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RESUMEN

Introduccion: El Rosmarinus officinalis y el Thymus vulgaris son especies de plantas
perennes de la familia Lamiacez. Sus hojas se han utilizado desde la antigiiedad con
fines arométicos y culinarios. Ambas plantas han demostrado tener efectos antimicrobia-
nos, antioxidantes y antiinflamatorios. Objetivo: Determinar el efecto inhibitorio de los
extractos de Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis contra el Streptococcus mutansy
el Streptococcus sobrinus. Metodologia: Se realiz6 la identificacion de las plantas de las
especies Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris y se procedio a realizar los extractos.
Se activaron las cepas de referencia y se realizaron pruebas fitoquimicas, de sensibilidad
de disco, concentraciéon minima inhibitoria, prueba de letalidad con Artemia salina, y
pruebas estadisticas. Resultados Para las pruebas fitoquimicas, ambos extractos dieron
positivo al grupo carboxilo, carbonilo, taninos y sesquiterpenlactonas. Ademas, el Thymus
vulgaris di6 positivo a triterpenos, carbohidratos, alcaloides y flavonoides. Para las prue-
bas microbianas, el Rosmarinus officinalis, a concentracion de 1000 pg/ml, mostré halos
de inhibicién mayores para S. sobrinus (halo promedio de 7.8 mm). El Thymus vulgaris
mostré su mayor actividad a concentracion de 500 pg/ml (halo de inhibicion promedio
de 7.3 mm). El Rosmarinus officinalis mostré una concentracién minima inhibitoria de
100 pg/ml, contra ambas cepas. Para el Thymus vulgaris, la concentracién minima inhibi-
toria contra ambas cepas fue de 150 pg/ml. Para la prueba de toxicidad, ambos extractos
resultaron moderadamente t6xicos: LCsg de 230.43 ng/ml para el Rosmarinus officinalis, y
455.56 ng/ml para el Thymus vulgaris. Conclusiones Los extractos de las plantas probadas
podrian servir como componentes antibacterianos y antibioticos naturales; se podrian
agregar en algunas formulaciones dentales (pastas dentales o enjuagues bucales) para

disminuir los principales causantes de la caries dental.
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ABSTRACT

Introduction: Rosmarinus officinalis and Thymus vulgaris are species of perennial plants
from the Lamiacea family. Their leaves have been used for aromatic and culinary pur-
poses, since ancient times. Both plants have demonstrated antimicrobial, antioxidant
and anti-inflammatory properties. Objetive: To determine the inhibitory effect of Thymus
vulgaris and Rosmarinus officinalis extracts against Streptococcus mutans and Strep-
tococcus sobrinus. Metodology: After the identification of Rosmarinus officinalis and
Thymus vulgaris plants species, their leaves were dried to make aqueous extracts. The
reference strains were activated. Phytochemical, disc sensitivity, minimum inhibitory
concentration, lethality on Artemia salina, and statistical test were performed. Results:
For phytochemical tests, both extracts tested positive for the carboxyl, carbonyl, tan-
nins and sesquiterpenlactones group. In addition, Thymus vulgaris tested positive for
triterpenes, carbohydrates, alkaloids and flavonoids. For microbial test, Rosmarinus
officinalis, at concentrations of 1000 pg/ml, showed greater inhibition halos for S. sobrinus,
with average halo diameter of 7.8 mm. Thymus vulgaris showed its highest activity at
concentrations of 500 ng/ml, with an average halo diameter of 7.3 mm. The minimum
inhibitory concentration for Rosmarinus officinalis against both bacterial strains was
100 pg/ml. For Thymus vulgaris, the minimum inhibitory concentration against both
bacterial strains was 150 pg/ml. For the toxicity test, both extracts were moderately toxic:
LCsg of 230.43 ug/ml for Rosmarinus officinalis, and 455.56 ug/ml for Thymus vulgaris.
Conclusion: The extracts of the plants under study could serve as natural antibacterial
and antibiotic components. They could be added in some dental formulations, such as

toothpastes or mouthwashes, to reduce the main causes of tooth decay.
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1. INTRODUCCION

La caries es una enfermedad que afecta a millones de personas en el mundo sin
importar sexo, edad, raza o estado socioeconémico. Segin la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), la caries dental es la condicién mads prevalente que se incluy6 en
el estudio de la Carga Mundial de la Enfermedad en 2015 (World Health Organization,
2017), posiciondndose en primer lugar la caries en dientes permanentes (2.3 billones de
personas), y en doceavo lugar la caries en dientes temporales (560 millones de nifios)

(GBD 2015 Disease and Injury Incidence and Prevalence Collaborators, 2016).

A través del tiempo, se ha tratado de combatir esta enfermedad implementando
medidas de prevencion y restauracion, pero hasta el dia de hoy no se ha encontrado el
recurso que nos exima de esta enfermedad. Se ha observado que, con medidas preventivas,
se reduce la gravedad y extension de dicha afeccién, mas no se elimina a los agentes cau-
santes. Algunos de estos agentes son el Streptococcus mutansy el Streptococcus sobrinus,
bacterias que viven en la flora bacteriana de la cavidad bucal. Estas bacterias, al entrar en
contacto con los hidratos de carbono fermentables presentes en los alimentos, inician la
produccion de 4cido que, al quedar en contacto con las superficies dentales, genera un
proceso de desmineralizacién. Este proceso se inicia con una mancha blanca, y puede

llegar a formar grandes cavidades en la estructura dental (Mosaddad et al., 2019).

Dentro de los antisépticos estudiados, la clorhexidina ha demostrado tener la mayor
eficacia clinica. Sin embargo, presenta algunas desventajas: produce manchas y pigmen-
taciones oscuras en los dientes, lengua y restauraciones; cambia el sabor de los alimentos;
produce irritacién en la mucosa bucal y su costo supera en promedio el doble del valor

de los enjuagues que contienen aceites esenciales (Kulkarni et al., 2017).



La importancia en el d&rea médica y odontolégica de productos naturales se vuelve
relevante hoy en dia. La elaboracién de ensayos microbiolégicos que compruebe la acti-
vidad antimicrobiana de extractos naturales para la inhibicién de S. mutansy S. sobrinus
contribuye como una medida coadyuvante a la prevencion de futuras enfermedades,

como caries en nifos.

La OMS apoya a los medicamentos tradicionales y alterntivos, cuando estos han
demostrado beneficios para el paciente y riesgos minimos. Por esto, el uso de plantas
medicinales puede ser de gran aplicacion en la atencién primaria de los sistemas de salud

(Yin et al., 1991).

En México, existen pocos estudios que utilizan antimicrobianos naturales con
aplicacion potencial en odontologia, menos aun en odontopediatria. Por lo tanto, la
relevancia de esta investigacion radica en que para obtener la validacion inhibitoria del
Rosmarinus officinalis y del Thymus vulgaris frente al S. mutansy al S. sobrinus se han
elaborado extractos donde se puede observar la verdadera actividad antimicrobiana de
estas especies vegetales. Con este proposito, esta investigacion tiene por objeto manejar
soluciones de Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris. Se estudiardn los metabolitos
secundarios presentes en las plantas de estudio para después evaluar su actividad anti-
bacteriana aplicando la técnica microbiolégica de difusion en placa por discos. Poste-
riormente, se determinara la concentracién minima inhibitoria contra las bacterias a
estudiar: S. mutansy S. sobrinus. Finalmente, se hard una valoracion para considerar su

uso seguro en individuos.



2. HIPOTESIS

Los extractos acuosos de Thymus vulgaris y de Rosmarinus officinalis producen

inhibicién para el Streptoccocus mutans'y el Streptococcus sobrinus.

2.1 Hipétesis Nula

El didmetro del halo de inhibicién producido por los extractos acuosos de Thy-
mus vulgaris y de Rosmarinus officinalis para el Streptoccocus mutans'y el Streptococcus

sobrinus seré igual al producido por el control negativo.

2.2 Hipétesis de Estudio

El didmetro del halo de inhibicién producido por los extractos acuosos de Thy-
mus vulgaris y de Rosmarinus officinalis para el Streptoccocus mutans'y el Streptococcus

sobrinus serd mayor al producido por el control negativo.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar el efecto inhibitorio de los extractos de Thymus vulgaris y Rosmarinus

officinalis contra el Streptococcus mutansy el Streptococcus sobrinus.

3.2 Objetivos Especificos

= Elaborar extractos etandlicos de las especies vegetales de interés, mediante mace-
racion.

= Determinar la presencia de grupos quimicos en los extractos vegetales obtenidos,
mediante pruebas fitoquimicas.

= [dentificar halos de inhibicion mediante la técnica de sensibilidad en disco de los
extractos de Thymus vulgarisy de Rosmarinus officinalis.

= Obtener la concentracién minima inhibitoria de los extractos de estudio contra las
bacterias S. mutansy S. sobrinus.

» Evaluar la toxicidad de los extractos vegetales de mayor actividad de inhibicién

bacteriana frente a Artemia salina.



4. ANTECEDENTES

4.1 Caries Temprana de la Infancia

La caries dental es una enfermedad infecciosa y transmisible, resultado de la falta de

balance entre multiples factores de riesgo y factores protectores a través del tiempo.

