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NOMENCLATURA

C. mexicanum: Clinopodium mexicanum

CFU: unidades formadoras de colonias

COz: didxido de carbono

CRPMI / RPMI: medio celular usado para cultivos celulares
DMEM: medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: dimetilsulfoxido

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético

g: gramos

L. verum: Illicium verum

MeOH: metanol

mg: miligramos

ml: mililitros

MTT: (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)

nm: nandmetros

PBS: disolucién salina tamponada con fosfato

rpm: revoluciones por minuto

S. mutans: Streptococcus mutans

S. sobrinus: Streptococcus sobrinus

LLg: microgramos

ul: microlitros
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EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIBACTERIANO Y DE SEGURIDAD
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RESUMEN
Introduccion: La caries dental es una enfermedad prevalente asociada a S. mutansy S.
sobrinus. La toxicidad de algunos antimicrobianos ha impulsado el interés en alternativas
naturales como C. mexicanum ¢ I. verum por su potencial terapéutico. Objetivo: Evaluar in
vitro la actividad antibacteriana, hemolitica, citotoxica y fagocitica de los extractos
de Clinopodium mexicanum e Illicium verum. Metodologia: Se confirmd la identidad
taxonomica del material vegetal, se obtuvieron extractos metandlicos de C. mexicanum e 1.
verum por maceracion en frio y se caracterizaron fitoquimicamente mediante pruebas
cualitativas. Se evalu¢ la actividad antibacteriana contra S. mutans y S. sobrinus ATCC (60—
80 mg/ml), por el método de Kirby-Bauer. La actividad hemolitica se determiné mediante la
técnica de inhibicién de hemolisis en eritrocitos humanos, la citotoxicidad en células 3T3
mediante MTT y se analiz6 la actividad microbicida en macréfagos J774A.1 infectados,
calculando los indices de fagocitosis y supervivencia intracelular. Los ensayos se realizaron
por triplicado y se analizaron con p < 0.05. Resultados: Los extractos metanolicos
de Clinopodium mexicanum e Illicium verum mostraron reaccion positiva para la presencia
de metabolitos como cumarinas, flavonoides, taninos y esteroles. El extracto de Illicium
verum present6 actividad antibacteriana frente a S. mutans y S. sobrinus, con halos de 10.2 y
10.5 mm a 80 mg/ml, comparables a clorhexidina 0.2%, y un efecto dosis-dependiente (=90%
de inhibicion). Ambos extractos mostraron hemolisis >10% (p < 0.001) y baja citotoxicidad
en células 3T3 (viabilidad >50-70%; ICso =~1.38 png/ml). En macrofagos, el pretratamiento
(60—80 mg/ml) modul¢ significativamente la fagocitosis y la supervivencia intracelular de S.
mutans, mientras que frente aS. sobrinuslos efectos dependieron del extracto y la
concentracion, sin diferencias finales en supervivencia intracelular. Conclusiones: ///icium
verum posee relevante actividad antibacteriana y ambos extractos ejercen efectos

inmunomoduladores con baja citotoxicidad in vitro.

Xii



Tesista: Ameyalli Jocelyn Martinez Delgado

Director de Tesis: Dra. Osvelia Esmeralda Rodriguez Luis
Codirector de Tesis: Dra. Maria Argelia Akemi Nakagoshi Cepeda
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Facultad de Odontologia
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ABSTRACT
Introduction: Dental caries is a prevalent disease associated with S. mutans and S. sobrinus.
The toxicity of some antimicrobials has spurred interest in natural alternatives such as
Clinopodium mexicanum and Illicium verum for their therapeutic potential. Objective: To
evaluate in vitro the antibacterial, hemolytic, cytotoxic, and phagocytic activity of extracts
from Clinopodium mexicanum and Illicium verum. Methodology: The taxonomic identity of
the plant material was confirmed. Methanolic extracts of Clinopodium mexicanum and
Lllicium verum were obtained by cold maceration and phytochemically characterized using
qualitative tests. Antibacterial activity against S. mutans and S. sobrinus ATCC (60-80
mg/ml) was evaluated using the Kirby-Bauer method. Hemolytic activity was determined
using the human erythrocyte hemolysis inhibition assay, cytotoxicity in 3T3 cells using the
MTT assay, and microbicidal activity in infected J774A.1 macrophages was analyzed by
calculating phagocytosis and intracellular survival indices. Assays were performed in
triplicate and analyzed with p < 0.05. Results: Methanolic extracts of Clinopodium
mexicanum and Illicium verum showed a positive reaction for the presence of metabolites
such as coumarins, flavonoids, tannins, and sterols. The Illicium verum extract exhibited
antibacterial activity against S. mutans and S. sobrinus, with inhibition zones of 10.2 and 10.5
mm at 80 mg/ml, comparable to 0.2% chlorhexidine, and a dose-dependent effect (=90%
inhibition). Both extracts showed hemolysis >10% (p < 0.001) and low cytotoxicity in 3T3
cells (viability >50-70%; ICso ~1.38 pug/ml). In macrophages, pretreatment (60—80 mg/ml)
significantly modulated phagocytosis and intracellular survival of S. mutans, while against
S. sobrinus the effects depended on the extract and concentration, with no overall difference
in intracellular survival. Conclusions: ///icium verum possesses significant antibacterial

activity, and both extracts exert immunomodulatory effects with low cytotoxicity in vitro.
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1. INTRODUCCION

La caries dental es una de las enfermedades cronicas mas prevalentes a nivel mundial y
representa un importante problema de salud publica, especialmente en poblacion infantil y
adulta joven (Warreth 2023). A nivel mundial, se estima que aproximadamente
2 000 millones de personas presentan caries en dientes permanentes, y 514 millones de nifios
tienen caries en dientes temporales (Organizacion Mundial de la Salud, 2025). En México,
la caries dental perjudica a mas del 90% de la poblacion, el 88% de nifios de 2 a 10 afios
tienen caries en denticion temporal y 86.7% en denticidn permanente (Secretaria de Salud,
2020). Su etiologia es multifactorial; sin embargo, la colonizacién y actividad metabdlica de
bacterias cariogénicas como Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus desempefan un
papel central en la desmineralizacion del esmalte dental mediante la produccion de acidos a

partir de carbohidratos fermentables (Cheng et al. 2022).

La caries dental no tratada puede generar dolor, infecciones, pérdida de la funcién dental,
extracciones dentales, ausentismo escolar y disminuciéon de la productividad, esta
enfermedad afecta negativamente la salud general y la calidad de vida relacionada con la
salud bucal en todas las edades, evidenciandose en infecciones, deterioro funcional, pérdida
dental, ausentismo escolar y pérdidas de productividad (Spatafora et al. 2024). En conjunto,
la creciente tolerancia bacteriana y las limitaciones de los agentes antimicrobianos
convencionales han impulsado la bliisqueda de alternativas terapéuticas mas seguras y

efectivas (Farzinnia et al. 2025).



En este contexto, los productos de origen vegetal han cobrado interés por su contenido de
metabolitos secundarios con actividad biologica. Clinopodium mexicanum es un arbusto
aromatico que pertenece a la familia Lamiaceae (Martinez-Gordillo et al. 2013; Martinez-
Gordillo et al. 2017), es una especie nativa de México, también se le conoce como poleo,
poleo verde y toronjil de menta (Alvarado et al. 2020; Estrada-Reyes et al. 2010). Se ha
reportado que presenta compuestos activos como acetato de mentilo, mentol, mentona,
pulegona, limoneno, flavonoides libres y glucosilados (Alvarado et al. 2020; Opalchenova y
Obreshkova, 1999). Illicium verum es una planta tradicional china que ha sido ampliamente
estudiada por sus propiedades farmacoldgicas, se ha reportado que contiene anetol y otros
compuestos activos con propiedades antivirales, antibacterianos, antiinflamatorios,

antioxidantes, antidiabéticos, antidiarreicos y estimulantes de la inmunidad (Zhu et al. 2024).

Por lo anterior, se propone realizar un estudio experimental, comparativo, longitudinal y
prospectivo enfocado en Streptococcus mutans'y Streptococcus sobrinus, principales
bacterias asociadas a la caries dental, con el fin de explorar alternativas terapéuticas que

contribuyan a reducir las limitaciones de los antimicrobianos convencionales en odontologia.

El uso de productos naturales para el manejo de patologias bucodentales representa una
opcion viable por su disponibilidad, bajo costo y menores efectos adversos. En este sentido,
se busca ampliar el conocimiento sobre el potencial terapéutico in vitro de los extractos
de Clinopodium mexicanum e Illicium verum, debido a la escasa informacion disponible

sobre estas especies de origen mexicano.



Por lo que, el objetivo del estudio es evaluar in vitro la actividad antibacteriana, hemolitica,

citotoxica y fagocitica de los extractos de Clinopodium mexicanum e Illicium verum.

En este contexto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion, (En qué medida los
extractos de Clinopodium mexicanum e Illicium verum presentan actividad antibacteriana y
un perfil de seguridad bioldgica in vitro, considerando su efecto hemolitico, citotoxico y

fagocitico?



2. HIPOTESIS

Los extractos metanolicos de Clinopodium mexicanum e Illicium verum presentan actividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus ATCC, ademas de
efectos anti hemoliticos, baja citotoxicidad en células 3T3 y capacidad moduladora de la
actividad fagocitica en macréfagos J774A.1 en condiciones in vitro, efectos que pueden

variar en funcidn de la concentracion evaluada.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Evaluar in vitro la actividad antibacteriana, hemolitica, citotoxica y fagocitica de los

extractos de Clinopodium mexicanum e Illicium verum.

