas y antiflingicas, por lo tanto,

podria ser utilizado contra un amplio espectro de microorganismos (Moradi et al., 2017).

La realizacién de ensayos farmacolégicos ha demostrado que las saponinas brutas

extraidas de las hojas de Urtica dioica pueden integrarse en el campo farmacéutico o

incluso en cosmética (Razika et al., 2017).
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4.3 MARCO DE REFERENCIA.

Quiroz et al, en 2013, realizaron una investigacidn sobre un gel a base de extractos de
Nogal (Juglans neotropica Diels), Ortiga (Urtica dioica L), sabila (Aloe vera). El
objetivo fue evaluar la actividad cicatrizante se realizaron heridas inducidas en el dorso
de los ratones. Se experimentd en ratones divididas en 5 grupos: siendo A (control
negativo), B (control positivo) utilizando lamoderm, C, D, E, a los cuales se les aplicé
gel al 30% a diferentes formulaciones: F1 (10% Nogal, 10% Ortiga, 10% Sébila), F2
(15% Nogal, 10% Ortiga, 5% Sabila), F3 (20% Nogal, 5% Ortiga, 5% sébila)
respectivamente, administrados via topica con hisopos estériles aplicando dos veces al
dia por tiempo requerido, y se extrajo la piel para el andlisis histopatoldgico. Para el
andlisis de datos se utilizo el test ANOVA. . La formulacion 6ptima resultante fue F1 y
F2, en un promedio de 6 y 7 dias. En el examen histopatologico el GC, GD y GE tuvo
60% de regeneracion celular. Se concluyo que el gel posee actividad cicatrizante en
heridas cutdneas menores lo cual se atribuye a la presencia de taninos de nogal,

flavonoides de ortiga, y mucilagos de sabila, que al combinarse presentan sinergia.

En un estudio que realizo Salehzadeh er al, en 2014 se demostré el efecto
antimicrobiano de los extractos metandlicos de Sambucus ebulus y Urtica dioica sobre
las infecciones de la piel y heridas, causadas por S. aureus. En 16 aislamientos de S.
aureus resistente a meticilina. Los resultados revelaron el potencial antimicrobiano de

estos extractos.
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Otro estudio donde se determind el potencial antiinflamatorio de una de las plantas de
interés realizado por Arnold et al 2015, en ella se analiz6 la fosfolipasa citosolica A2a
(cPLA2a) que es uno de los objetivos potenciales para fairmacos anti-inflamatorios, ya
que esta enzima juega un papel clave en los procesos de inflamacién visto en trastornos
de la salud. Los ocho extractos mds activos fueron derivados de Ribes nigrum (IC50 de
27,7 mg / mL), Ononis spinosa (IC50 de 39,4 mg / mL), Urtica dioica (IC50 de 44,32
mg / ml), Betula sp. (IC50 de 58,02 mg / ml), Sanguisorba officinalis (IC50 de 76,25 mg
/ ml), Orthosiphon stamineus (IC50 de 78,83 mg / ml), Petasites hybridus (IC50 de
81,02 mg / ml) y Tussilago farfara (IC50 de 123,28 g / ml). Este estudio proporciona
evidencia de que cPLA2a puede ser un objetivo relevante para los agentes anti-

inflamatorios.

Uno de los efectos que se atribuyen a la U. doica es tener propiedades antiglucemiantes,

lo cual fue comprobado por Bnouham et al, en un estudio murino en 2003.

Mediante un estudio se realizo la extraccion e identificacion del extracto Urtica dioica.
Se recogieron diferentes partes de la planta y se prepar6 el extracto mediante maceracion
y percolacion. Los efectos antibacterianos de la planta se identificaron mediante el
método de difusién en disco. Segun este estudio, Urtica dioica tiene propiedades

antibacterianas y antiftingicas (Moradi et al., 2017).

Se realizo un estudio sobre las propiedades antioxidantes y efectos de extractos de
Glycyrrhiza glabra, sobre la viabilidad de cinco lineas celulares de cdncer humano,

analizadas por su perfil quimico, propiedades antioxidantes y efectos sobre la viabilidad
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de cinco lineas celulares de céncer, donde se encontraron valores de IC50 por debajo de
25 pg / ml lo que significa que las partes aéreas G. glabra representan una buena fuente

de productos valiosos (Aiello F et al., 2017).