La caries temprana de la infancia (CTI) se define como la presencia de uno o mas
dientes cariados (cavitados o no), ausentes (debido a caries), o restaurados, en la denticiéon
primaria, en nifios de edad preescolar, es decir, entre el nacimiento ylos 71 meses de edad

(Alonso Noriega y Karakowsky, 2009; SIVEPAB, 2017).

La CTI es un problema de salud mundial significativo que afecta a millones de nifios
en edad preescolar en todo el mundo. En general, el 20 % de los nifios preescolares con una
familia cuyo ingreso es de los mds bajos sufrieron alrededor del 80 % de CTI. La mayoria
de las encuestas, si no todas, indicaron que la gran mayoria de la CTI no fue tratada
(Duangthip et al., 2017). En el dltimo reporte presentado por el Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica de Patologias Bucales (SIVEPAB), en 2017, en México un promedio de
73.3 % de los nifios entre 2 y 5 afios de edad presentan CTI, como se muestra en la Tabla I

(SIVEPAB, 2017).

La caries temprana en los dientes temporales causa muchas dificultades, incluyen-
do problemas de masticacion, habla, dolor, problemas psicolégicos y efectos negativos en
el crecimiento, el peso yla calidad de vida del nifio, tanto dentro de la familia como enla so-
ciedad. La CTI se puede prevenir con intervenciones educativas apropiadas y promocion
de la salud (Peltzer y Mongkolchati, 2015). Segtin un estudio realizado por Manchanda

etal. (2014), en la Universidad de Oxford, proporcionar a las madres educacién en salud



TABLA I

Porcentaje de nifios de 2 a 5 afios con caries temprana de la
infancia por grupo de edad (SIVEPAB, 2017)

Numero de .
Edad N ) Porcentaje
ninos con CTI
2 1090 541 49.6
3 2265 1530 67.5
4 3775 2906 77.0
5 4919 3854 78.3
Total 12049 8831 73.3

oral condujo a una reduccion de la caries dental en los nifios por lo tanto proporcionar
orientacion anticipada y educacion a los padres es esencial para la promocién de la salud

oral 6ptima de sus hijos (Mangla et al,, 2017).

Teniendo en cuenta el posible impacto negativo en la salud oral general y en la
calidad de vida relacionada con la salud oral de nifios de 2 a 5 afios y sus padres (Martins-
Junior et al., 2013), la CTI representa un indicador de programas de prevencion omitidos,
ya sea en paises desarrollados o en desarrollo. La evidencia clinica ha demostrado de
manera sucinta la relacion entre el desarrollo de la caries en la primera infancia y los
comportamientos incorrectos. El hdbito de quedarse dormido con una botella de bebidas
endulzadas o con un chupete endulzado, madres y/o compafieros de juego con caries
dental sin tratar, y el intercambio de alimentos y utensilios (transmisiéon horizontal)
exponen alos bebés a un mayor riesgo de CTI si diariamente las précticas de higiene bucal
caseras son insuficientes (Hallas et al., 2015). La razén principal de esta situacion se debe
principalmente a que los padres o cuidadores no estan conscientes de la posible infeccion.
De ello, se desprende que las intervenciones disefiadas para evaluar su conocimientoy,
en consecuencia, cambiar sus practicas, que se sabe estdn asociadas con la CTI, pueden

ser Uutiles en la prevencion de la caries a una edad temprana.



4.2 Factores de Riesgo de la Caries

La Academia Americana de Odontologia Pediatrica (AAPD) proporciona modelos
para evaluar el riesgo de caries. Los factores considerados por estos modelos incluyen la
dieta (uso frecuente de alimentos azucarados, chupete con endulzante o uso de biberén
nocturno); un huésped susceptible (pacientes con inmunosupresion, uso de medicamen-
tos, como jarabes azucarados, o tratamientos que producen xerostomia); la exposicion al
fldor en alimentos o pastas dentales y la microflora a la que se exponga al paciente (AAPD

Council on Clinical Affairs, 2014).

La adquisicion temprana de Streptococcus mutans es un evento clave para el inicio
de la enfermedad (Parisotto et al., 2010). El principal reservorio de S. mutans es la madre,
de quien el nifio la adquiere durante un periodo de ventana alrededor de los 2 afios (Kozai
etal., 1999). La caries dental es una enfermedad prevenible y, por lo tanto, deberia ser
mejor sila prevencion de la CTI comienza en los periodos prenatal y perinatal (incluido
el embarazo y los primeros meses después del nacimiento) y aborda la salud tanto de la
madre como del bebé. En una encuesta realizada por Vozza et al. (2017), se descubri6é que
el 53.1 % de los encuestados nunca cepillaron los dientes de sus nifios en los primeros 3
anos de vida y el 74.7 % nunca les administré fluoruro (antes o después de la erupcion
dental) a sus hijos. Por lo tanto, se concluye que hay falta de conocimiento y conciencia
sobre la informacion, la educacién y la promocion de la salud oral en todos los padres
encuestados, y esto puede potencialmente aumentar el estado de riesgo de salud oral de

sus hijos.

De acuerdo alo anterior, los proyectos de prevencion de la salud oral deben organi-

Zarse para que mejoren en:

1. Alimentacion y hdbitos alimenticios del bebé. La AAPD resalta que los bebés no

deben dormir con biberones que contengan liquidos que no sean agua; se de-



be evitar el consumo prolongado de bebidas azucaradas; no se debe sumergir el
chupete en miel o soluciones endulzadas; se debe reducir el uso de biberones
desde los 14 meses en adelante, controlando la dieta del nifio en la cantidad y
frecuencia de exposicion a aztcares; se debe restringir la ingesta de azticar durante
las comidas principales, ya que el flujo salival aumenta (American Academy on
Pediatric Dentistry y American Academy of Pediatrics, 2009).

2. Cuidadodelasalud bucalylanutricién delos padres para limitar la transmisibilidad
delas bacterias cariogénicas, especificamente manteniendo una buena higiene oral
yrealizando visitas dentales regulares. En el caso de caries no tratadas, limitando los
hébitos de intercambio salival, como limpiar el chupete con agua en lugar de saliva,
no soplary/o saborear la comida del nifio durante la ablactacion y no compartir los
mismos cubiertos.

3. Higiene oral del bebé. Siguiendo las normas internacionales y nacionales de salud
oral: desde el nacimiento hasta la primera erupcién dental, las encias del bebé
se limpian dos veces al dia con una gasa hiimeda o guantes especiales; después
de la erupcion del primer diente primario, cepillarse los dientes después de las
comidas (o después de tomar medicamentos que contengan sacarosa), con un
dentifrico con bajo contenido de fluoruro (500 ppm) para minimizar el riesgo de
ingestién accidental; uso de suplementos de flior individuales para nifios con riesgo

medio/alto de caries dental).

Las barreras para poner en préctica la recomendacion de cepillarse los dientes,
especialmente para padres con acceso limitado a cuidado dental pedidtrico, incluyen la
incertidumbre de los padres sobre cuando iniciar el cepillado, el costo de los cepillos de
dientes y la resistencia de los nifios al cepillado (Huebner y Riedy, 2010). Las normas de
la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de EE. UU. con respecto al etiquetado de
pasta de dientes y comercializacién del consumidor se han sumado a la confusién sobre

qué tipo de pasta de dientes usar para niflos pequefos, y cudnto y cuando comenzar a



usar pasta dental fluorada (Milgrom et al., 2009).

La concentracion de fldor en la pasta de dientes varia de un pais a otro de acuerdo
con las regulaciones gubernamentales, lo que hace que los estudios sean dificiles de
comparar. La FDA permite dentifricos que contienen de 850 a 1150 ppm de fltGor total
para ninos de dos afios en adelante y 1500 ppm de fltor a partir de los seis afios. Sin
embargo, los consumidores y proveedores de servicios de salud a menudo no entienden

la distincién.

Un panel de expertos convocado por el gobierno de los EE. UU. recomendo el
uso de un “frotis” de pasta dental habitual con fluoruro (generalmente alrededor de
1100 ppm) para nifios menores de dos afios (MCHB Expert Panel, 2007). La intencién
detras de la eleccion del término “frotis” fue limitar el exceso de exposicion al flior. Sin
embargo, sin evidencia de los beneficios y riesgos, la recomendacién tendrd poco impacto,
particularmente mientras que la FDA limita las instrucciones de uso a adultos y nifios de

2 anos en adelante.

Instruir a los padres a usar un “frotis” de pasta de dientes con fldor no es uni-
versalmente efectivo para reducir la cantidad aplicada al cepillo de dientes. Ademas,
es posible que se aplique muy poca pasta de dientes. Rana et al. (2007) concluyeron
que la reduccioén de la cantidad de pasta dental con flior a menos del tamano de un
chicharo para minimizar el riesgo de fluorosis debe tomarse con precaucion, ya que
puede comprometer los efectos cariostaticos de la pasta de dientes, como se muestra en

estudios in vitro.