3.2 Objetivos especificos.

a)

b)

d)

Analizar el perfil fitoquimico de los extractos metandlicos de Clinopodium
mexicanum ¢ Illicium verum mediante pruebas quimicas colorimétricas.

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de Clinopodium
mexicanum ¢ lllicium verum frente a S. mutansy S. sobrinus ATCC mediante la
técnica de difusion en disco.

Identificar la actividad hemolitica de los extractos metandlicos de Clinopodium
mexicanum ¢ Illicium verum en eritrocitos humanos mediante la técnica de
inhibicion de hemdlisis.

Determinar el indice de citotoxicidad en células 3T3 bajo el estimulo de los extractos
metanolicos de Clinopodium mexicanum e Illicium verum.

Analizar el efecto fagocitico y de supervivencia intracelular de S. mutans y S.
sobrinus en macrofagos J774A.1, en presencia de los extractos metanolicos de

Clinopodium mexicanum e Illicium verum.



4. ANTECEDENTES

4.1 Caries dental.
La caries dental es una de las enfermedades cronicas mas prevalentes a nivel mundial, y su
manejo ha evolucionado de manera significativa en los ultimos afos hacia enfoques

preventivos y de minima intervencion (Warreth, 2023).

Se trata de una enfermedad multifactorial asociada con la estructura de los dientes deciduos
y permanentes, la patogenicidad del microbiota oral y los microambientes de la cavidad
bucal, los cuales estan influenciados por factores dietéticos, especialmente el consumo de
azUcares, asi como por condiciones salivales y genéticas. Décadas de investigacion cientifica
han demostrado que la ingesta de azucar constituye el factor mas importante en el inicio y la
progresion de la enfermedad. Asimismo, los comportamientos poco saludables, la higiene
bucal deficiente y la falta de exposicion al fluoruro contribuyen de manera sustancial al

desarrollo del proceso cariogénico (Spatafora et al. 2024).

4.2 Epidemiologia de la caries dental.

A nivel mundial, se estima que aproximadamente 2 000 millones de personas presentan
caries en dientes permanentes, y 514 millones de nifios tienen caries en dientes temporales
(Organizacion Mundial de la Salud, 2025). En México, la caries dental perjudica a mas del
90% de la poblacion, el 88% de nifios de 2 a 10 afios tienen caries en denticion temporal y

86.7% en denticion permanente (Secretaria de Salud, 2020).



4.3 pH.

En 1944, Stephan propuso que la relacion entre la dieta y la caries dental se debia al descenso
del pH en la placa bacteriana. Sus experimentos consistieron en medir el pH de la placa a lo
largo del tiempo después de realizar enjuagues con glucosa. Un hallazgo particularmente
relevante fue que el pH de la placa podia disminuir por debajo de 5.5, valor considerado

critico para que ocurra la desmineralizacion del esmalte (Spatafora et al. 2024).

4.4. Microbioma de la caries dental.

El microbioma oral es muy diverso, se han encontrado alrededor de 1000 especies diferentes
de microorganismos (Maasi et al. 2022), entre ellos, bacterias, arqueas, virus y hongos, los
cuales establecen una red altamente compleja de interacciones tanto entre si como con el
huésped (Bacher et al. 2019). Los estreptococos representan alrededor del 50% del
microbiota oral, siendo las especies mas comunes Streptococcus mutans 'y Streptococcus

sobrinus (Maasi et al. 2022)

La caries dental es una enfermedad multifactorial en la que intervienen factores microbianos,
conductuales, genéticos y ambientales. Aunque todos estos elementos contribuyen a su
desarrollo, el papel de los microorganismos resulta fundamental. Debido a que la progresion
de la caries esta estrechamente vinculada con la actividad del microbiota oral, es
indispensable contar con una comprension integral de la microbiologia de esta enfermedad

(Zhang et al. 2022a).

En este contexto, las bacterias orales producen acidos como subproductos del metabolismo

de los carbohidratos de la dieta. Dado que esta acidogénesis bacteriana constituye el evento
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inicial que precede a la desmineralizacion dental, la respuesta sistémica del huésped frente a
la infeccidn bacteriana también desempefia un papel relevante en el riesgo de desarrollar

caries dental (Spatafora et al. 2024).

4.4.1 Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus.

Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus son los microorganismos mas estrechamente
asociados con la caries dental. S. mutans ha sido identificado como el principal patégeno
implicado en la iniciacion de la caries, mientras que S. sobrinus se considera un importante

contribuyente en la aceleracion de la progresion de la lesion (Deng et al. 2025).

Streptococcus mutans fue aislado por primera vez en 1924 por J. Clarke, quien report6 su
presencia en numerosas lesiones cariosas incipientes y describi6 su marcada capacidad para
desmineralizar secciones dentarias. Asimismo, destaco que se trataba de un microorganismo
fuertemente acidogénico y altamente adherente a la superficie dental (Clarke, 1924).
Morfolégicamente, es un coco grampositivo que se dispone tipicamente en cadenas; es
inmovil y no forma esporas. Ademas, fermenta azlicares como manitol y sorbitol y posee la

capacidad de sintetizar glucanos solubles e insolubles a partir de la sacarosa (Negroni, 2016).

En la fase inicial de la caries dental, diversos estudios han demostrado la estrecha asociacion
de S. mutans con la biopelicula cariogénica y con el inicio del proceso carioso. Por otro
lado, Streptococcus sobrinus se reconoce como la segunda especie en importancia dentro del

grupo mutans. (Negroni, 2016).



Streptococcus sobrinus es un coco grampositivo perteneciente al grupo mutans y se considera
uno de los principales microorganismos asociados con la caries dental, particularmente con
la progresion rapida de las lesiones. Morfologicamente se dispone en cadenas cortas, es
inmoévil y presenta una elevada capacidad acidarica. Ademas, posee glucosiltransferasas que
sintetizan glucanos extracelulares a partir de la sacarosa, lo que favorece la adhesion
bacteriana y la formacion de la biopelicula cariogénica. (Takahashi y Nyvad, 2011; Negroni,

2016).

4.4.2 Metabolismo de la sacarosa como factor de virulencia cariogénica.

La sacarosa, un metabolito clave para los patdogenos asociados a la caries, se hidroliza con
facilidad en glucosa y fructosa, ambos monosacaridos sirven como sustratos para la
fermentacion bacteriana, lo que conduce a la produccion de 4cido lactico (Spatafora et al.

2024).

Streptococcus mutans 'y Streptococcus sobrinus, son capaces de producir grandes cantidades
de glucanos extracelulares a partir de la fermentacion de sacarosa, producir 4cido que excede
las capacidades de amortiguacion salival, favoreciendo la adhesion firme a las superficies
dentales y promoviendo la formacion de placa dental (Almoudi et al. 2023; Wakamatsu et al.

2026).

En las bacterias cariogénicas, el metabolismo de la sacarosa se lleva a cabo mediante tres
procesos: la produccion de acidos, la sintesis de polisacaridos extracelulares y la formacion

de polisacaridos intracelulares.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/glucan

Produccion de dacidos. La mayor parte de la sacarosa que ingresa a la cavidad bucal es
utilizada por los microorganismos como fuente de energia. Dentro de la célula bacteriana, la
enzima invertasa hidroliza la sacarosa en glucosa y fructosa. Posteriormente, mediante
procesos de fosforilacion, estos azlicares se transforman en glucosa-6-fosfato. Por accion de
la sacarosa-6-fosfato hidrolasa se generan glucosa-6-fosfato y fructosa, las cuales son
metabolizadas a través de la via glucolitica de Embden-Meyerhof-Parnas. Este proceso
produce principalmente acido lactico y, en menor proporcion, formato, acetato y etanol. La
acumulacion de estos acidos provoca la disminucion del pH en el biofilm dental y favorece

la desmineralizacion del esmalte.

Polisacaridos extracelulares. Antes de que la sacarosa ingrese por completo a la célula, una
fraccion es transformada por exoenzimas de S. mutans. Estas enzimas rompen la molécula
de sacarosa y transfieren las hexosas a moléculas receptoras, originando polimeros que
pueden difundirse al medio o permanecer adheridos a la superficie bacteriana. Entre los
principales polisacaridos extracelulares se encuentran los glucanos solubles (dextranos), los
glucanos insolubles (mutanos) y los fructanos (levanos). Su sintesis depende principalmente
de las enzimas glucosiltransferasas y fructosiltransferasas, las cuales hidrolizan la sacarosa 'y
van incorporando los residuos glucosidicos o fructosidicos a los polimeros en crecimiento.
Funcionalmente, los glucanos solubles actiian como reservorio extracelular de azicares y
pueden ser degradados por dextranasas. En cambio, los mutanos, debido a su caracter
insoluble y altamente adhesivo, favorecen la union bacteriana y la formacion del biofilm
dental. Los levanos funcionan como reserva energética, ya que se sintetizan cuando existe
abundancia de nutrientes y se degradan durante periodos de escasez. Aunque S. mutans posee

una fructosiltransferasa extracelular capaz de producir levanos liberando glucosa como
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residuo, hasta ahora no se ha demostrado una relacion directa entre la produccion de fructanos
y la cariogenicidad. Asimismo, la invertasa puede liberar glucosa y fructosa al medio externo,
facilitando su posterior entrada a la célula; también existe una forma intracelular de esta

enzima.