Azemoodi en el 2017 realizo un estudio en el cual demostré que el extracto de

Glycyrrhiza glabra tiene efecto antimicrobiano en el Streptococcus mutans.

Se demostro el efecto antioxidante y cicatrizante de saponinas brutas de las hojas de
Urtica dioica, La actividad antioxidante de los extractos de hojas se evalué mediante el
ensayo de difenil-picril-hidrazilo (DPPH). El efecto curativo de la herida se interpreta
sobre la base del tiempo de cicatrizacion y la evaluacion de la superficie de las heridas.
De este estudio se desprende que la ortiga es rica en saponinas, ya sea 4.08% a 30 g de
polvo vegetal. Los resultados también mostraron un efecto antioxidante significativo
similar al del acido ascérbico (p> 0.05) con una IC50 de 0.159 mg / ml. . En cuanto al
poder curativo, el tratamiento de las ratas con el producto basado en saponinas brutas se

logra a los 15 dias, ya sea el 100% de la reduccion de la herida (Razika et al., 2017).

Bouassida et al., en el 2017 realizo una investigacion con el extracto de Urtica dioica
donde exploro el potencial hemostético y cicatrizante mediante extractos foliares, asi
como por su contenido avonico y polifendlico. El extracto hidroetandlico (EtOH-
H20E), que muestra las actividades antibacterianas y antioxidantes mds potentes in
vitro, gracias a su riqueza avonoide y polifenol, fue seleccionado para la evaluacién
hemostdtica y de curacién de heridas. Veinticuatro ratas que completaron heridas de

espesor total se dividieron en cuatro grupos. Las heridas se trataron topicamente con
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solucién salina, glicerol, "CICAFLORA" y U. dioica EtOH-H2OE (50 pL / mm?2) hasta
el dia 11. El efecto de curaciéon de la herida se evalu6 mediante pardmetros
macroscopicos, histolégicos y bioquimicos. Las ratas tratadas con EtOH-H’OE
mostraron cierre rdpido de la herida (92,39%) en comparacién con los animales de
control (60,91%) en el dia 11 de la herida (P <0,01). Las exploraciones histopatolégicas
y bioquimicas mostraron una regeneracion epidérmica completa y una mejora del
contenido de hidroxiprolina en las ratas tratadas con OE de U. dioica EtOH-H’OE. El
andlisis de acidos grasos y esteroles por GC-MS mostr6 la presencia de 4cidos grasos
insaturados y una alta concentracién de lupeol conocida por su implicaciéon en la
reepitelizacion. Estos resultados demuestran la eficiencia de U. dioica EtOH-H’OE en la

cicatrizacion de heridas y respaldan su uso tradicional.

Actualmente la sustancia activa de mayor prescripcion es la clorhexidina, cuyo origen es
quimico y sus efectos adversos puede ser: pigmentacion grisdcea en piezas dentales y
superficie lingual, alteracion del sentido del gusto y obturacion de la glandula pardtida
(Charles et al 2001); recientemente se ha asociado con citotoxicidad con digluconato de
clorhexidina al 0.12% en ensayos in vitro (Torres-Capetillo et al 2013). Ademads de que
su costo se incrementa por arriba del 100% en relacion con los enjuagues de aceites
esenciales disponibles en el mercado. Los aceites esenciales mds utilizados y que
cuentan con mayor respaldo cientifico son: timol (derivado del Thymus vulgaris),
eucaliptol (Eucalyptus globulus), mentol (Mentha piperita). Los efectos adversos
documentados para estos extractos se orientan principalmente a casos de alergia e

irritacion de tejidos blandos (Bindu 2001).
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La presente propuesta busca evaluar la actividad antimicrobiana del extractos de las
plantas de estudio contra Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus los cuales son
reconocidos en su actividad cariogénica, para de esta forma conocer sus alcances y su
probable aplicacion terapéutica para el manejo y prevencion de la caries dental. como
una herramienta alterna buscando que tenga menores efectos secundarios, que sea

biorremedial y mayor accesible respecto al costo para el paciente.
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5. METODOS.