Se han realizado numerosos ensayos clinicos para evaluar la capacidad de los
agentes que no contienen fldor para mejorar o complementar el efecto remineralizante
delos fluoruros, pero hasta ahora su efecto y seguridad no estdn claros. Hay dos revisiones

sistematicas previas que evaluaron la eficacia de un solo producto para prevenir la caries
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dental en niflos y adultos (Walsh et al., 2015; Riley et al., 2015).

El xilitol es un alcohol de aztcar que tiene las propiedades de reducir los niveles
de S. mutans en la placayla saliva. En 1975, en Finlandia se desarroll6 la primera goma
de mascar con el objetivo de reducir la caries y mejorar la salud oral (American Academy
on Pediatric Dentistry y American Academy of Pediatrics, 2009). Desde entonces, se han
introducido y vendido varios productos sin receta y se han aplicado profesionalmente
en todo el mundo, pero se observé que el vehiculo o modo efectivo de administrar xilitol
era en forma de goma de mascar, aunque otras formas podrian ser igualmente buenas.
Sin embargo, se observa que una ingesta elevada de sacarosa a los 3 afnos aumenta el
riesgo de aumento del recuento de S. mutansy con una tasa de caries aumentada de 3 a

16 anos.

Los autores de estas revisiones solo encontraron pruebas de baja calidad que sugie-
ren que el xilitol puede ser efectivo para prevenir la caries en los dientes permanentes de
los nifios, sin embargo, se encontré que los estudios incluidos en el metaanélisis tenfan

un riesgo de sesgo poco claro (Walsh et al.,, 2015; Riley et al., 2015).

4.3 Ingredientes Activos y Eficacia Antimicrobiana de Colutorios de Venta Comercial

Los enjuagues bucales previenen el crecimiento de la placa dentobacteriana y
ayudan a mejorar la salud oral inhibiendo la tasa de proliferacion de bacterias en la placa
o evitan la unién de las bacterias a las superficies dentales. En los tltimos 100 afios, se
ha reconocido que los compuestos fendlicos por ejemplo, del Listerine, son germicidas
y eficaces para reducir la placa y las enfermedades de las encias (Alshehri, 2018). Uno
de los enjuagues bucales que se encuentra de venta en el mercado estadounidense es
el Corsodyl, cuyo ingrediente activo principal es el digluconato de clorhexidina al 0.2 %,
mientras que el Listerine, que lo podemos encontrar simple y con fluoruro, exhibe como

componentes principales el timol (aceite esencial de tomillo) en 0.06 %, eucaliptol (aceite
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de eucalipto) al 0.09 %, salicilato de metilo al 0.06 %, mentol al 0.04 %, etanol al 26.7 %,
4cido benzoico al 0.15 % y agua. El Listerine, que agrega fluoruro de sodio, lo hace al

0.0221 %y elimina el etanol (Zhengy Wang, 2011).

Enunestudiorealizado por Braga et al. (2018), se evaliian cinco diferentes enjuagues
bucales y su efecto sobre S. mutans, los enjugues que fueron evaluados son el PerioGard
(Colgate), que contiene gluconato de clorhexidina al 0.12 %; Listerine (digluconato de
clorhexidina al 0.2 %); Noplak (clorhexidina al 0.12 %y cetilpiridino); Malvatricin (tirotrici-
naal 0.1 mg/mly sulfato de hidroquinolina 1 mg/ml) y Cepacol (cloruro de cetilpiridinio).
En este estudio, se encontr6 que los valores mads bajos de MIC se observaron para el
Cepacol, mientras que los valores mds altos se encontraron para Listerine. En otro estudio
realizado por Kocak et al. (2009), se demostré que el diclorhidrato de octenidina al 0.1 %
mostr6 mayor efectividad contra S. mutans, comparandolo con la clorhexidina al 0.12 %

(Listerine) y los enjuagues enzimdticos microbianos (Biotene).

4.4 Plantas Tradicionales con Efecto Antimicrobiano

A través de los anos, se han usado productos naturales en la prevencién de la caries
dental, es decir que tienen el objetivo de controlar al Streptococcus mutansyy al Strepto-
coccus sobrinus. El uso de las plantas es debido a que se ha demostrado que presentan
en su composicion propiedades antimicrobianas y son usadas a manera de extractos, los
cuales se obtienen a partir de diferentes procedimientos y solventes (Sasidharan et al.,

2010).

4.4.1 Rosmarinus officinalis

El Rosmarinus officinalis es una especie de planta perenne lefiosa, originaria de la
region mediterrdnea. Actualmente, se puede encontrar y cultivar en todos los continentes

como planta aromadtica y ornamental. Sus hojas cominmente son usadas como condi-
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mento y sirven para fines medicinales. Los componentes principales del aceite esencial
que le dan sus actividades farmacolégicas son el 1.8—cineol (52.2 %), el alcanfor (15.2 %)

y el a—pineno (12.4 %).

En estudios realizado por Jardak ef al. (2017); Garcia et al. (2012) se demostré que
el aceite de Rosmarinus officinalis podria tener un papel importante contra bacterias

formadoras de biopelicula.

4.4.2 Thymus vulgaris

El Thymus vulgaris es una especie de planta de hoja perenne nativa del sur de
Europay el Mediterréneo. Es otra de las plantas tradicionales que se ha utilizado desde la
antigiiedad como ingrediente culinario, para agregar sabor a quesos, licores y carnes. Los
componentes principales del aceite esencial comercial son timol (23-60 %), terpineno

(18-50 %), p—cimeno (8-44 %), carvacrol (2-8 %) y linalool (3—4 %).

En estudios recientes, se ha observado que el Thymus vulgaris inhibe las bacterias
plantoénicas y la biopelicula. Por lo que puede aplicarse como agente antimicrobiano
contra bacterias patogenas, en especial a las formadoras de biopelicula (Hassanshahian

y Mohsenipour, 2015).

4.5 Preparacién de Extractos

A nivel popular, basta muchas veces con extraer los principios activos de raices,
hojas, flores, tallos, de acuerdo a los antecedentes encontrados, de la manera més sencilla,
como puede ser por medio de una infusién o decoccién. En cambio, para analizar las
propiedades medicinales de una droga vegetal, en muchos casos se recurrird a métodos
de extraccién més complejos, que permitan obtener métodos reproducibles, con cuanti-

ficacion de principios activos en lo posible. Los métodos extractivos més empleados son
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maceracion en frio o en calor, lixiviacion, soxhlet y arrastre por vapor de agua (Verde-Star

etal., 2016).

4.5.1 Extraccion por Maceracion

Este es un método de extraccion sdlido-liquido donde el material vegetal que se
pretende extraer contiene compuestos solubles en el liquido de extraccion. Para realizar
este proceso, el material vegetal se corta en pequenos trozos o se muele. Fresco o seco
se coloca en recipientes adecuados, afiadiendo el solvente seleccionado por polaridad:
hexano (o éter de petroleo), cloroformo, y metanol o etanol, en reposo o en un equipo con
agitacion continua, a temperatura ambiente. Otra opcién es obtenerlo en una forma di-
recta agregando una mezcla de solventes: metanol, cloroformo y hexano, en la proporcion

7 :2:1, obteniendo un extracto en forma directa (Wijesekera, 2017).

4.6 Identificacion de Metabolitos Secundarios

Las pruebas fitoquimicas se realizan por medio de un ensayo biodirogido, para
determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en la planta, a

partir del cual puede orientarse el fraccionamiento de los extractos.

Los extractos puros se someten a diferentes pruebas para elucidar su estructura

(Schroeder y Gronquist, 2006), a partir de los siguientes métodos:

= Métodos fisicos

e Punto de fusién

* Rotacion Optica

* Difraccion de rayos X
= Métodos espectroscopicos

e Ultravioleta
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* Resonancia magnética nuclear
e Infrarrojo
* Espectrémetro de masas

= Métodos quimicos

¢ Pruebas coloridas

En el desarrollo de este trabajo, se utilizaron pruebas coloridas, mediante las cuales

se pueden identificar los siguientes grupos.

CARBOXILO Los acidos carboxilicos son compuestos organicos usados en procesos
quimicos e industriales, que naturalmente provienen de grasas, aceites vegetales, lacteos,
frutos citricos. Los extractos estudiados se presenten como acidos, lo que les da un olor
desagradable. La industria alimentaria los aplica como aditivos, conservantes (dcido
sorbico y benzoico), reguladores de alcalinidad, agentes antimicrobianos, acidulantes en

bebidas carbonatadas.

Ayudante a la maduracion del queso suizo (dcido propiénico), elaboracion de col
fermentada y bebidas suaves (4cido lactico). El sector farmacéutico los emplea en la fabri-
cacion de medicamentos: antipiréticos y analgésicos (acido acetilsalicilico), antimicéticos
(4cido benzoico), vitamina C (4cido ascorbico), fungicidas (4cido caprilico) y laxantes

(acido hidroxibutanodioico).

CARBONILO La acumulacién de macromoléculas dafiadas, incluidas las proteinas
danadas oxidativamente (carboniladas), es un sello distintivo del envejecimiento celu-

lar.