Polisacaridos intracelulares. Una vez que la glucosa y la fructosa penetran en la célula, su
destino principal es la via glucolitica. Sin embargo, cuando hay exceso de azucares, la
bacteria sintetiza polisacaridos intracelulares que funcionan como reservas energéticas. La
formacion de estos compuestos estd estrechamente relacionada con la glucdlisis y con los
niveles celulares de ATP. En condiciones de escasez de nutrientes, estos polisacaridos
intracelulares se degradan y generan una produccion adicional de 4cidos, lo que contribuye
a mantener un ambiente acido y cariogénico incluso entre los periodos de consumo de azlicar

(Negroni, 2016).

4.4.3 Interaccion de S. mutans y S. sobrinus en la formacion del biofilm cariogénico.

El biofilm dental es una comunidad microbiana estructurada que se adhiere a las superficies
dentarias y estd embebida en una matriz extracelular de origen bacteriano. Esta matriz,
compuesta principalmente por polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos, permite la
adhesion, proteccion y comunicacion entre los microorganismos, favoreciendo su

persistencia en la cavidad oral (Marsh, 2006).

El biofilm juega un papel fundamental en la etiopatogenia de la caries dental, ya que crea un
microambiente propicio para la desmineralizacion del esmalte. Dentro de los

microorganismos asociados al biofilm cariogénico, Streptococcus mutans 'y Streptococcus
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sobrinus, pertenecientes al grupo mutans, son considerados agentes clave en el desarrollo de
la caries dental. Estas bacterias poseen la capacidad de adherirse firmemente a la superficie
del diente mediante la sintesis de glucanos insolubles a partir de la sacarosa, proceso
catalizado por enzimas glucosiltransferasas. Estos glucanos facilitan la formacion y
estabilidad del biofilm, incrementando la acumulacion bacteriana (Loesche, 1986; Okada et

al. 2005).

4.5 Hemdlisis.

La hemolisis es el proceso mediante el cual ocurre la ruptura de los eritrocitos, lo que provoca
la liberacion de hemoglobina y otros componentes intracelulares al medio extracelular. Este
fenomeno puede ser inducido por factores fisicos, quimicos o bioldgicos que alteran la
integridad de la membrana celular. La membrana de los eritrocitos estd compuesta
principalmente por una bicapa lipidica asociada a proteinas estructurales, lo que la hace
susceptible a la accion de compuestos que interfieren con su estabilidad. La evaluacion de la
actividad hemolitica de extractos vegetales constituye un parametro fundamental en la
determinacion de su seguridad bioldgica, ya que permite analizar el efecto de compuestos
bioactivos sobre la integridad de la membrana de los eritrocitos humanos (Elizondo-Luevano

et al. 2024).

4.6 Citotoxicidad.
El estudio de la citotoxicidad de compuestos derivados de plantas ha cobrado gran relevancia
en la investigacion biomédica, particularmente en la biisqueda de agentes terapéuticos con

potencial anticancerigeno (Cragg y Newman, 2013).

12



Para evaluar la citotoxicidad de los compuestos vegetales, uno de los métodos més utilizados
es el ensayo colorimétrico de MTT. Este ensayo se basa en la capacidad de las células viables
de reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazan
insoluble mediante la accion de enzimas mitocondriales, particularmente las
deshidrogenasas. La cantidad de formazéan producido es proporcional al nimero de células
metabolicamente activas, lo que permite determinar la viabilidad celular tras la exposicion a
diferentes concentraciones de extractos vegetales (Mosmann, 1983). Asimismo, el ensayo
MTT permite determinar pardmetros importantes como la concentracion inhibitoria media
(ICs0), que representa la concentracion necesaria del extracto para reducir la viabilidad
celular en un 50%. Este valor es fundamental para comparar la potencia citotoxica entre

distintos extractos o compuestos (Riss et al. 2016).

4.6.1 Células NIH-3T3.

Las células NIH-3T3 son una linea celular de fibroblastos derivada del tejido de un embrion
de raton NIH Swiss. Destacan especialmente por su utilidad en estudios genéticos, ademas,
se emplean en la investigacion oncogénica, concretamente en ensayos para la identificacion

y caracterizacion de genes causantes de cancer (Cytion, 2025b).

Tabla 1. Células NIH-3T3

Organismo Raton
Tejido Embrion
Edad Embrién
Género Hombre
Tipo de célula Fibroblastos

(Cytion, 2025b).
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4.7 Fagocitosis.

La fagocitosis es un proceso celular para ingerir y eliminar microorganismos, sustancias
extrafias y células apoptdticas. Los encargados de realizar esta funcion, son los fagocitos que
se dividen en profesionales que son los responsables de eliminar microorganismos y de
presentar antigenos a los linfocitos con el fin de activar una respuesta inmune adaptativa,
entre ellos se encuentran los macréfagos, neutréfilos, monocitos, células dendriticas y
osteoclastos; y los fagocitos no profesionales, estos no pueden ingerir microorganismos, pero
son importantes para eliminar las células muertas y mantener la homeostasis, entre ellos estan
los fibroblastos, células epiteliales y células endoteliales (Gordon, 2016; Rabinovitch, 1995;
Uribe-Querol y Rosales 2020). El fagolisosoma es el organulo microbicida fundamental,
equipado con mecanismos sofisticados para degradar microorganismos (Uribe-Querol y

Rosales 2020).

El proceso de fagocitosis implica varias fases:

a) Deteccion de la particula objetivo. Los receptores que reconocen directamente los
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) son los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR).

b) Activacion del proceso de internalizacion. Se activan los mecanismos de sefializacion
como los receptores Fc y los receptores de complemento para iniciar la fagocitosis,
después, la se lleva a cabo la reorganizacion del citoesqueleto de la actina y los
cambios en la membrana, lo que resulta en una depresion del area de la membrana
que toca la particula.

c) Formacion de fagosoma. Cuando los receptores fagociticos activan las vias de

senalizacion, se cambia la composicidon de la membrana y controlan el citoesqueleto
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de la actina, lo que resulta en la formacion de protuberancias de membrana para cubrir
la particula que se fusionan en el extremo distal creando el fagosoma, que es una
nueva vesicula que se pellizca de la membrana plasmatica de la particula ingerida.
d) Maduracion del fagosoma. El fagosoma transforma su composicion de membrana y
su contenido para convertirse en fagolisosoma. Esta etapa consiste en interacciones
de fusion y fision entre el fagosoma y las endosomas tempranas, después entre las
endosomas tardias y finalmente entre los lisosomas para convertirse en fagolisomas

y encargarse de degradar la particula ingerida (Uribe-Querol y Rosales 2020).

4.7.1 Macrdfagos y fagocitosis en la respuesta inmune innata.

Los macréfagos son células fagociticas esenciales que reconocen, internalizan y destruyen
patogenos y restos celulares, constituyendo una de las primeras lineas de defensa del
organismo. Este proceso de fagocitosises fundamental para la eliminaciéon de
microorganismos invasores, la presentacion de antigenos y la regulacion de la respuesta
inmune subsecuente. La fagocitosis en macrofagos se ve influenciada por multiples factores
fisicoquimicos y biomecédnicos del microambiente, como la rigidez del sustrato y las
tensiones mecanicas, que modulan su capacidad de ingestion y respuesta funcional. Ademas
de su papel tradicional en la captura y degradacion de particulas, los macrofagos utilizan
mecanismos asociados a cascadas de sefializacion y produccion de especies reactivas para
potenciar la eliminacion de patdgenos tras el reconocimiento por receptores de superficie.
Este papel central de los macrofagos en la fagocitosis subraya su importancia no solo en la
defensa contra infecciones, sino también en la modulacion de procesos inflamatorios y en la

interaccion con otros componentes del sistema inmunitario, lo que los convierte en objetivos
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clave tanto para comprender la respuesta inmune como para desarrollar estrategias

terapéuticas (Chen et al. 2023).

4.7.2 Células J774A.1

La linea celular J774A.1 se derivé del tumor de ascitis de un raton BALB/c/NIH hembra
durante un tratamiento inductor de plasmocitoma. Se ha utilizado en diversos estudios de
inmunologia y enfermedades infecciosas. Son una herramienta valiosa para estudiar la
funcién de los macrofagos, la sintesis de citocinas y la respuesta inmunitaria a diversos

antigenos y patogenos (Cytion, 2025a).

Tabla 2. Células J774A.1

Organismo Raton
Tejido Reticulo
Edad Adultos
Género Mujer
Tipo de célula Macrofagos

(Cytion, 2025a).

4.8 Herbolaria.

En las zonas rurales de los paises en desarrollo, aproximadamente el 25% de los
medicamentos utilizados se basan en la medicina herbolaria (Guo et al. 2020; Singer y
Bourauel, 2023). Esta situaciéon responde a multiples factores, entre ellos la limitada
accesibilidad a los servicios de salud, las barreras econoémicas y la fuerte presencia de
tradiciones culturales que favorecen el uso de remedios naturales. En el caso de México, las

enfermedades bucales representan un problema de alta prevalencia en comunidades rurales;
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sin embargo, los servicios odontoldgicos suelen ser costosos, de dificil acceso y, en muchos
casos, no son considerados una prioridad de atencion inmediata por parte de la poblacion.
Como consecuencia, estas comunidades optan por el uso de medicina alternativa para el
tratamiento de afecciones bucodentales, recurriendo principalmente a plantas medicinales

disponibles en su entorno (Cruz-Martinez et al. 2017).