5.1 Seleccion y preparacion del extracto natural

El material vegetal fue obtenido de un lugar reconocido de venta, el cual es identificado
por el Biol. M.C. Mauricio Gonzdlez Ferrara en su establecimiento Pacalli. Los extractos
fueron realizados en la Unidad de Odontologia Integral y Especialidades del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS), de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon.

La obtencion del extracto se efectud por el método de maceracion. Esta técnica resulta
ser una de las mds simples y econdmicas para obtener el extracto de la planta. La
maceracion es un método de extraccion de los principios activos de una planta en un
liquido.

Se pesaron 100 gr de corteza de Hippocratea excelsa (Fig. 1), 100 gr de raiz de
Glychirriza glabra (Fig. 2) y 50 gr de hojas y tallos jovenes Urtica dioica (Fig. 3) y se
le agrego 500 ml de alcohol etilico al 96% esta mezcla depositada en un matraz de vidrio
por extracto (Fig. 4), posteriormente se tapa matraz con aluminio para evitar
salpicaduras durante el movimiento o evitar entrada de contaminantes. Se hacen
pequeiios orificios en el aluminio para que levemente se vaya evaporando y se coloca en
la incubadora orbital durante 24 horas. Una vez concluido el tiempo, se filtr6 el material
vegetal y el solvente se extrajo mediante evaporacion. El extracto seco fue pesado para

obtener el rendimiento.
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Fig. 3 Urtica dioica 50 gr. Fig. 4 Extractos con 500 ml de alcohol
etilico al 96%

5.2 Test de difusion en disco

Se evaluo la actividad antimicrobiana de los extractos elegidos contra sepas bacterianas
de S. mutans y S. sobrinus de la Coleccién del Cepario de la Unidad de Odontologia

Integral y Especialidades (CIDICS, UANL) procedentes de la linea ATCC. Se utiliz6 la
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técnica de difusién en disco de agar preparando una suspensién de microorganismos a
0.05 de la escala de McFarland. Se evaluaron diferentes concentraciones del extracto a
las dosis de 1000, 500, 250 y 125 pg/ml. Para ello se inoculando y sembrando sobre
medio de cultivo Miieller Hinton, utilizando discos de papel filtro #5 de Whatsman y
adicionando 10 microlitros del extracto a evaluar en diferentes concentraciones por
triplicado y como control positivo clorhexidina al 0.12% y como control negativo agua
destilada con alcohol al 5 %, incubando las cajas a 37 grados centigrados durante 24
horas. A las 13 y 48 horas de haber realizado la siembra se procedi6 a hacer las lecturas
y el llenado de la ficha de recoleccion, tomando en cuenta:

1. Identificacion de la muestra

2. Identificacion de la concentracion utilizada

3. Medida en milimetros del halo de inhibicién formado.

Posteriormente se determiné la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) mediante la

técnica de microdilucion en placas de 96 pozos.

5.3 Evaluacion de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) mediante MTT.

Una vez analizados los resultados obtenidos por la prueba de sensibilidad en disco, se
utilizaron dos placas estériles de 96 pozos y se determind que dos de los tres extractos
fueran probados para obtener la Concentracion Minima Inhibitoria. Para ello se prepar6
nuevamente medio de cultivo Miieller Hinton, y se activaron las cepas bacterianas de
estudio, ajustando a una concentracion de 0.05 en la escala de McFarland. Se colocaron
100 pl de medio de cultivo con la bacteria de referencia y la concentracion a evaluar de

50,100,150, 200 y 250 pg/ml en la cantidad de 10ul. Se incuba por 4 horas y se aplican
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10 pul de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo). Cada
concentracion fue evaluada por triplicado, estructurando la siguiente organizacioén en la
placa de 96 pozos: en la fila A del 1° al 3° pocillo se coloco el cultivo sin bacteria, en la
fila A del 4° al 6° pocillo se coloco el medio de cultivo con la bacteria, en la fila B del 1°
al 3° pocillo se colocé 10 ul de clorhexidina al 0.12%, en la fila B del 4° al 6° pozo se
coloco el control negativo el cual fue de etanol al 10%. En la fila C del 1° al 3° pozo se
colocé el extracto a evaluar en una concentraciéon de 50 pug/ml, del pozo 4° al 6° una
concentracion de 100 ug/ml. En la fila D del 1° al 3° pozo se coloco el extracto en una
concentracion de 150 pg/ml y en el pozo 4° al 6° una concentracion de 200 ug/ml. En la
fila E del 1° al 3° pozo se colocaron el extracto en una concentraciéon 250 pg/ml. La

segunda especie de estudio de colocd en la misma secuencia iniciando en la fila F.
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Fig. 5 Distribucion en placa de cultivo de 96
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6. RESULTADOS

A continuacién, se describen los resultados encontrados a partir de los ensayos

realizados.