OXHIDRILOS FENOLICOS (TANINOS) Su composicién quimica es variable pero po-
seen una caracteristica comun, la de ser astringentes y coagular los alcaloides, albtiminas
y metales pesados. Presentan accion hemostatica, antiséptica y tonificante. Tienen la

propiedad de coagular las albiminas de las mucosas y de los tejidos creando una capa
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seca, aislante y protectora que reduce la irritacién y el dolor sobre la piel.

TRITERPENOS Los triterpenos son compuestos que se encuentran en la mayoria de los
organismos, siendo un grupo abundante dentro del reino vegetal. Son un tipo de lipidos no
saponificables que se forman por unién de varias unidades de isopreno, concretamente 6.
En general se relacionala actividad anticancerosa con el contenido en triterpenos, ala cual
podemos anadir propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias, hipoglucemiantes,

hipolipemiantes y hepatoprotectoras.

CARBOHIDRATOS Término aplicado a un grupo de sustancias que incluyen los azu-
cares, almidones y celulosa, junto con muchas otras sustancias relacionadas. Este grupo
de compuestos juega un papel de vital importancia en las plantas y animales, tanto
como elementos estructurales como para el mantenimiento de la actividad funcional. Los
carbohidratos son los principales componentes de las plantas que contienen energia y
representan entre el 60 y el 90 % del peso de la materia seca de estas. Esta clase de nutrien-
tes comprende los elementos carbono, hidrégeno y oxigeno. Un esquema de clasificacion

estructural separa los carbohidratos en monosacaridos, disacaridos o polisacéridos.

SESQUITERPENLACTONAS Se sabe que exhiben efectos antiinflamatorios, principal-

mente por inhibicion del factor de transcripcion NF-B.

Presentan actividades biolégicas como respuesta antiinflamatoria (principalmente
por inhibicion del factor de transcripcién NF-« B), antitumoral, citotoxica, antibacterial,

antimalaria y actividad neurotoxica y alérgica.
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ALCALOIDES Tienen efectos analgésicos, anestésicos, curativos y psicotrépicos. Los
alcaloides actian sobre el SNCy tienen un gran poder adictivo y excitante. La mayoria de
plantas medicinales, téxicas y alucin6genas deben sus efectos a la actividad biolégica de

los alcaloides.

FLAVONOIDES Tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales y anti-
alérgicos, y presentan un papel protector frente a enfermedades cardiovasculares, cancer

y diversas patologias.

ESTEROLES La mayoria de los estudios en animales y humanos muestran que los
fitosteroles reducen el colesterol total en suero o plasma y los niveles de colesterol de
lipoproteinas de baja densidad. Se ha reportado la accion antipirética en conejos del
24-etilcolesta—7,22—dien—3 3—ol (asterosterol). En el caso de esteroles con el nicleo

D5, 7 — 3—-hidroxiandrostadieno (ergosterol), estos son convertidos en vitamina D.

4.7 Prueba de Letalidad con Artemia salina

Este ensayo se utiliz6 inicialmente para la preevaluacién de extractos vegetales con
compuestos antitumorales y se determiné una correlacion positiva entre la mortalidad
de las larvas de Artemia salina y la citotoxicidad frente a las células 9KB (carcinoma

nasofaringeo humano) (Gunatilaka y Kingston, 1997).

La Artemia salina es un crustdceo diminuto de cuerpo blando, comiinmente comer-
cializado como quistes en tiendas de mascotas como alimento para peces. Por lo tanto,
ofrece ventajas tales como: disponibilidad, bajo costo, facilidad de almacenamiento, los
ensayos pueden realizarse practicamente en cualquier momento y los requerimientos

para este ensayo son minimos.

El fundamento de este ensayo se basa en la habilidad de un extracto o compuesto

de ser toxico parala A. salina cultivada en laboratorio (Carballo et al., 2002). Se utiliza para
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la evaluacion preliminar de la toxicidad (Solis et al., 1993), deteccion de toxinas fingicas
(Szabo et al., 2017), toxicidad de extractos de plantas (Arican, 2009), metales pesados
(Martinez et al., 1999), toxinas de cianobacterias (Jaki et al., 1999), pesticidas (Barahona
y Sanchez-Fortin, 1999), y en el ensayo de toxicidad de materiales dentales (Pelka et al.,

2000).



5. METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en la Unidad de Odontologia Integral del Centro
de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud, y en el Laboratorio de Quimica

Analitica de la Facultad de Biologia, de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n.

Se obtuvieron extractos hidroalcohélicos de Rosmarinus officinalis y de Thymus
vulgaris, al igual que se realizaron los cultivos de las cepas de Streptococcus mutansy de

Streptococcus sobrinus.

5.1 Seleccion y Procesamiento de las Plantas de Estudio

Para obtener los extractos, se recolectaron de su habitat natural, en la localidad
de Real de Catorce, San Luis Potosi, plantas de cada especie: Rosmarinus officinalis (ver

Figura 1(a)) y Thymus vulgaris (ver Figura 1(b)).

Figural. Espécimen de Thymus vulgaris.

18
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Dos ejemplares de cada especie fueron llevados al Herbario UNL de la Facultad de

Biologia de la UANL, para su catalogacion y depdésito; registrandose en la coleccion del

herbario, el Thymus vulgaris con el folio 028234, y el Rosmarinus officinalis con el folio

028235 (ver Figura 2).

> UANL

HERBARIO UNL

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto me permito informar que el DR. SERGIO MORENO LIMON entregé al
Herbario UNL 2 ejemplares de plantas herborizadas utilizadas en su investigacion para su resguardo en
este herbario institucional. Estas estan siendo utilizadas para desarrollar la siguiente Tesis de Maestria:
Evaluacion in vitro de antisépticos de origen natural contra Streptococcus mutans. Anexo a la presente
los Numeros de Folio correspondientes registrados en la Coleccion.

MATERIAL DONADO:

LFolio | Género ‘Especﬁe ) Familia - i
| 028234 | Thymus ) ) | vulgaris L - Lamiaceae |
| 028235 | Rosmarinus n{ficinaﬁs L. Lamiaceae [

Sin otro particular, se extiende la presente para los fines legales que al interesado convengan.

ATENTAMENTE
Cd. Universitaria, a 08 de Marzo de 2018

Dr. Marco Antonfo Guzman Lucio
Jefe y Curadgr del Herbario

Cepa.

Figura 2. Certificado de herborizaciény deposito.
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5.2 Obtencion de Extractos

Cada espécimen se coloc6 a secar en un horno de calor a 60 °C durante 5 horas. Una
vez que estuvieron completamente secas, se procedié a deshojar cada una de las plantas
para separarlas de las estructuras que no se utilizaron para la realizacién del extracto,

como se muestra en la Figura 3.

Para el proceso de extraccion, se pesaron 64.27 g de hojas secas de Thymus vulgaris
(ver Figura 4(a)) y dos porciones de hoja secas de Rosmarinus officinalis, cada porcién

con 50g, (ver Figura 4(b)).

Figura3. Hojas secas de las plantas de estudio: (a) Rosmarinus
officinalisy (b) Thymus vulgaris.

ONOF  GAL

SNYIPLE  PRINT

Figura4. Pesaje de las hojas secas: (a) Rosmarinus officinalis y
(b) Thymus vulgaris.
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Se coloc6 cada lote en un matraz con 1000 ml de etanol al 96 %, como se muestra

en la Figura 5, para quedarse durante 3 semanas en la incubadora orbital INO-650 M con

movimientos oscilatorios (ver Figura 6).

A continuacion, los extractos se filtraron con papel Whatman #5, para posterior-

mente ponerse a evaporar el solvente mediante calor indirecto a 80 °C (Thermo Scientific

Thymes Volopris
p &B‘"tb %2?0

G4 9mmm

Figura 5. Plantas de estudio en etanol.

Figura 6. Incubadora oscilatoria.



22

5 B 1 ‘_LH‘, -

= = -
o .

e

W=
\Thermo

b

SIC L ENIT IE G

\

Figura7. Evaporacidn del etanol mediante calor indirecto.

Water Bath 280), en sesiones de 4 horas durante 2 meses (ver Figura 7), para finalmente

colocarlos en un horno de calor seco a 60 °C, por 18 horas.

Una vez obtenido el extracto, se calcula el rendimiento obtenido. El célculo del
rendimiento es obtenido a partir del material seco utilizado y la diferencia del peso del

extracto. Se determina el porcentaje correspondiente.

5.3 Pruebas Fitoquimicas

Las pruebas fitoquimicas permiten, mediante la combinacion con diferentes sus-
tancias, inferir la presencia de ciertos grupos quimicos en un extracto vegetal. A conti-

nuacién se mencionan las pruebas quimicas realizadas en el presente estudio.
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5.3.1 Grupo Carboxilo

Prueba de bicarbonato de sodio (NaHCO,). Se agregan unas gotas de solucion de
bicarbonato de sodio al 10 % en agua a la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 ml de agua o
etanol. La prueba es positiva si se observa el desprendimiento de burbujas de anhidrido

carbénico.