La medicina herbolaria se fundamenta en el empleo de plantas completas, sus partes (hojas,
raices, tallos, flores) o extractos obtenidos mediante distintos procesos, con el objetivo de
prevenir, aliviar o tratar diversas enfermedades, incluidas las de origen bucal (Anushya et al.
2020; Moghadam et al. 2020; Singer y Bourauel, 2023). Este tipo de medicina no solo forma
parte del conocimiento tradicional transmitido de generacién en generacion, sino que en las
ultimas décadas ha cobrado relevancia en la investigacion cientifica, debido a la necesidad
de encontrar alternativas terapéuticas mas accesibles, seguras y efectivas. Su resurgimiento
también esta relacionado con el incremento en la incidencia de enfermedades infecciosas, el
desarrollo de resistencia bacteriana a los antibidticos convencionales, la aparicion de
infecciones oportunistas y el elevado costo de los tratamientos farmacologicos actuales

(Singer y Bourauel, 2023).

En este contexto, la utilizacion de extractos de plantas medicinales ha demostrado, en
diversos estudios, una eficacia clinica comparable e incluso superior en ciertos casos, ademas
de presentar menores efectos adversos en comparacion con algunos farmacos sintéticos. Esto
se atribuye principalmente a la presencia de metabolitos secundarios, compuestos bioactivos
producidos por las plantas como resultado de su metabolismo. Estos incluyen esteroides,

alcaloides, compuestos fenolicos, lignanos, carbohidratos y glucésidos, entre otros. Dichos
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metabolitos poseen una amplia variedad de propiedades biologicas, tales como actividad
antimicrobiana, antiinflamatoria, antifngica, antioxidante, antialérgica e incluso
anticancerigena, lo que los convierte en candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos

agentes terapéuticos en el ambito odontoldgico (Arumugam et al. 2020; Tran et al. 2020).

4.8.1 Clinopodium mexicanum.

Clinopodium mexicanum pertenece a la familia Lamiaceae (Martinez-Gordillo et al. 2017),
en México se le conoce también como poleo, poleo verde y toronjil de menta (Alvarado et
al. 2020; Estrada-Reyes et al. 2010). Es un arbusto aromatico, el tallo estd cubierto de
tricomas, sus hojas son ovadas con hojas de margen serradas o serruladas, tiene flores
solitarias en las axilas de las hojas superiores. El caliz mide hasta 6 mm de longitud y tiene
forma de tubo con 13 venas evidentes y con un anillo de pelo en el interior, y el apice se
divide en cinco pequenas. La corola es roja o naranja con una forma tubular y mide de 2.2 a
3.4 cm de longitud. Esta ligeramente arqueado, se extiende hacia el apice, se divide en dos
labios; el labio superior esta erecto y el inferior se divide en tres 16bulos. Tiene cuatro
estambres, dos de los cuales son més largos (Alvarado et al. 2020; Epling y Jativa, 1966;

Standley, 1922).

Datos geograficos. Clinopodium mexicanum es una especie nativa de México, ubicada en los
estados de Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San
Luis Potosi y Veracruz (Martinez-Gordillo et al. 2017; Villasefior, 2016), se encuentra

principalmente en regiones de clima templado subhtimedo (Alvarado et al. 2020).
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Compuestos activos. En 1978 se report6 que el aceite esencial de poleo presentaba acetato de
mentilo (34.3%), mentol (4.2%), mentona (42.5%), pulegona (5.5%) y limoneno (13.5%).
Asi mismo, se ha reportado que dentro de los principales compuestos del aceite esencial eran
el el pulegon, la piperitona y la d-carvona (Alvarado et al. 2020) y la presencia de flavonoides

libres y glucosilados (Opalchenova y Obreshkova, 1999).

Propiedades. Clinopodium mexicanum se utiliza en la medicina tradicional se han utilizado
como remedio para las enfermedades nerviosas, para inducir el suefio y como agente sedante
y analgésico, para tratar las dolencias reproductivas gastrointestinales y femeninas y para la
preparacion de aperitivos y bebidas digestivas debido a su agradable sabor. Las maceraciones
se utilizan como anestesia topica para el reumatismo (Alvarado et al. 2020; Estrada-Reyes,

2010; Garcia, 1982).

Identificacion taxonomica:
e Reino: Plantae
e Divisioén: Angiospermas
e Clase: Eudicotiledoneas
e Orden: Lamiales
e Familia: Lamiaceae
o Subfamilia: Nepetoideae
e Tribu: Mentheae
e Subtribu: Menthinae
e Género: Clinopodium

e Especie: Clinopodium mexicanum (Benth.) Govaerts (Selina Wamucii, s.f.).
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Figura 1. Clinopodium mexicanum.

4.8.2 lllicium verum.

lllicium verum, cominmente denominado anis estrella, es un arbol o arbusto perenne,
densamente ramificado, que puede alcanzar entre 8 y 15 m de altura y pertenece a la familia
Schisandraceae. La corteza de esta especie presenta tonalidades que van del blanco al gris
claro. Sus hojas, de color verde claro, son alternas, coridceas y de forma lanceolada, con una
longitud aproximada de 6 a 12 cm, y se localizan principalmente en los extremos de las ramas.
Las flores son solitarias, bisexuales y muestran coloraciones que varian entre blanco-
amarillento y verdoso, con didmetros que oscilan de 1 a 7 cm; pueden aparecer aisladas o
agrupadas en pequenos racimos. El fruto es caracteristicamente estrellado y estd compuesto
por 6 a 10 foliculos en forma de capsula, cada uno de los cuales contiene una pequefia semilla
de color marron. Estas semillas son ovoides y presentan una superficie lisa y brillante. Todas

las partes del fruto se distinguen por su aroma intenso y caracteristico.

Datos geograficos. La especie se puede encontrar en habitats naturales en el sureste de China
y Vietnam. Sin embargo, se cultiva también en Marruecos, India, Filipinas, Espana, Francia

e Italia (Sharafan et al. 2022).
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Compuestos activos. Los principales compuestos quimicos presentes en //licium
verum corresponden a diversas clases de metabolitos secundarios, entre las que destacan
fenilpropanoides, flavonoides, neolignanos, monoterpenoides y sesquiterpenoides. El
componente predominante del aceite esencial obtenido del fruto es el fenilpropanoide trans-
anetol, considerado el principal responsable de sus propiedades biologicas. Ademas del trans-
anetol, el aceite esencial contiene otros compuestos en menores proporciones, como estragol
(p-alil anisol o metil chavicol) (~2 %), limoneno (~2 %) y cis-anetol (~0,5 %). También se
han identificado diversos monoterpenoides —entre ellos a-pineno, p-cimeno, eugenol,
linalool, camfeno, B-mirceno, trans-ocimeno, terpineno-4-ol, a-terpineol, y-terpineol,
terpinol y y-terpineno— asi como sesquiterpenoides como trans-o-bergamoteno, o-copaeno,
cubebeno, cipereno, (+)-9-epiledeno, B-elemeno, a-felandreno, foeniculina, a-cariofileno, 3-
cariofileno y o-muuroleno. De manera adicional, en /. verum se han detectado otros
compuestos volatiles y aromadticos, entre ellos p-anisaldehido, 2-(1-ciclopentenil)-furano,
tiocianoacetato de isobornilo y trans-calcona. En conjunto, los compuestos activos de esta
especie incluyen monoterpenoides, lignanos, fenilpropanoides, sesquiterpenoides,
flavonoides y otros metabolitos volatiles. Asimismo, se ha reportado la presencia de
compuestos amargos, taninos y aceites esenciales como limoneno, trans-anetol, -felandreno,
a-pineno, farnesol, a-terpineol y safrol, los cuales contribuyen a su perfil fitoquimico y a sus

actividades biologicas (Sharafan et al. 2022; Singh y Verma, 2024).

Propiedades. Ademas de su uso como especia culinaria, el anis estrellado (/l/licium verum)
constituye un componente importante de la medicina tradicional china y es ampliamente
reconocido por sus efectos antivirales. Esta especie vegetal es la principal fuente natural

de &cido shikimico, molécula precursora utilizada en la sintesis de oseltamivir (Tamiflu®),
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un farmaco antiviral empleado para el tratamiento de la influenza A y B. Mas alld de su
potencial antiviral, el anis estrellado presenta un amplio espectro de propiedades bioldgicas.
Entre ellas se incluyen actividades antioxidantes, antimicrobianas, antibacterianas,
antifungicas, antihelminticas e insecticidas, asi como efectos secretoliticos, expectorantes,
espasmoliticos, sedantes y estrogénicos. También se le han atribuido propiedades
antinociceptivas, antiinflamatorias, gastroprotectoras, antidiabéticas y antidiarreicas, ademas
de efectos estimulantes del sistema inmunoldégico y promotores del crecimiento del cabello

(Zhu et al. 2024; Patra et al. 2020).

Identificacion taxonomica:
e Reino: Plantae
e Division: Magnoliophyta (Angiospermas)
e Clase: Magnoliopsida
e Orden: Austrobaileyales
e Familia: Schisandraceae
e Género: Illicium

e Especie: Illicium verum Hook. f. (Royal Botanic Gardens, s.f.).