En relacion a los extractos obtenidos, se encontré el siguiente rendimiento:

o .. Peso de extracto Porcentaje de
Planta Peso inicial . . .
obtenido rendimiento
Hippocratea excelsa 100 g S54¢g 54 %
Glychirriza glabra 100 g 711 ¢g 7.11 %
Urtica dioica 50¢g 338¢g 6.76 %

Los resultados de las pruebas de sensibilidad en disco, se muestran en las siguientes

tablas:

Tabla 1. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus sobrinus segin la concentracién del
extracto natural de Hippocratea excelsa “Cancerina” en halos de inhibicién en

milimetros.
4 Hippocratea excelsa CONTROL | CONTROL
Prucba | CONCENTRACION ™1ic01 | Disco2 | Disco3 | POSITIVO | NEGATIVO
1 1,000 pg/ml 5 mm 5 mm Smm 18 mm 5 mm
2 500 pg/ml 13 mm 13 mm 13 mm 18 mm 5 mm
3 250 pg/ml 14 mm 14 mm 14 mm 18 mm 5 mm
4 125 pg/ml 10 mm 10 mm 10 mm 21 mm 5 mm

En los halos de inhibicién de las cuatro concentraciones evaluados se observaron de

manera bacteriostdtica ya que los halos observados no fueron conservados después de

las 8 horas. Mientras que para el grupo de control positivo el valor mds alto se ubica en

el halo de 21 mm de manera bactericida.
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Fig. 6 Actividad inhibitoria sobre Streptococcus sobrinus segun la
concentracion del extracto natural de Hippocratea excelsa “Cancerina”

Tabla 2. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus sobrinus segin la concentracién del
extracto natural de Glychirriza glabra “Oruzuz”

) Glychirriza glabra CONTROL | CONTROL
Prucba | CONCENTRACION (01 | Disco2 | Disco3 | POSITIVO | NEGATIVO
1 1,000 pg/ml 14 mm 14 mm 14 mm 19 mm 5 mm
2 500 pg/ml 17 mm 17 mm 17 mm 20 mm 6 mm
3 250 pg/ml 10 mm 10 mm 10 mm 19 mm 6 mm
4 125 pg/ml 11 mm 11 mm 11 mm 22 mm 5 mm

En los halos de inhibicién de las cuatro concentraciones evaluados se observaron de

manera bacteriostdtica ya que los halos observados no fueron conservados después de

las 8 horas. Se observé actividad bacteriostética en la concentracién de 1000 y 500 con

halos de 14-17 mm, en las concentraciones de 250 y 125 mostraron halos de 10-11 mm.

Mientras que para el grupo de control positivo el valor més alto se ubica en el halo de 21

mm de manera bactericida.
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Fig. 7. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus sobrinus segin la
concentracion del extracto natural de Glychirriza glabra “Oruzuz”

Tabla 3. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus sobrinus segin la concentracién del
extracto natural de Urtica dioica “Ortiga”

p Urtica dioica CONTROL | CONTROL
Prucba | CONCENTRACION ™5 eci T T Disco2 | Disco3 | POSITIVO | NEGATIVO
1 1,000 pg/ml 14 mm 14 mm 14 mm 16 mm 6 mm
2 500 pg/ml 17 mm 17 mm 17 mm 15 mm 6 mm
3 250 pg/ml 19 mm 19 mm 19 mm 19 mm 6 mm
4 125 pg/ml 15 mm 15 mm 15 mm 19 mm 6 mm

En los halos de inhibicién de las concentraciones de 125 pg/ml a 500 pg/ml se observan

actividad bacteriostdtica, mientras que para el grupo de control positivo el valor mas alto

se ubica en el halo de 19 mm como bactericida. Los halos con actividad bacteriostatica
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en la concentracion de 100 y 500 con halos de 17 mm, en las concentraciones de 250 y

125 mostraron halos de 15 mm.