5.3.2 Grupo Carbonilo

Prueba de la 2,4—dinitrofenilhidrazina (100 mg de 2,4-DFNH + 10 ml de ETOH +
3 ml de HCl aforar a 100 ml con agua destilada) y se afiaden unas gotas de este reactivo
ala muestra disuelta en etanol, la formacién de un precipitado amarillo, rojo o naranja

indica la presencia de un grupo carbonilo.

5.3.3 Oxhidrilos Fendlicos (Taninos)

Prueba de cloruro férrico. Se disuelve la muestra (1-2 mg) en 1 ml de etanol, ana-
diendo unas gotas de cloruro férrico al 5 % en etanol; la coloracién verde obscura o negra

es prueba positiva.

5.3.4 Esteroles y Triterpenos

Prueba de Liebermann-Burchard. El reactivo se prepara mezclando 1 ml de anhi-
drido acético mas 1 ml de cloroformo y 3 gotas de acido sulftirico concentrado. Una gota
del reactivo se le afiade a la muestra (1-2 mg) disuelta en 1 ml de cloroformo o sin disolver.
La aparicion de un color azul o morado es prueba positiva para esteroles y color rojizo

para triterpenos, en el lapso de unas horas, particularmente los insaturados.
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5.3.5 Carbohidratos

Prueba dela antrona. En un tubo de ensaye se colocan 1-2 mg de la muestra disuelta
en agua, después se dejaresbalar porlas paredes del tubo una soluciéon reciente de antrona
al 0.2 % en acido sulftrico concentrado; la prueba es positiva si en la interfaz aparece un

anillo azul-verdoso o violeta.

5.3.6 Sesquiterpenlactonas

Prueba de Baljet. Se utilizan 2 soluciones que se mezclan en volimenes iguales antes
de usarse. La solucién A se prepara pesando 1 g de 4cido picrico y disolviéndolo en 100 ml
de etanol. Para la solucién B, se pesan 10 g de hidréxido de sodio, disolviéndolos en 100 ml
de agua. Parala prueba, se ponen 3 a4 mg de compuesto de prueba, afiadiendo 3 a 4 gotas

del reactivo, siendo positiva si se forma coloracion anaranjada o roja obscura.

5.3.7 Alcaloides

Reactivo de Mayer. Se disuelven 1.36 g de HgCl, en 60 ml de agua y 5g de Kl en
10 ml de agua. Se juntan las dos soluciones y sé afora a 100 ml. El reactivo solo debe
anadirse a soluciones previamente aciduladas con HCl o H,SO, diluidos. La solucién
no debe contener 4cido acético o etanol, porque disuelven el precipitado. S6lo deben
agregarse unas cuantas gotas de reactivo porque algunos alcaloides son solubles en exceso

de reactivo.

5.3.8 Flavonoides

Prueba de Shinoda. Se disuelven 1-2 mg de la muestra en 1 ml de etanol, agregando
unas gotas de HCIO, concentrado y una o dos limaduras de Mg. Si la solucién se torna

de color rojo intenso, la prueba es positiva. Otros colores (naranja, verde o azul), pueden



25
estar presentes flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles o xantonas.

Cuando no hay interferencia de pigmentos no flavonoides, el material vegetal se
puede ensayar directamente. Por ejemplo, silos pétalos blancos de una flor se ponen ama-
rillos en presencia de vapores de amoniaco, deben contener flavonas y/o flavonoles. Las
chalconas y las auronas viran de amarillo a rojo. Los pétalos que contienen antocianinas

viran a rojo intenso en presencia de amoniaco.

El SbCl; en CCl, produce colores caracteristicos con los flavonoides (prueba de
Marini-Bettolo). Las chalconas forman precipitados rojo obscuro o violeta y las flavonas,

precipitados amarillo o naranja.

Las flavonas y flavonoles se disuelven en H,SO, concentrado y originan soluciones
fuertemente amarillas. Las flavanonas dan colores anaranjados o guinda a rojo azulo-

SO.

Los flavonoides—3,4 (leucoantocianidinas) y catequinas se han localizado al hervir
el material vegetal con HCI 2N. Las primeras dan un color rojo y las dltimas, un color
café-amarillento. La presencia de las antocianidinas formadas se confirma extraiéndolas

con CH,(CH,),OH, y se pueden identificar por cromatografia en papel.

Los flavonoides con dos hidroxilos orto o para entre si, forman espejo de plata
cuando se mezclan 5-10 mg en solucién etanélica (1-2 ml) con tres gotas de AgNO, al
12 % en agua. Si después de agitar 15 min no se forma el espejo, se puede calentar 1 miny

observar.
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5.4 Prueba de Sensibilidad en Disco

Una vez obtenidos los extractos, se preparan las soluciones madres (ver Figura 8)
colocando 20 mg de extracto (ver Figura 9), 500 ul de CH,SOCH, y 9500 ul de agua estéril
destilada. A partir de dicha preparacion, se obtuvieron cuatro diferentes concentraciones:

1000, 500, 250 y 125 ug/ml de cada una de las plantas de estudio (ver Figura 10).

Para la activacion de las cepas se utiliz6 una incubadora Thermo Scientific INC-
UOIE-01, donde se colocd el S. mutansy el S. sobrinus en medio de cultivo Miieller Hinton
a37°Cpor 16 horas. Se tom6 una colonia de cada cepa y se incub6 a la misma temperatura
por 3 horas. Se tomaron 100 ul de la colonia y se incubaron en 5 ml del mismo agar por 1

hora més (ver Figura 11).

En una cabina de bioseguridad, Logic, se realiz6 el sembrado de las bacterias,

colocando 100 pl (ver Figura 12) y distribuyéndose por medio de la técnica de estria en la

Figura 8. Soluciones madre de cada extracto.
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Figura 9. Muestra de 20 mg de extracto de Thymus vulgaris
pesada en béscula analitica.

Figura 10. Cuatro diferentes concentraciones de cada extracto.

caja Petri, como se muestra en la Figura 13.

Se ejecuto el ensayo de Kirby-Bauer de difusion en placa por discos (Bauer et al,
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Figura1l. Cultivosde S. mutansy de S. sobrinus.

Figura 12. Muestra de 100 pl de in6culo de cepa bacteriana.

1966), embebiendo los sensidiscos con 20 ul de los extractos de Rosmarinus officinalis y
de Thymus vulgaris en cuatro concentraciones: 1000, 500, 250 y 125 pg/ml (por tiplicado),

como se muestra en la Figura 14. Ademas, se coloc6 un sensidisco para el control positivo,



29

Figura 13. Sembrado bacteriano con técnica de estria.

donde se us6 clorhexidina al 0.12 % (ver Figura 15(a)), y uno mds para el control negativo,

con agua bidestilada (ver Figura 15(b)).

Después, con una pinza estéril se colocaron los discos de papel sobre la superficie
del agar Miiller-Hinton. Se colocaron tres discos de papel con el extracto en cada caja
Petri, con un total de 24 repeticiones de cada una, mas los controles. Se dejé reposar por
10 minutos para que los extractos se difundieran, y se colocaron las 16 cajas de Petri en la

incubadora a 37 °C por 48 horas como se muestra en la Figura 16.

Se evaluo el efecto antimicrobiano por la medicion de halos de inhibicién, segiin
Carroll et al. (2019). Considerdndose como inhibicién leve la presencia de un halo de

6 mm; inhibicién moderada, un halo de 8 mm; y alta, un halo de més de 8 mm.



Figura 14. Ensayo de Kirby-Bauer de disfusién en placa por
discos de los extractos.

(a)

Figura 15. Grupos de control para pruebas de sensibilidad en
disco: (a) clorhexidina al 0.12 % y (b) agua bidestilada estéril.

30
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Figura 16. Cajas de Petri en incubadora a 37 °C.

5.5 Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria

Para determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC), se toman en cuenta
los extractos en los que se haya observado mayor actividad antimicrobiana en la prueba

de difusién en placa por discos.

Para llevar a cabo la prueba, se utiliza la técnica de microdilucién en placa de
96 pozos (Andrews, 2001). Las concentraciones que se evaluaron para el Rosmarinus
officinalis fueron de 100, 150, 200, 250 y 300 pg/ml, y para el Thymus vulgaris fueron
de 150, 300, 450, 600 y 750 pg/ml. Se incluyeron muestras blanco con medio de cultivo
Miieller-Hinton, in6culo y medio con control positivo (clorhexidina al 0.12 %). El ensayo
se realizo por triplicado, distribuyendo la placa de 96 pozos de la siguiente manera: de
la A alaCpara S. mutans, dela D ala F para S. sobrinus (ver Figura 17). En la cdmara
de anaerobiosis, se deposit6 el inéculo ajustado ala escala 0.5 de McFarland (1.5 x 108

unidades formadoras de colonia/ml).

Una vez que se coloco el reactivo MTT (3—(4, 5—dimetiltiazol-2)—2, 5—-bromuro de

difeniltetrazolio), las placas de 96 pozos se incubaron a 37 °C por un periodo de 24 h (ver
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Figura 17. Placa de 96 pozos para MIC, sin reactivo MTT: (a)
Rosmarinus officinalis y (b) Thymus vulgaris.