Figura 2. lllicium verum.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diseiio del estudio.

El presente estudio corresponde a un disefio experimental, comparativo, longitudinal y
prospectivo, en el cual se evaluaran los efectos de los extractos metandlicos de Clinopodium
mexicanum ¢ Illicium verum en diferentes momentos y condiciones, permitiendo analizar y

comparar los resultados obtenidos a lo largo del tiempo bajo condiciones controladas.

5.2 Variables.

Para la investigacion planteada, se establecen como variables independientes los extractos
metanolicos de Clinopodium mexicanum e Illlicium verum, estas variables se manejan en una
escala de medicion nominal, determinada por la presencia o ausencia de principios activos.
Por otra parte, las variables dependientes corresponden a los efectos bioldgicos evaluados in
vitro. En primer lugar, se analiza el efecto antibacteriano, medido en una escala de intervalo
a través de los halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans 'y Streptococcus sobrinus,
expresados en milimetros, asi como mediante el porcentaje de efecto inhibitorio relativo.
Asimismo, se evaltia el efecto hemolitico in vitro, el cual se mide en una escala ordinal
considerando la actividad hemolitica en funcién de la concentracion (mg/ml) y el porcentaje
de hemolisis. De igual manera, se determina el efecto citotoxico in vitro, evaluado mediante
una escala ordinal a través del indice de citotoxicidad (ICso) en células 3T3. Finalmente, se
incluye el efecto fagocitico in vitro, medido en una escala discreta como el nimero de

bacterias fagocitadas por macrofago (Tabla 3).
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Tabla 3. Tipos de variables.

Tipo de variable Variable Escala de medicion Definicion conceptual

. Sustancia obtenida por extraccion
Extracto metandlico

Nominal: positivo o negativo a de la planta Clinopodium
de Clinopodium ] o .
presencia de principios activos mexicanum con el solvente
mexicanum
Variables metanol.
independientes
. ) o ) Sustancia obtenida por extraccién
Extracto metanolico Nominal: positivo o negativo a
. Lo . de la planta Illicium verum con el
de lllicium verum presencia de principios activos
solvente metanol.
De intervalo: halos de inhibicion sobre ) )
. . Capacidad de evitar el
Efecto antibacteriano S. mutans y S. sobrinus (mg/ml) y o
) o crecimiento o muerte de
in vitro porcentaje del efecto inhibitorio )
. bacterias.
relativo.
Efecto hemolitico in  Ordinal: actividad hemolitica (mg/ml) Destruccion de grandes
vitro y porcentaje de hemolisis. cantidades de globulos rojos
Variables
dependientes

Efecto citotoxico in  Ordinal: indice de citotoxicidad (ICsp) Evaluacion del dafio a las células

vitro en células 3T3. o los tejidos.
Efecto fagocitico in Discreta: nimero de bacterias Capacidad de los macrofagos para
vitro fagocitadas por macrofago. internalizar y digerir bacterias.

5.3 Descripcion de procedimientos.

5.3.1 Identificacion taxonomica del material vegetal.

La planta de Clinopodium mexicanum se obtuvo en local de supermercados de Matehuala,
San Luis Potosi, mientras que ///icium verum se adquiri6 en un local de supermercados de

Sorona (Figura 3).
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Para la realizacion de este estudio se empled la parte aérea de Clinopodium mexicanum,
mientras que en el caso de Illicium verum se utilizé el fruto seco. Un ejemplar de cada
material vegetal fue entregado para la identificacién taxondmica en el herbario de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (FCB-UANL), con el
proposito de verificar que correspondiera a las especies vegetales objeto de investigacion en

el proyecto.

Figura 3. Material vegetal.

Clinopodium mexicanum

5.3.2 Obtencion de los extractos metandlicos por maceracion en frio.

Para la obtencion de los extractos metandlicos de Clinopodium mexicanum e Illicium
verum se empled la técnica de maceracion en frio. Se procedié a macerar el material vegetal;
se pesaron 100 g en una balanza analitica y se transfirieron a un matraz. Se afiadieron 550 ml
de metanol (MeOH) como solvente para la primera extraccion, se sell6 el matraz con papel
filtro y se cubrid con papel aluminio para evitar la exposicion a la luz, previniendo posibles
efectos por fotosensibilidad del material vegetal. Posteriormente, los matraces se colocaron
en un agitador tipo Shaker a 30 rpm a temperatura ambiente durante 24 horas. El liquido
obtenido se filtr6 mediante un embudo con papel filtro de poro abierto, recolectando

unicamente el filtrado. Se realiz6 una segunda extraccion del material vegetal, agregando 500
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ml adicionales de MeOH como solvente, y el liquido filtrado se transfirié a un Rotavapor

(Heidolph® Rotary Evaporator, Laborota 4010) para separar el solvente del extracto,

realizando ciclos de 110 ml a 100 rpm a 23 °C durante 40 minutos. El extracto concentrado

se coloco en un horno de secado a temperatura ambiente, protegido de la luz, durante 48

horas para asegurar la eliminacion completa del solvente residual. Una vez seco, se peso el

extracto en una balanza analitica para determinar la masa final en gramos. Se calcul6 el

porcentaje de rendimiento del extracto mediante la siguiente formula:

% Rendimiento del extracto =

Masa final (g)

Masa inicial (g)

x 100

Finalmente, los extractos se conservaron refrigerados a 4 °C, protegidos de la luz (Figura 4)

(Azwanida, 2015; Cardenas-Garza et al. 2021; Elizondo-Luévano et al. 2022).

Figura 4. Proceso de obtencion de los extractos metandlicos.
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5.3.3 Caracterizacion fitoquimica de los extractos.

El perfil fitoquimico del material vegetal se realiz6 mediante métodos quimicos para la
identificacion de grupos funcionales (Figura 5). En estas determinaciones, la presencia de los
compuestos se evalud de manera cualitativa, clasificandose como ligeramente positivo (+),
moderadamente positivo (++), altamente positivo (+++), o negativo (—), de acuerdo con la
intensidad del color observado (Dubale et al. 2023). Los grupos de compuestos se analizaron
mediante las siguientes pruebas: Liebermann-Burchard, hidroxido de sodio al 10%, Baljet y
acido sulfurico en una placa de porcelana, asimismo, se llevaron a cabo las pruebas de
Shinoda, prueba de la espuma, cloruro férrico, Antrona y Dragendorff en tubos de ensayo,
siguiendo las descripciones detalladas en la Tabla 4 (Cardenas-Garza et al. 2021; Delgado et

al. 2020; Guillén-Meléndez et al. 2021).

Figura 5. Reacciones colorimétricas en extractos metandlicos de C. mexicanum e I. verum.

Extracto diluido Hijos del extracto Pruebas Libermann Burchard, Pruebas Quinonas y Padres del extracto Pucbra Antrona
con etanol Cumarina y Baljet Saponinas para prueba Shinoda
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Tabla 4. Pruebas quimicas colorimétricas.

Prueba
. Metodologia Fitoquimicos Reaccién positiva
quimica
) 2 gotas del reactivo (una gota de 4acido sulftrico a
Liebermann ) . Esteroles Violeta-morado
una mezcla de 1.0 ml de anhidrido acéticoy 1.0 ml . .
Burchard Triterpenos Rojiza
de cloroformo)
. . 2 gotas de una solucién acuosa o alcoholica dando
Hidroxido de . . .
) un color amarillo o anaranjado que desaparece al Cumarinas -
sodio al 10%
agregar 2 gotas de HCl al 10%
Solucién A: 1 g de 4cido picrico en 100mL de
. etanol)
Baljet . . . . Sesquiterpenlactonas ~ Naranja-rojo oscuro
Solucion B: 10 g de hidréxido de sodio en 100 ml de
agua)
Acido sulfarico 2 gotas de 4cido sulfurico concentrado Quinonas Rojo
Formacion de
Prueba de la ) )
2 gotas de agua destilada sobre el extracto. Saponinas espuma densa y
espuma
estable
) Limaduras de magnesio y unas gotas de acido ) Rojo
Shinoda Flavonoides
clorhidrico Verde-violeta
) 2 gotas de la solucion de cloruro férrico en agua al )
Cloruro férrico Taninos Oscuro
2.5%;
3 gotas del reactivo (1g de alfa naftol en 100 ml de
. L Formacion de anillo
etanol al 95% y se agita, después se inclina el tubo y .
Antrona ) . . Carbohidratos azul-verdoso en la
se depositan 2 ml de 4cido sulfiirico concentrado por .
interfase.
la pared.
Solucion A: 0.85g de nitrato de bismuto, 10 ml
acido acético glacial y 40 ml de agua. . . .
Dragendorff Alcaloides Rojo-naranja

Solucion B: 8 g de yoduro de potasio y 20 ml de

agua.