Fig. 8. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus sobrinus segin la concentracién
del extracto natural de Urtica dioica “Ortiga”

Tabla 4. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans segin la concentracién del
extracto natural de Hippocratea excelsa “Cancerina”

) Hippocratea excelsa CONTROL | CONTROL
Prucba | CONCENTRACION 5051 | Disco2 | Disco3 | POSITIVO | NEGATIVO
1 1,000 pg/ml 15 mm 15 mm 15 mm 14 mm 5 mm
2 500 pg/ml 17 mm 17 mm 17 mm 17 mm 5 mm
3 250 pg/ml 17 mm 17 mm 17 mm 15 mm 5 mm
4 125 pg/ml 15 mm 15 mm 15 mm 18 mm 5 mm
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Se observo actividad bacteriostatica en la concentracién de 1,000 un halo de 15 mm. En
la concentracion de 500 un halo de hasta 17 mm. En las concentraciones de 250 y 125

halos de 15-17 mm.

Fig. 9. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans segtin la
concentracion del extracto natural de Hippocratea excelsa “Cancerina”

Tabla 5. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans segin la concentracién del
extracto natural de Glychirriza glabra “Oruzuz”.

) Glychirriza glabra CONTROL | CONTROL
Prucba | CONCENTRACION ™1/c01 | Disco2 | Disco3 | POSITIVO | NEGATIVO
1 1,000 pg/ml 15 mm 15 mm 15 mm 22 mm 5 mm
2 500 pg/ml 17 mm 17 mm 17 mm 23 mm 5 mm
3 250 pg/ml 26 mm 26 mm 26 mm 26 mm 5 mm
4 125 pg/ml 15 mm 15 mm 15 mm 23 mm 5 mm

En los halos de inhibicion para la concentracién de 125 se observa el valor mds alto de 8

mm, mientras que para el grupo de control positivo el valor més alto se ubica en la
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concentracion de 250 con un halo de 26 mm. Se observé actividad bacteriostatica en la

concentracion de 1,000 un halo de 16 mm. En la concentracién de 500 un halo de hasta

17 mm. En las concentraciones de 250 de 19 mm y en concentracién 125 halos de 15-18

mim.

Fig. 10. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans segin la concentracién del
extracto natural de Glychirriza glabra “Oruzuz”.

Tabla 6. Actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans segin la concentracién del
extracto natural de Urtica dioica “Ortiga”

P Urtica dioica CONTROL | CONTROL
Prucba | CONCENTRACION ™ rieci 7 T Disco2 | Disco3 | POSITIVO | NEGATIVO
1 1,000 pg/ml 26 mm 26 mm 26 mm 20 mm 5 mm
2 500 pg/ml 20 mm 20 mm 20 mm 14 mm 5 mm
3 250 pg/ml 22 mm 22 mm 20 mm 22 mm 5 mm
4 125 pg/ml 20 mm 20 mm 21 mm 22 mm 5 mm
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En los halos de inhibicién para las cuatro concentraciones se observan los mismos
valores de 5 mm, para el grupo de control positivo el halo mds alto se ubica en las
concentraciones de 250 pg/ml y 125 pg/ml con una medida de 22 mm. Se observé
actividad bacteriostdtica en la concentracién de 1,000 pg/ml mostrando halos de hasta
26 mm. En la concentracién de 500 pg/ml, halos de 20 mm. En la concentracién de 250

pg/ml halos de 17mm y en concentracion de 125 pg/ml halos de 18mm.

Fig. 11 Actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans segin la concentracion del
extracto natural de Urtica dioica “Ortiga”
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Comparativo de promedios de halos de inhibicién
bacteostdticos en Streptococcus sobrinus en los tres
extractos de estudio

1,000 ug/ml 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pug/ml CONTROL CONTROL
POSITIVO NEGATIVO

[N\
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Milimetros en los halos
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Comparativo de promedios de halos de inhibicion
bacteostéticos en Streptococcus mutans en los tres
extractos de estudio
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Considerando que la mejor actividad de inhibicién bioldgica fueron los resultados para
los extractos de Glychirriza glabra y Urtica dioica, fueron para las cuales se realiz6 la

prueba de Concentracién Minima Inhibitoria.
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De los resultados obtenidos para obtener la concentracién minima inhibitoria (CMI) se
encontré que contra Streptococcus sobrinus el extracto con mayor actividad inhibitoria
fue el de Urtica dioica con la dosis minima de 50 ug/ml, en el caso del extracto de
Glychyrrhiza glabra se comporto con una inhibicibn promedio en las cinco
concentraciones evaluadas, considerando por tanto la de 50 pug/ml como la minima

inhibitoria (ver tabla).