Figura 18).

Después de este tiempo, los tubos se analizaron considerando la absorbancia (den-
sidad 6ptica, DO, a 655 nm) mediante el uso de un espectrofotémetro. La menor absorban-
cia entre las concentraciones probadas, después de restar la turbidez misma del extracto

por su concentracion evaluada, se considera la MIC.

El porcentaje de viabilidad se obtiene como

R DO células tratadas
% viabilidad = - X 100. (1)
DO células control

Figura 18. Placa de 96 pozos para MIC, con reactivo MTT: (a)
Rosmarinus officinalis y (b) Thymus vulgaris.
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EI DO de las células de control debe dar una lectura mayor o igual a 1.

5.6 Ensayo de Letalidad en Artemia salina

Se atemperan unas horas los quistes de A. salinay se pesan 0.1 g. Se depositan en
300 ml agua de mar sintética (40 g de sal de mar (ver Figura 19(a)), 6 mg de levadura de
cerveza, ajustar a pH 7.8 (ver Figura 19(b)), aforar a 11) en una cdmara de eclosién, con
un lado obscuro y otro iluminado (bombilla eléctrica de 20 W), dividida con un pequefio

orificio, se mantiene por 24 hr con aeracion constante a 22-29 °C.

Las artemias eclosionadas se separan y mantienen a las mismas condiciones por

48 hr, como se muestra en la Figura 20.

Se colocan en una microplaca de 96 pozos con 100 ul de agua de mar en cada pozo

Figura 19. Preparacién de agua de mar sintética: (a) pesaje de
saly (b) potenciémetro para ajustar pH.
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Figura 20. Camara de eclosién con quistes de A. salina.

mads 10 nauplios, se depositan 100 pl de los extractos para tener concentraciones finales
de 100, 250, 500, 750 y 1000 pg/ml (ver Figura 21). Como control negativo, agua de mar
artificial; como control positivo, KMnO, a 400 ug/ml. Se incuban alas mismas condiciones

por 24 hr.

Se cuentan los nauplios muertos con ayuda de un estereoscopio, como se muestra
en la Figura 22, y se determina el porcentaje de muertes para cada dosis. En los casos en
los que ocurren muertes en el grupo de control, los datos se corrigen utilizando el criterio

de Abbott (Abbott, 1925):

prueba — control
% de muertes = x 100. )
control

Se obtiene la LCsg, a partir del porcentaje de muertes a 24 hr utilizando el método de

andlisis probit (Finney and Tattersfield, 1952).
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10- 1000

Figura 21. Microplaca de 96 pozos con nauplios de A. salina,
extracto y sal de mar.

Figura22. Nauplios de A. salina vistos a través de estereoscopio.

El potencial de toxicidad se clasifica, segin Meyer, como: (a) no téxico (LCsg >
1000 pg/ml); (b) baja toxicidad (500 < LCso < 1000pug/ml); (c) moderadamente toxi-

co (100 < LCsp < 500ug/ml); y (d) alta toxicidad (LCsp < 100ug/ml) (Meyer et al.,
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1982).

5.7 Andlisis de componentes principales

El método de componentes principales es una técnica de andlisis de datos que
obtiene transformaciones lineales de un grupo de variables correlacionadas, de manera
que se logran ciertas condiciones 6ptimas. La mds importante de estas condiciones es

que las variables transformadas no estdn correlacionadas.

El campo del andlisis multivariable consiste de aquellas técnicas estadisticas que
consideran dos o més variables aleatorias relacionadas como una sola entidad e intentan
producir un resultado global teniendo en cuentalarelacion entre las variables. Un ejemplo
simple de esto es el coeficiente de correlacion. La mayoria de las técnicas multivariables
inferenciales son generalizaciones de los procedimientos cldsicos univariables. Corres-
pondiente a la prueba ¢ univariable es la prueba T2 multivariable y existen analogos

multivaribles de técnicas como la regresion y el anélisis de varianza.

Sin embargo, existe otra clase de técnicas que es tinica en el &mbito multivarible. El
coeficiente de correlacion es un ejemplo de ello. Aunque estas técnicas también pueden
emplearse en la inferencia estadistica, la mayoria de sus aplicaciones son como técnicas
analiticas de datos, en particular, técnicas que buscan describir la estructura multivariable
de los datos. El andlisis de componentes principales (PCA es una técnica de este tipo y
si bien su uso principal es como técnica descriptiva, también se puede usar en muchos

procedimientos inferenciales (Jackson, 1991).

El punto de partida para PCA es la matriz de covarianza de muestra S (Hotelling,
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1933). Para un problema de p variables,

2
81 S12 - Slp
2
S12 SZ . e 52}7
S = )
2
Slp 82]9 e S}O

donde 31‘2 es la varianza de la i-ésima variable, x;, y s;; es la covarianza entre la i-ésima
y j-ésima variables, si las covarianzas no son iguales a cero, esto indica que existe una
relacion lineal entre estas dos variables. La fuerza de esa relacion estd representada por el

coeficiente de correlacion, r;; = s;;/(s;s;).

Elmétodo de las componentes principales se basa en un resultado clave del dlgebra
matricial: una matriz simétrica, no singular, de tamafo p X p, como la matriz de covarianza
S, puede reducirse a una matriz diagonal L al premultiplicarla y posmultiplicarla por una

matriz ortonormal particular U, tal que

U’'SU = L. 3)
Los elementos diagonales de L, [}, I, ..., [, se denominan raices caracteristicas o
valores propios de S. Las columnas de U, u;, uy, ..., u, se denominan vectores caracteris-

ticos o vectores propios de S. Las raices caracteristicas pueden obtenerse de la solucién

de la siguiente ecuacion, llamada ecuacién caracteristica:

IS—11] =0, 4)

donde I es la matriz identidad. Esta ecuacion produce un polinomio de grado p, a partir

del cual los valores se obtienen los valores Iy, b, ..., I,.
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Geométricamente, el procedimiento que se acaba de describir no es mds que unaro-

tacion del eje principal de los ejes de las coordenadas originales, x, sobre sus medias.

Esta transformacién del eje principal transformard las p variables correlacionadas
Xj, X2, ..., Xp €N p nuevas variables no correlacionadas z;, z», ..., z. Los ejes de coordena-
das de estas nuevas variables se describen mediante los vectores propios u; que forman

la matriz de cosenos de direccion U utilizados en la transformacion:

z=U[x-X], (5)

donde x y X son vectores, de tamafio p X 1, de observaciones de las variables originales y

sus medias.

Las variables transformadas se denominan los componentes principales (PC) de x.

La i-ésima componente principal es

z; = W} [x — %] (6)

y tendrd media cero y varianza [;, el i-ésimo valor propio. Para distinguir entre las variables
transformadas ylas observaciones transformadas, las variables transformadas se llamaran
componentes principales y las observaciones transformadas individuales se llamaran

puntuaciones z.

5.7.1 Escalamiento de los vectores caracteristicos

Los vectores caracteristicos empleados hasta ahora, los vectores U, son ortonor-
males; son ortogonales y tienen longitud unitaria. Estos vectores se escalan a la unidad.
El uso de estos vectores producira PC no correlacionadas y con varianzas iguales a los

valores propios correspondientes. Hay varias formas alternativas de escalar estos vectores,
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una que ha encontrado uso generalizado es

w; = — @)
i = =
Vi
esto es
W= UL 2, 8)
De aqui se tiene que
WW=L 9)
W'SW =1 (10)

Las componentes principales obtenidas con la transformacion

Vi = W; [x —X] (11)

producirdn PC que no estan correlacionadas, pero ahora tienen varianzas iguales a la
unidad. Los valores de esta cantidad se denominan puntuaciones y. Dado que las PC son
generalmente consideradas como variables “artificiales”, las puntuaciones que tienen
varianzas unitarias son muy populares para el anélisis de datos y las aplicaciones de

control de calidad.

5.7.2 T? como medida de variabilidad

La cantidad

T? =yy (12)
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es una cantidad que indica la conformidad general de un vector de observacion individual
con sumedia o un estdndar establecido. Esta cantidad, debida a Hotelling (1931), es una

generalizacion multivariable de la prueba ¢ de Student.

La forma original de T2 es

T? = [x-%]'S7!'[x-%], (13)

que no usa PCAy es una estadistica que se usa a menudo en el control de calidad multi-

varible. De (10), 8™} = WW’. Sustituyéndo en (13), y usando (11),

(14)
=YYy,

y por lo tanto (12) y (13) son equivalentes. Lo importante de T2 es que cumple con las

condiciones de un correcto control de calidad multivariable:

1. Deberesponder ala pregunta “;estd el proceso controlado?” con una sola respuesta.

2. Debe especificar un error global Tipo I.

3. Elprocedimiento debe tomar en cuenta las relaciones entre las variables.

La ventaja de (12) sobre (13) es que si se ha obtenido W, los célculos son considera-
blemente m4s faciles ya que no hay matriz que invertir. De hecho, y'y es simplemente la

suma de los cuadrados de las componentes principales escaladas.