(Trevifio-Garza et al. 2023)

5.3.4 Preparacion del inoculo bacteriano.
Activacion de los microorganismos. Las bacterias de S. mutans y S. sobrinus ATCC, fueron
proporcionadas por el laboratorio de microbiologia oral de la Facultad de Odontologia de la

UANL. La activacion se realizoé en una campana de flujo laminar, inoculdndose 100 pl en 1
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ml de caldo de tripticaseina de soya, y colocando la mezcla en tubos Eppendorf sellados con

papel Parafilm. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Siembra por aislamiento. Se tomd una alicuota de indculo deS. mutansy S.
sobrinus previamente cultivada y se inocul6 sobre agar de tripticaseina de soya mediante la
técnica de aislamiento por estria. La superficie de la placa se dividi6 en tres zonas,
esterilizando el asa entre cada una de ellas para evitar contaminacion cruzada. Una vez

realizada la siembra, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Tincion simple. Se efectud la tincidon simple para la identificacion morfoldgica de las cepas
de S. mutans y S. sobrinus. Se tom6 una colonia aislada del agar con un asa estéril y se
dispersé sobre una laminilla portaobjetos con agua destilada estéril. La muestra se fijo
pasando la laminilla por la flama del mechero. Posteriormente, se afiadieron gotas de cristal
violeta sobre la muestra durante 1 minuto, se retir6 el exceso de colorante y se lavo con agua
destilada. La laminilla se sec6 mediante contacto con papel filtro Whatman n® 1 y, finalmente,

se observod la morfologia de las cepas al microscopio a 100x.

Escala de McFarland. Se tomaron colonias de S. mutansy S. sobrinus con un asa
bacteriologica y se diluyeron en tubos de ensayo con caldo de tripticaseina de soya,
incubandose a 37 °C durante 24 horas hasta alcanzar la densidad correspondiente a la escala

de McFarland (Figura 6).
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Figura 6. Preparacion del indculo.
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escala de McFarland.

5.3.5 Concentraciones de los extractos.

Se prepararon diferentes concentraciones de los extractos de Clinopodium
mexicanum € Illicium verum. Inicialmente, se elabor6 una solucién madre disolviendo 100
mg de cada extracto en 1 ml de metanol. A partir de esta solucion, se realizaron las siguientes
diluciones utilizando caldo de tripticaseina de soya: para obtener la concentraciéon de 80
mg/ml, se mezclaron 800 pl de la solucion madre con 200 pl de caldo; para la concentracion
de 70 mg/ml, se combinaron 700 pl de la solucion madre con 300 pl de caldo; y para la
concentracion de 60 mg/ml, se mezclaron 600 pl de la solucion madre con 400 pl de caldo

de tripticaseina de soya (Figura 7).

Figura 7. Concentraciones de los extractos metanolicos de C. mexicanum e 1. verum.

Clinopodium mexicamem Micium verum
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5.3.6 Actividad antibacteriana.

Se depositaron 100 pl del crecimiento bacteriano en cajas de agar de tripticaseina de soya,
realizandose la siembra por diseminacion para obtener un crecimiento confluente, y se dejo
secar durante 3 a 5 minutos. Una vez seco, se efectuo la difusion en disco mediante el método
de Kirby-Bauer. A continuacion, se colocaron discos de papel Whatman n°l de 6 mm de
didmetro impregnados con las concentraciones de los extractos de Clinopodium
mexicanum ¢ Illicium verum (60 a 80 mg/ml) en cada caja de agar. La inhibiciéon del
crecimiento bacteriano se compard con los controles, empleando caldo de tripticaseina de
soya como control negativo y clorhexidina al 0.12% como control positivo. Todas las cajas
se incubaron a 37 °C durante 24 horas, repitiéndose el procedimiento por triplicado.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se midieron los halos de inhibicion de S. mutans 'y S.
sobrinus, calculandose la media y la desviacion estandar. Finalmente, se determind el
porcentaje del efecto inhibitorio relativo que se interpreta como una actividad antibacteriana
alta cuando su porcentaje de inhibicion relativo es >70%, intermedia entre el 50-70% y baja
cuando es <50% (Figura 8), utilizando la siguiente férmula (Delgado et al. 2020; Ramirez y
Diaz, 2007; Cruz-Carrillo et al. 2010):

o X diametro halo del aceite
% inhibicion = —— —— x 100
X diametro halo del control positivo

Figura 8. Proceso para la evaluacion antimicrobiana mediante el método de Kirby-Bauer.
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5.3.7 Actividad hemolitica.

La actividad hemolitica in vitro se evalué mediante la técnica de inhibicion de hemolisis,
siguiendo los protocolos previamente descritos por Bomford (1980) y Yang et al. (2005).
Primeramente, se aplicé un consentimiento informado a la persona voluntaria y sana
conforme a lo establecido en la NOM-012-SSA3-2012 y la Declaracion de Helsinki de
la Organizacion Mundial de la Salud; después se obtuvo la sangre O+ de 30 ml, la cual se
recolecto en tubos con anticoagulante (K2 EDTA) (BD Vacutainer®, Becton Dickinson &
Company, Franklin Lakes, NJ, USA), la obtencién de muestra se realizé mediante puncioén
venosa por personal capacitado, utilizando material estéril y técnicas asépticas en apego a
la NOM-253-SSA1-2012. Posteriormente, los globulos rojos aislados se lavaron tres veces
con buffer salino de fosfatos (PBS, pH 7.0) y, posteriormente, se prepard una suspension de
eritrocitos al 5% en PBS estéril. Posteriormente, las concentraciones de los extractos
de Clinopodium mexicanum e Illicium verum (60 a 80 mg/ml) se afadieron a tubos de ensayo
de 2 ml junto con la suspension de eritrocitos al 5%. Como controles se emplearon agua
destilada, utilizada como control positivo de hemdlisis, y PBS, utilizado como control
negativo. Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en ausencia de luz vy,
posteriormente, se centrifugaron a 4 °C durante 5 minutos a 13,000 rpm. A continuacion, se
transfirieron 200 pl del sobrenadante de cada tubo a microplacas de 96 pozos de fondo plano,
y se midid la densidad optica de la hemoglobina liberada a 550 nm utilizando un lector de
microplacas. Todo el procedimiento se realizé por triplicado (Figura 9). Se calculo el

porcentaje de hemolisis para cada muestra mediante la siguiente formula:

% Hemblisis = (AbsTr) — (AbsC-) 100
P HETONSES = CbsC +) — (AbsC)
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Finalmente, para determinar diferencias estadisticas, se aplicd una prueba t para diferencia

de medias en muestras independientes, considerando un valor de p < 0.05 y un intervalo de

confianza del 95% (Figura 10) (Elizondo-Luévano et al. 2021; Elizondo-Luévano et al.

2022).

Figura 9. Microplaca con tratamientos y controles para evaluar la actividad hemolitica.
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Figura 10. Proceso para evaluar la actividad hemolitica mediante la técnica de inhibicion de

hemolisis.
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5.3.8 Citotoxicidad.

Para evaluar la citotoxicidad, se realizaron cultivos celulares en placas de 96 pocillos en
presencia de concentraciones crecientes de los extractos de Clinopodium
mexicanum ¢ Illicium verum (0.1-4 pL/mL) sobre células 3T3 (5 x 10”-4). El volumen final
de cada pocillo fue de 200 pL en medio de cultivo CRPMI 1640 (Gibco), pH 7, adicionado
con 10% de suero bovino fetal (Gibco) previamente inactivado y adicionado con una solucién
de antibidticos: penicilina a 5,000 UL/mL y estreptomicina a 5,000 pg/mL (Gibco), en una
proporcion de 5.5 ml por cada 500 ml de medio CRPMI. Se sembro una placa de 96 pocillos
transparente utilizando 5 x 10"-4 células por pocillo. La placa se incubd durante 24 horas a
37 °C, tras lo cual las células alcanzaron una confluencia del 70-80%. Se prepararon
soluciones stock de los compuestos a ensayar utilizando DMSO como disolvente, a una
concentracion tal que este no superara el 0.5% en la placa. Posteriormente, se colocé medio
de cultivo fresco en tubos Eppendorf estériles y se ajustaron las concentraciones de los
extractos. Se retir6 el medio de cultivo de la placa y se adiciono el compuesto ya disuelto en
medio de cultivo fresco, manteniendo un volumen final de 200 puL por pocillo. La placa se
incubd durante 24 horas a 37 °C en incubadora con 5% de CO». Se incluyeron los siguientes
controles: células con disolvente (DMSO) y MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol), células sin disolvente y con MTT, blanco de lectura (células con disolvente
y sin MTT), asi como células con el control positivo (clorhexidina al 0.12%). Tras el periodo
de incubacion, se observaron las células al microscopio y se evalud su vitalidad y morfologia.
Se retir6 el medio de cultivo y se preparo la solucion de MTT (0.1 mg/ml) en medio de cultivo
sin rojo fenol con 0.2% de glucosa (200 mg de MTT en RPMI. Se adicionaron 100 pL de
esta solucion en cada pocillo, mientras que en el blanco de lectura se colocaron 100 pL de

RPMI sin rojo fenol y sin MTT. Posteriormente, las placas se incubaron durante 3 horas a 37
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°C. Finalizado este procedimiento, se retir6 la solucion de MTT y se afiadieron 180 uL de
DMSO. La placa se agit6 durante al menos un minuto, y después de 30 minutos se realiz6 la
lectura de absorbancia a 540 nm. Finalmente, se calcul6 el porcentaje de citotoxicidad (Figura
11), con la siguiente formula (Delgado et al. 2020, Guillén-Meléndez et al. 2021):

. . (Abs de la muestra)
% Citotoxicidad = 100 — (Abs control) x 100

Figura 11. Proceso del ensayo de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT.

o~ | S
Células 3T3 + medio CRPMI Se retiré el medio de cultivo, Se retir6 el sobrenandante, Se retiré la solucion de MTT Se calculé el porcentaje de
+ Suero bovino fetal + se colocd el tratamiento y los se adicionaron 100 pL MTT y y se adicionaron 180 pL de citotoxicidad.
Penicilina 5000 Ul/mL + controles y se incubé a 37°C se incubd durante 3 horas a DMSO, se agito la placa en ) BT
Estreptomicina 5000 pg/mL, por 24 horas y 5% COs. 37°C. shaker por 1 min y se realizé o
se incubd a 37 °C por 24 la lectura de absorbancia a
horas. 540 nm.