Promedio de absorbancia registrada con Streptococcus sobrinus
en prueba de Concentracién Minima Inhibitoria con MTT

2.50
2.00
1.50
1.00
D all Wbk
0.00

CONTROL  CONTROL 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
POSITIVO NEGATIVO

o

M Glycyrrhiza glabra W Urtica dioica
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Para los extractos evaluados contra la bacteria Streptococcus mutans se observd una
mayor inhibicién con el extracto de Urtica dioca en la concentracién de 200 pg/ml y la
de Glycyrrhiza glabra con 250 pg/ml, la actividad contra la bacteria S. mutans fue
mayor que con S. sobrinus, con registros de absorbancia cercanos a los registrados con

el control positivo (Clorhexidina al 0.12%).

Promedio de absorbancia registrada con Streptococcus mutans
en prueba de Concentracién Minima Inhibitoria con MTT
2.50

2.00 II
1.50 II II II II II

0.50 I I

0.00
CONTROL CONTROL 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
POSITIVO NEGATIVO

Glycyrrhiza glabra Urtica dioica
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7. DISCUSION

Azmoudeh et al., en el 2017 realizo un estudio en el cual demostré que el extracto de
raiz de Glychirriza glabra tuvo un efecto antibacteriano contra el Streptococcus mutans,
al igual que lo registrado por el presente estudio. Cabe resaltar que en el reporte de
Azmoudeh et al, se utilizé el método de dilucion de macro-caldo, y en este estudio se
realiz6 la metodologia de difusion en disco y concentracion minima inhibitoria con MTT

obteniendo el mismo resultado.

Para el extracto de Urtica dioica, Salehzadeh et al., en el 2014 reportan efecto
antimicrobiano de contra Staphylococcus aureus donde se demostré buena efectividad
antimicrobiana. No se encontraron registros sobre la actividad contra S. mutans, para que
sean confrontados, sin embargo podemos mencionar que este extracto presentd mayor

actividad inhibitoria contra S. mutans que contra S. sobrinus.

Es de interés mencionar que aunque los extractos de estudio presentaron efecto de tipo
bacteriostaticos, no dejan de ser de importancia recordando que dentro de la microflora
bacteriana hay componentes que no deben de ser alterados proveen de equilibrio entre
los integrantes de la flora, en lo posible se recomienda que las sustancias terapéuticas

sean cada vez mas especificas en relacion a las bacterias que se requieran afectar.
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8. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se concluye que se acepta parcialmente la hipdtesis de
estudio donde se afirma que los extractos de las plantas Hippocratea excelsa,
Glychirriza glabra y Urtica dioica presentan actividad antimicrobiana en la evaluacién
antibacteriana in vitro con Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, ya que
aunque los tres presentaron actividad inhibitoria, fue de manera parcial mediante un
efecto bacteriostatico, ya que el halo de inhibicién presentado en las pruebas fue

colonizado tiempo después por las bacterias.

El extracto que presentd mayor actividad inhibitoria fue el de Urtica dioica con una
CMI para Streptococcus sobrinus de 50 pg/ml y para Streptococcus mutans de 200
ug/ml. El segundo extracto con mejores resultados fue el de Glychyrrhiza glabra que no
tuvo una inhibicion importante con S. sobrinus, sin embargo con S. mutans presentd una

CMI a la dosis de 250 pg/ml.

Por lo tanto, se considera que los extractos de Urtica dioica y Glychyrrhiza glabra son
los més especificos para evaluar su desempefio como opcidn terapéutica contra la caries
dental, sin embargo, se recomienda que se realicen mas estudios respecto a su
selectividad contra mas bacterias cariogénicas como Lactobacillus acidophillus, y
concluyendo su efectividad continuar con estudios de citotoxicidad y mutagenecidad

para garantizar la seguridad para su uso clinico.
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