6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de los Extractos Vegetales de Estudio

Se obtuvieron los extractos vegetales. Una vez filtrados y evaporado el solvente, el
rendimiento obtenido del extracto de Rosmarinus officinalis fue de 72.9 %; el rendimiento

del extracto de Thymus vulgaris fue de 84.02 %.

6.2 Pruebas Fitoquimicas

Los resultados de las pruebas quimicas de los metabolitos secundarios presentes

en los extractos etanélicos evaluados se presentan en la Tabla II.

La Figura 23 muestra el control negativo para cada uno de los extractos, diluidos en

etanol, que sirvieron de referencia para las pruebas fitoquimicas realizadas.

TABLA II

Resultados de las pruebas fitoquimicas a las plantas de estudio

Compuesto Thyumus vulgaris Rosmarinus officinalis
Grupo carboxilo Positivo Positivo

Grupo carbonilo Positivo Positivo

Oxhidrilos fenélicos (taninos) Positivo Positivo

Esteroles Negativo Negativo

Triterpenos Positivo Negativo
Carbohidratos Positivo Negativo
Sesquiterpenlactonas Positivo Positivo

Alcaloides Positivo Negativo

Flavonoides Positivo Negativo

41
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(b)

Figura 23. Controles negativos para pruebas fitoquimicas: (a)
Rosmarinus officinalis y (b) Thymus vulgaris.

Las pruebas fitoquimicas reportaron que el Rosmarinus officinalis mostré, dentro
de su componentes, al grupo carboxilo (ver Figura 24(b)), grupo carbonilo (ver Figu-

ra 25(b)), oxhidrilos fendlicos (taninos) (ver Figura 26(b)) y sesquiterpenlactonas (ver

Figura 27(b)).

Por otro lado, Thymus vulgaris dio positivo a las pruebas del grupo carboxilo (ver
Figura 24(c)), grupo carbonilo (ver Figura 25(c)), oxhidrilos fenoélicos (taninos) (ver Fi-
gura 26(c)), sesquiterpenlactonas (ver Figura 27(c)), triterpenos (ver Figura 28(c)), flavo-
noides (ver Figura 29(c)), carbohidratos (ver Figura 30(c)) y alcaloides (ver Figura 31(c)).

Ambas especies dieron negativo a esteroles (ver Figura 28).

(a) (b) (©

Figura24. Prueba fitoquimica para grupo carboxilo: (a) control
positivo, (b) Rosmarinus officinalis y (c) Thymus vulgaris.
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(a) (b) ()

Figura 25. Prueba fitoquimica para grupo carbonilo: (a) control
positivo, (b) Rosmarinus officinalis y (c) Thymus vulgaris.

(b) (©)

Figura 26. Prueba fitoquimica para taninos: (a) control positivo,
(b) Rosmarinus officinalis y (c) Thymus vulgaris.

(a) (b) (©

Figura 27. Prueba fitoquimica para sesquiterpenlactonas: (a)
control positivo, (b) Rosmarinus officinalis y (c) Thymus vulgaris.



(b)

Figura 28. Prueba fitoquimica para triterpenos y esteroles: (a)
control positivo, (b) Rosmarinus officinalisy (c) Thymus vulgaris.

(a) (b)

Figura 29. Prueba fitoquimica para flavonoides: (a) control
positivo, (b) Rosmarinus officinalis y (c) Thymus vulgaris.

—

(a) (b)

Figura 30. Prueba fitoquimica para carbohidratos: (a) control
positivo, (b) Rosmarinus officinalis y (c) Thymus vulgaris.

(c)

44




45

(b) (c)

Figura 31. Prueba fitoquimica para alcaloides: (a) control
positivo, (b) Rosmarinus officinalis y (c) Thymus vulgaris.

6.3 Actividad Antibacteriana

La Figura 32 presenta la actividad antibacteriana sobre las cepas de S. mutansy
S. sobrinus, de los extractos de Rosmarinus officinalis (Figura 32(a)) y Thymus vulgaris
(Figura 32(b)). Contra S. sobrinus, el Rosmarinus officinalis presenta halos de inhibicién
mayores que los halos del Thymus vulgaris. Contra S. mutans, el Thymus vulgaris presenta

halos de inhibicién similares a los halos del Rosmarinus officinalis.

—e— S. mutans —m=— S. sobrinus Control positivo —— Control negativo
15 |- 15 I

E E
g g
o o
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T | | T | |
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Concentracién (ug/ml) Concentracién (ug/ml)

(a) (b)

Figura 32. Actividad inhibitoria de (a) Rosmarinus officinalis y
(b) Thymus vulgaris.
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La Figura 33 muestra las puntuaciones obtenidas al transformar las mediciones
de los didmetros de los halos de inhibicién de los extractos en los ejes definidos por las

componentes principales.

Para todos los casos, la primera componente principal (PC) representa, esencial-
mente, la relacion entre el didmetro del halo y la concentracion; e implica que al incre-
mentarse las concentraciones, se incrementaran los didmetros de los halos de inhibicién.
También, en todos los casos, dos componentes principales explican el 100 % de la variabi-

lidad de los datos, como se muestra en la Tabla III.

Para el Rosmarinus officinalis, evaluado contra S. mutans, la segunda componente
principal, que representa el 28.912 % dela variabilidad total, tiene coeficientes que indican
un contraste entre la primera y tercera concentraciones, respecto a la segunda y cuarta
concentraciones. Con respecto a la accién contra el S. sobrinus, la segunda componente
principal, que representa el 1.4146 % de la variabilidad total, muestra un contraste entre

la primera y segunda concentraciones.

o S. mutans ©OS. sobrinus

‘ 0.6 T T T T T T T
0.5 |- o . 04 =
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Figura 33. Puntuaciones de las observaciones de la actividad

antimicrobiana (halos de inhibicién) de los extractos contra S.

mutans 'y S. sobrinus: (a) Rosmarinus officinalis y (b) Thymus
vulgaris .
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TABLA III

Valores propios de las matrices de covarianzas de la actividad
antimicrobiana (halos de inhibicién) de los extractos contra S.
mutansy S. sobrinus

Cepabacteriana Valor propio 4; Valor propio 1,

Rosmarinus officinalis
S. mutans 3.0805 1.2528
S. sobrinus 7.2296 0.1037
Thymus vulgaris
S. mutans 0.3333 0.250
S. sobrinus 2.7588 0.240

Para el Thymus vulgaris, evaluado contra S. mutans, la segunda componente in-
dica un contraste de la segunda concentracion contra el resto de las concentraciones, y

representa un 42.857 % de la variabilidad de los datos.

Con respecto a la accién contra el S. sobrinus, 1a segunda componente principal
indica un contraste marcado entre la tercera concentracion contra la primera y segunda

concentraciones, representando el 8.0565 % de la variabilidad de los datos.

Los valores de T2 para todas las observaciones se mantuvieron constantes, T’ 2 =

1.33, lo que indica que ninguna observacion estuvo fuera de control.

6.4 Concentracion Minima Inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (MIC) permite identificar la dosis minima
con la que se presenta inhibicion en las sustancias de estudio. Para este andlisis se consi-
der6 como blanco o testigo, medio de cultivo con bacteria de estudio; control negativo,
etanol al 10 %, y control positivo clorhexidina al 0.12 %. Las dosis de andlisis fueron, para
Rosmarinus officinalis: dosis 1, 100 pg/ml; dosis 2, 150 ug/ml; dosis 3, 200pg/ml; dosis

4, 250 ug/ml; y dosis 5, 300 pg/ml. En el extracto de Thymus vulgaris las dosis de estudio
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Figura34. Absorbancia de los extracto a 655 nm: (a) Rosmarinus
officinalisy (b) Thymus vulgaris.
fueron: dosis 1, 150 ug/ml; dosis 2, 300 pg/ml; dosis 3, 450 ng/ml; dosis 4, 600 ug/ml; y

dosis 5, 750 ug/ml.

La Figura 34(a) muestra la revision del extracto de Rosmarinus officinalis. Contra la
bacteria S. mutans, la MIC fue de 100 pg/ml. Por otro lado, frente a la bacteria S. sobrinus,
la MIC fue, igualmente, la primera dosis, 100 pg/ml. La Figura 34(b) muestra la evaluacion
del extracto de Thymus vulgaris. Frente a la bacteria S. mutans, la MIC fue de 150 pg/ml;

mientras que frente a la bacteria S. sobrinus, 1a MIC fue de 150 pg/ml.

6.5 Pruebas de Toxicidad

Los resultados de la prueba de letalidad contra Artemia salina de los extractos se
muestran en la Tabla IV. De acuerdo a Meyer et al. (1982), ambos extractos son moderada-
mente toxicos con valores de LCsq de 230.43 y 455.56 ug/ml, para Rosmarinus officinalis y

Thymus vulgaris, respectivamente.



TABLAIV

Valores promedio de LCsy para los extractos de Rosmarinus
officinalis y Thymus vulgaris

Intervalo de

Especie LCsq (ug/ml)
P 50 g confianza 95 %
Rosmarinus officinalis 230.43 (156.33-304.53)
Thymus vulgaris 455.56 (394.49-516.63)
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Los valores de LCsg de los extractos, mostrados en la Tabla IV, se obtuvieron a partir

de la regresion probit de las pruebas de letalidad, mostradas en la Figura 35.
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Figura 35. Regresion probit de laletalidad contra Artemia salina
de los extractos: (a) Rosmarinus officinalis y (b) Thymus vulgaris.