5.3.9 Efecto fagocitico y supervivencia intracelular.

Para evaluar la actividad microbicida, se utilizaron macréfagos murinos J774A.1 cultivados
en DMEM alta glucosa suplementado con 10% de suero fetal bovino (37 °C, 5% CO.). Con
el fin de evitar interferencias con la infeccidn, los antibioticos se retiraron al menos 24 h antes
del ensayo. Las células se pre-estimularon durante 24 h con extractos de Clinopodium
mexicanum y/o Illicium verum a 60 a 80 mg/ml (vehiculo < 0.1% v/v), se lavaron dos veces
con PBS para eliminar extracto libre y se reemplazé el medio por DMEM sin antibidticos.
Como controles, se incluyeron pozos con medio (control negativo). Las monocapas se
infectaron con Streptococcus mutans o S. sobrinus (cultivados en BHI) a una relacion
aproximada bacteria:célula (MOI) de 10:1 y se incubaron 4 h a 37 °C para permitir la
fagocitosis. A continuacidn, se retird el sobrenadante, se lavo tres veces con PBS y se aplicéd
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el método de proteccion con gentamicina (100 pg/ml, 30 min) para eliminar bacterias
extracelulares, posteriormente se lavo dos veces con PBS para eliminar restos de antibidtico
y bacterias muertas. Posteriormente, para el indice de fagocitosis, las células se lisaron
inmediatamente con 50 pl de Triton X-100 al 0.1% (5 min), se realizaron diluciones seriadas
y se sembré en agar BHI; las colonias viables (CFU) se contaron tras 24 h de incubacién (37
°C, 5% COz). Para el indice de supervivencia intracelular, después del paso inicial con
gentamicina se afadido medio fresco con 10-20 pg/ml de gentamicina y los cultivos se
mantuvieron 24 h adicionales post-infeccion; posteriormente se procedi6 a la lisis, siembra
en placa y recuento de CFU como se describid anteriormente. El indice de fagocitosis se
expres6 como el porcentaje de bacterias intracelulares a 4 h respecto al inoculo, y la
supervivencia intracelular como el porcentaje de bacterias a 24 h post-infeccion (Figura 12).
Los experimentos se realizaron al menos en triplicado técnico por condicion y en tres réplicas
bioldgicas independientes; los datos se presentan como media + DE. El andlisis estadistico
se efectu6 mediante ANOVA de una o dos vias, segin correspondiera (factor extracto y/o
concentracion), seguido de pruebas de comparaciones multiples de Bonferroni y Tukey (o =
0.05) (Figura 13). Las manipulaciones bacterianas se efectuaron en condiciones BSL-2 con

equipo de proteccion personal adecuado (Bayer et al. 2021; Gonzéalez-Machorro et al. 2019).

Figura 12. Células de macrofagos J774A.1
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Figura 13. Proceso del ensayo de fagocitosis y supervivencia intracelular.
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5.4 Consideraciones éticas.

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley

General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud (Apéndice 1).

se anexa hoja de consentimiento informado (Apéndice 2).

terapéuticos y de rehabilitacion. Capitulo I Articulos 61-64.

hacia cualquier experimento con humanos.

integridad cientifica del estudio.

Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion II, investigacion con riesgo minimo,

Titulo tercero. De la investigacion de nuevos recursos profilacticos, de diagnostico,

Titulo tercero Capitulo II. De la investigacion farmacolédgica, Articulos 65-71.

Para minimizar riesgos, se realizaron pruebas de toxicidad in vitro antes de avanzar

Se promovi6 la transparencia en la publicacion de los resultados, manteniendo asi la
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5.5 Validacion de los resultados.
Se utilizo el programa estadistico de Excel.
e [Estadistica descriptiva: medidas de tendencia central (media, mediana, moda) y de
dispersion (desviacion estandar y varianza).
e Estadistica inferencial: prueba t de diferencia de medias para muestras independientes
considerando un valor p < 0.05 con 95% de confiabilidad y analisis de varianza
(ANOVA) de una via, se aplico seguido de pruebas de comparaciones multiples de

Bonferroni y Tukey (a = 0.05).
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6. RESULTADOS

6.1 Rendimiento de los extractos.

Se identificé taxondmicamente el material vegetal como Clinopodium mexicanum e Illicium
verum (Apéndice 3). El extracto metanolico de Clinopodium mexicanum presentd un
rendimiento de 17.27 g, correspondiente al 17.07% p/p. Por su parte, el extracto de Illicium

verum mostr6 un rendimiento de 11.95 g, equivalente al 11.81% p/p (Figura 14).

Figura 14. Extractos metanolicos de Clinopodium mexicanum e Illicium verum.

(B2 v 3 o
Clinopodium mexicanum licium verum

6.2 Caracterizacion fitoquimica de los extractos.

En el extracto metanoélico de Clinopodium mexicanum se evidencio la presencia, en orden de
mayor a menor intensidad de reaccion, de cumarinas, taninos, sesquiterpenlactonas,
flavonoides, carbohidratos, quinonas, esteroles y triterpenos. Por su parte, el extracto
metanolico de Illicium verum mostrd la presencia, también en orden decreciente,
de cumarinas, esteroles, triterpenos, sesquiterpenlactonas, quinonas, flavonoides, taninos,

carbohidratos y alcaloides (Tabla 5).
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Tabla 5. Pruebas quimicas colorimétricas de los extractos metandlicos de Clinopodium

mexicanum ¢ lllicium verum.

Pruebas quimicas Clinopodium mexicanum Hllicium verum
Libermann Burchard + ++
Hidroxido de sodio al 10% +++ +++
Baljet ++ ++
Acido sulfiirico + ++

Prueba de la espuma - -

Shinoda ++ +
Cloruro férrico +++ +
Antrona ++ +
Dragendorff - +

Resultado ligeramente positivo (+), moderadamente positivo (++), altamente positivo (+++), o negativo (—)

(Dubale et al. 2023).

6.3 Identificacion de bacterias.

A la observacion microscopica, Streptococcus mutans se identifico como cocos Gram
positivos tefiidos de color violeta intenso, los microorganismos presentaron morfologia
esférica uniforme, tamafio pequefio y agrupados en cadenas cortas caracteristico del
género Streptococcus. De manera similar, Streptococcus sobrinus mostrd6 cocos Gram
positivos con afinidad por el cristal violeta, observandose también en disposicion en cadenas

cortas o medianas (Figura 15).
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Figura 15. Visualizacién microscopica de S. mutans y S. sobrinus mediante tincion de cristal

violeta (100x).
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6.4 Actividad antibacteriana.

El extracto metandlico de lllicium verum presentd actividad antibacteriana frente
a Streptococcus mutans, evidenciada por la formacion de halos de inhibicion. A una
concentracion de 80 mg/ml, se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 10.2 mm (Figura
16). Este resultado fue comparable al observado con el control positivo, clorhexidina al 0.2%,
que mostrd un halo de inhibicion de 10.3 mm (Figura 18), lo que sugiere una actividad

antimicrobiana similar bajo las condiciones experimentales evaluadas.

Figura 16. Formacion de halos de inhibicion del extracto de /llicium verum contra S. mutans.
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Por otro lado, el extracto de /llicium verum mostrd un efecto inhibitorio dependiente de la

concentracion, observandose un incremento progresivo en la actividad antimicrobiana

conforme aumentaron las concentraciones evaluadas. El porcentaje de inhibicion relativo fue

considerado alto en las concentraciones de 80 mg/ml (98.7%), 70 mg/ml (94.2%) y 60 mg/ml

(90.6%) (Tabla 6), de acuerdo con los criterios de clasificacion reportados por Delgado et al.

(2020) y Cruz-Carrillo et al. (2010).

Tabla 6. Actividad antibacteriana del extracto I/licium verum contra S. mutans.

Tratamientos R1 R2 R3 x s %
80 mg/ml 10.2 10 10.3 10.2 0.2 98.7
70 mg/ml 10.1 9 10 9.7 0.6 94.2
60 mg/ml 10 9 9 9.3 0.6 90.6

C+ 10.3 10.3 10.3 10.3 0 -
C- 0 0 0 0 0 -

Media de la muestra (x); desviacion estandar de la muestra (s); porcentaje del efecto inhibitorio relativo (%);

Clorhexidina 0.2% (C+); Medio (C-).