7. DISCUSION

El estudio de las plantas con fines terapéuticos en odontologia se ha incrementado
en la actualidad, en su mayoria destinados a controlar o eliminar los principales agentes

causales de la caries dental como son el S. mutansyel S. sobrinus (Benn et al., 2018).

En un estudio realizado en Ecuador, se evalué la accién antimicrobiana de S. mu-
tans a través de la técnica de difusién en placa por discos. Se utiliz6 extracto acuoso de
Rosmarinus officinalis al 1.5y 3 % que no mostro efecto antibacteriano sobre el S. mutansy
extracto oleoso al 50 % que present6 una media de 11.3 mm de halo de inhibicion (Solano
et al., 2016). En contraste, en esta tesis se utilizé un extracto etandélico de Rosmarinus
officinalis, presentando accién antibacteriana con una media de 7.95 mm en el halo de

inhibicién, para S. mutans.

Otro estudio, realizado por de Oliveira et al. (2017), expuso el efecto antimicrobiano
del Rosmarinus officinalis sobre biopeliculas monomicrobianas de S. mutans. Se expuso
la bacteria a 0.2 pl de dicho extracto, durante 5 min (con diluciones en serie (1 : 2), con
dilucién inicial de 2000 pg/ml, hasta la décima dilucién). En este estudio, la exposicién

fue durante més tiempo (48 hr), a concentraciones de 1000, 500, 250 y 125 pg/ml.

En el estudio hecho por Sakkas y Papadopoulou (2017), se observo que el extracto
oleoso de Thymus vulgaris presenta efecto bacteriostatico contra cinco microorganismos
gram positivos, entre ellos el Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli. En forma
similar, en nuestro estudio se estd probando su efecto antimicrobiano contra S. mutans,

que es una bacteria grampositiva.

Mahmoodi et al. (2019) elaboraron el extracto de Thymus vulgaris, pulverizando
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la planta por medio de un mortero y pistilo, y usaron 200 ml de etanol al 70 % con 100 g
de polvo. Obtuvieron halos de inhibicién que van desde 10.5 a 12.7 mm. En el presente
estudio, las plantas no se pulverizaron, inicamente se separaron las hojas de los tallos y
se pusieron a macerar 64.27 mg de T. vulgaris con 1000 ml de etanol al 96 % para obtener

una media de 7.33 mm en el halo de inhibicién contra el S. mutans.

En el estudio de Hardi et al. (2019), también utilizan la técnica de maceracién con
etanol al 95 % como en esta tesis. En otros estudios se utilizan otras técnicas de extraccion.
Como en el trabajo de Lopes et al. (2019), que utilizan como técnica la infusién; o en el

estudio de Konda et al. (2019), que utilizan el extractor Soxhlet.

Se ha observado un aumento en la resistencia a los antibiéticos, por lo que el uso de
agentes antimicrobianos derivados de plantas podria servir como un tratamiento alterna-
tivo contra las infecciones en cavidad oral. En el estudio realizado por Hickl et al. (2018),
se evalua el efecto antimicrobiano de cinco extractos, incluido el Rosmarinus officinalis
y el Thymus del tipo longicaulis contra ocho patégenos orales, incluido el S. mutans. Se
demostr6 que tuvieron actividad entre moderada y alta contra los microrganismos de la
cavidad oral, al igual que en el presente estudio. Teniendo, de igual manera, clorhexidina

como control positivo.

La concentracion minima inhibitoria para ambos extractos de estudio, frente a las
bacterias de referencia, fue la dosis 1; que corresponde a 100 ug/ml para Rosmarinus
officinalis y 150 ug/ml para Thymus vulgaris. Sin embargo, no fueron menores que los

datos de absorbancia presentados por el control positivo.

En el presente trabajo, se utilizaron pruebas fitoquimicas para determinar los com-
puestos secundarios que forman parte de los extractos de estudio. En el estudio realizado

por Wittayapipath et al. (2019) utilizan la microspectroscopia.

Los extractos presentados en este estudio mostraron respuesta positiva a taninos,
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saponinas, flavonas, flavonoles y xantonas, al igual que en el estudio realizado por Rocha-
Filho et al. (2015), donde se realizaron pruebas con Artemia salina de un compuesto que
dio positivo a las mismas pruebas fitoquimicas. Se observé que el extracto presentado en

ese estudio mostro toxicidad.

En las pruebas de letalidad realizadas en esta tesis, observamos que el Rosmari-
nus officinalis mostro ser un extracto moderadamente toxico, debido a los fenoles. Sin
embargo, en el estudio realizado por Amar et al. (2017) se demostré que los compuestos

fenolicos tienen efecto antiproliferativo contra células cancerigenas.

En el estudio realizado por Martins et al. (2015), se estudia el extracto hidroalcoh6li-
co de Thymus vulgaris. Aligual que en el presente estudio, se observa la presencia de com-

puestos fendlicos, lo que le confiere propiedades antioxidantes y antibacterianas.

En este estudio, se decidi6 usar la prueba de letalidad con nauplios de Artemia
salina, al igual que en diversos estudios, como los realizados por Ogbole et al. (2017);
Monteiro et al. (2018); Olivares-Banuelos ef al. (2019); Silva et al. (2018); Taviano et al.
(2018), que trabajan con extractos de diferentes plantas. En otros estudios, se llevan a cabo
pruebas de letalidad en diferentes especies; como los realizados por Abid y Mahmood
(2019) y Haji Ibrahim et al. (2019), quienes realizan las pruebas de toxicidad en ratas; Jiang
etal. (2018), en Daphnia magna, que es otro crustdceo; y Alafiatayo et al. (2019), en Danio

rerio, mejor conocido como pez cebra.

En el estudio realizado por Bogavac et al. (2015), estudian el aceite esencial del
Thymus vulgaris y el ensayo de letalidad lo realizan con camarones de salmuera. Se revel6
que presenta toxicidad total. En el presente estudio, la prueba se realiz6 con Artemia

salinay el resultado nos indica que es moderadamente toxico.

El mismo autor, Bogavac et al. (2017), dos afios después, evalia el potencial antimi-

crobiano del Rosmarinus officinalis. Aligual que en el presente trabajo, la prueba la realiza
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con nauplios de Artemia salina, determinando la toxicidad a 19.4 mg/ml. A diferencia de

este trabajo, que reporta toxicidad a 230.43 pg/ml.

En diferentes trabajos se han reportado las propiedades del Rosmarinus officinalis
y del Thymus vulgaris como antimicrobianos ((Hickl et al, 2018)), antifingicos ((Ksouri
et al., 2017)) y antioxidantes ((Zairi et al., 2018)). Al igual que en esta investigacion, se
observé inhibicién ante las cepas de S. mutansy de S. sobrinus y respuestas positivas a
metabolitos secundarios. Lo anterior, les da esas caracteristicas, por lo que el resultado

de moderada toxicidad no elimina sus propiedades bioactivas.



8. CONCLUSIONES

Debido a las pruebas fitoquimicas a las que dieron positivo, se demuestra que el

Rosmarinus officinalis y el Thymus vulgaris tienen bioactividad.

Los extractos de Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris presentan inhibicién

para las cepas bacterianas de Streptococcus mutansy Streptococcus sobrinus.

El extracto de Rosmarinus officinalis mostré su mayor actividad contra el S. sobri-
nus a una concentracion de 1000 pg/ml, con halo de inhibicién de 10.3 mm y un halo

promedio de 7.8 mm.

El extracto de Thymus vulgaris mostré su mayor actividad contra S. mutans a una
concentracion de 500 pg/ml, con halo de inhibicién de 8 mm y un halo promedio de

7.3 mm.

El andlisis de componente principal nos indica, para todos los casos, que la pri-
mera componente principal, que representa la relacién entre el didmetro del halo y la
concentracion, implica que al incrementarse las concentraciones, se incrementaran los

didametros de los halos de inhibicion.

Las concentraciéon minima de inhibicién en ambos extractos, para ambas cepas bac-
terianas, fue la primera dosis de evaluacion: para Rosmarinus officinalis fue de 100 ug/ml;

y para el Thymus vulgaris, 150 ng/ml.

Ambos extractos son moderadamente toxicos (con LC50 de 230.43 y 455.56 pg/ml
para Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris, respectivamente) por lo que debe evitarse

el uso sin restricciones.
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8.1 Recomendaciones y Trabajos Futuros

Se recomienda realizar pruebas adicionales para que los extractos estudiados pue-

dan tener uso terapuético:

Evaluar la actividad antibacteriana, in vitro, por fracciones.

Evaluar la toxicidad, in vitro, por fracciones.

Realizar pruebas citotéxicas en células humanas.

Realizar pruebas de actividad citotéxica, in vitro, frente a células tumorales.

Formular un producto natural en sistemas de liberacién micro y nanoparticulados.
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