De igual manera, el extracto metanolico de //licium verum evidenci6 actividad antibacteriana

contra Streptococcus sobrinus, manifestada mediante la presencia de halos de inhibicion. En

la concentracion de 80 mg/ml se registré un halo promedio de 10.5 mm (Figura 17), valor

ligeramente superior al del control positivo (clorhexidina al 0.2%), que present6 un halo de

10.2 mm (Figura 18). Estos hallazgos indican que, bajo las condiciones experimentales

establecidas, el extracto mostré una eficacia antimicrobiana comparable a la del agente de

referencia.
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Figura 17. Formacion de halos de inhibicion del extracto de 1. verum contra S. sobrinus.
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Asimismo, se observé un comportamiento dosis-dependiente, ya que la magnitud del efecto
inhibitorio aumentd conforme se incremento la concentracion del extracto. El porcentaje de
inhibicion relativo se clasificd como alto en las concentraciones de 80 mg/ml (102.5%), 70
mg/ml (99%) y 60 mg/ml (98.5%) (Tabla 7), seglin los criterios establecidos por Delgado et

al. (2020) y Cruz-Carrillo et al. (2010).

Tabla 7. Actividad antibacteriana del extracto /llicium verum contra S. sobrinus.

Tratamientos R1 R2 R3 X s %
80 mg/ml 10.2 10.7 10.7 10.5 0.3 102.5
70 mg/ml 10.1 10.1 10.2 10.1 0.1 99.0
60 mg/ml 10 10.1 8 10.1 1.2 98.5

C+ 10.2 10.2 10.2 10.2 0 -
C- 0 0 0 0.0 0 -

Media de la muestra (x); desviacion estandar de la muestra (s); porcentaje del efecto inhibitorio relativo (%);
Clorhexidina 0.2% (C+); Medio (C-).
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Figura 18. Formacion de halos de inhibicion del control positivo (clorhexidina al 0.2%)

contra S. mutans 'y S. sobrinus.

En base a todo lo anterior, la Figura 19 muestra el efecto del extracto de Illicium verum sobre
la inhibiciéon bacteriana de Streptococcus sobrinusy Streptococcus mutans, evaluado
mediante la medicion del diametro del halo de inhibicion (mm) a diferentes concentraciones
(60, 70 y 80 pg/ml), en comparacion con los controles. En el grupo control positivo (+),
ambos microorganismos presentaron halos de inhibicion cercanos a los 10 mm, confirmando
la actividad antimicrobiana esperada del agente de referencia. Por su parte, el control
negativo (-) no mostrd inhibicidn, validando la ausencia de actividad antimicrobiana. En
cuanto a los grupos experimentales, las concentraciones de 60, 70 y 80 pug/ml de Illicium
verum mostraron halos de inhibicién con valores promedio similares a los observados en el
control positivo para ambas cepas bacterianas. Sin embargo, el analisis estadistico indic6 que
no existen diferencias significativas entre los grupos tratados y el control. Por lo que, estos
resultados indican que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, el extracto de Illicium
verum no presenta un efecto inhibitorio significativamente diferente al control, manteniendo
una actividad antimicrobiana constante, pero sin evidenciar un efecto dosis-dependiente en

el rango de concentraciones analizado.
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Figura 19. Actividad antimicrobiana de [llicium verum sobre Streptococcus mutans y

Streptococcus sobrinus.
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ns: sin diferencia significativa vs. el control positivo (+): p > 0.05.

Respecto al extracto metanolico de Clinopodium mexicanum, este fue evaluado en
concentraciones comprendidas entre 60 a 80 mg/ml; sin embargo, no se observé formacion
de halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans ni Streptococcus sobrinus bajo las
condiciones experimentales establecidas, lo que indica ausencia de actividad antibacteriana

en el rango de concentraciones analizado.

6.5 Actividad hemolitica.

El extracto de Clinopodium mexicanum presentd un 13.3% de hemolisis en la concentracion
mas baja evaluada (60 mg/ml), mientras que Illicium verum mostré un 11.6% de hemolisis a
80 mg/ml (Tabla 8). De acuerdo con los criterios establecidos por Amin y Dannenfelser
(2006), los valores de hemolisis inferiores al 10% se consideran no hemoliticos, mientras que
aquellos superiores al 25% se clasifican como hemoliticos. Asimismo, Alonso-Geli et al.
(2015) sefialan que el 10% de hemolisis representa el valor maximo permisible dentro de los

limites normales de resistencia globular minima. En este contexto, dado que ambos extractos
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superaron el 10% de hemolisis, pueden considerarse con actividad hemolitica bajo las

condiciones experimentales evaluadas.

Tabla 8. Actividad hemolitica de los extractos Clinopodium mexicanum e Illicium verum.

Clinopodium mexicanum Hlicium verum
Tratamientos X s s? X s s?
80 mg/ml 17.4 1.9 3.7 11.6 1.9 3.5
70 mg/ml 10.1 1.4 2.1 15.4 1.5 23
60 mg/ml 133 0.1 0.0 17.7 1.9 3.5
C+ 100 0 0 100 0 0
C- 0 0 0 0 0 0

Media de la muestra (); desviacion estandar de la muestra (s); varianza (s2).

La Figura 20 presenta la evaluacién de la toxicidad de los extractos de Clinopodium
mexicanum € Illicium verum sobre eritrocitos humanos, medida como porcentaje de
hemolisis a concentraciones de 60, 70 y 80 pg/ml, en comparaciéon con el control positivo
(+). En el caso de Clinopodium mexicanum, se observaron niveles bajos de hemolisis,
presentando diferencias estadisticamente significativas en comparaciéon con el control
positivo (***p < 0.001). De manera similar, ///icium verum mostrd un perfil de toxicidad
reducido con porcentajes de hemolisis también bajos. El andlisis estadistico reveld que ambas
sustancias presentan diferencias significativas frente al control en todas las concentraciones
evaluadas, con niveles de significancia que oscilan entre *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p <
0.001, dependiendo de la concentracion y el extracto. Ambos extractos presentan un
comportamiento similar en cuanto a su baja actividad hemolitica, lo que sugiere una adecuada

biocompatibilidad a las concentraciones evaluadas.
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Figura 20. Evaluacion de la toxicidad hemolitica de Clinopodium mexicanum e Illicium

verum en eritrocitos humanos.
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Diferencias significativas vs. el control positivo (+): *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.

Asimismo, la Tabla 9 muestra la comparacion de las absorbancias obtenidas entre las
diferentes  concentraciones de los  extractos metanolicos  de Clinopodium
mexicanum e Illicium verumy el control positivo (C+), utilizado como referencia de
hemolisis maxima. En ambos extractos, las medias de absorbancia registradas en los
tratamientos fueron considerablemente menores que las observadas en el control positivo en
todas las concentraciones evaluadas (60, 70 y 80 mg/ml). Asimismo, el andlisis mediante
prueba t evidenci6 diferencias altamente significativas (p < 0.001) entre los tratamientos y el
control positivo. Estos resultados indican que, aunque los extractos presentaron actividad
hemolitica, el grado de hemolisis inducido fue significativamente inferior al generado por el
control positivo, lo que sugiere una actividad hemolitica baja o moderada y una posible

compatibilidad biologica en las concentraciones analizadas.
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Tabla 9. Absorbancias de los extractos C. mexicanum e 1. verum y control positivo.

Clinopodium mexicanum Hllicum verum
Media Media  Pruebat Media  Media Prueba t
Concentraciones
Tx C+ (Valor p) Tx C+ (Valor p)
80 mg/ml 0.635 1954 1.27627E-06 0.881 1.907  5.78021E-07
70 mg/ml 0.506  2.053 1.96819E-07 0.765 1.939  7.57831E-07
60 mg/ml 0.468  2.048 2.57178E-08 0.631 1.971  2.06358E-07

6.6 Indice de citotoxicidad.

En la Figura 21, se presenta el porcentaje de actividad mitocondrial de células 3T3 expuestas
a diferentes concentraciones de Clinopodium mexicanum (0.1-4 pl/ml). Los resultados
muestran que la viabilidad celular se mantuvo por encima del 50% en todas las
concentraciones evaluadas. La mayor actividad mitocondrial se observo a la concentracion
de 2 pl/ml, con valores cercanos al 90%, mientras que en el resto de las concentraciones los
valores oscilaron aproximadamente entre 58% y 75%. No se identificd una relacion dosis—
respuesta claramente dependiente dentro del intervalo de concentraciones analizado.

El valor de ICso estimado fue de 1.3831 pg/ml, lo que corresponde a la concentracion
necesaria para reducir la actividad mitocondrial al 50%. En conjunto, estos hallazgos
sugieren que Clinopodium mexicanum presenta baja a moderada citotoxicidad sobre la linea

celular 3T3 en las condiciones experimentales evaluadas.
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Figura 21. Porcentaje de citotoxicidad en células 3T3 por efecto de Clinopodium

mexicanum.
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En la Figura 22, se muestra el porcentaje de actividad mitocondrial de células 3T3 tratadas
con diferentes concentraciones de Illicium verum (0.1-4 ul/ml). Los resultados indican que
la viabilidad celular se mantuvo por encima del 70% en todas las concentraciones evaluadas.
La mayor actividad mitocondrial se registrd a la concentracion de 2 pl/ml, con valores
cercanos al 110%, lo que sugiere ausencia de citotoxicidad e incluso posible estimulacion
metabolica a esta dosis. En las demas concentraciones, la actividad mitocondrial se mantuvo
aproximadamente entre 75% y 98%, sin observarse una tendencia dosis-respuesta
claramente definida. El valor de ICso estimado fue de 1.3723 pug/ml. En conjunto, estos
resultados sugieren que [//icium verum presenta baja citotoxicidad sobre la linea celular 3T3

bajo las condiciones experimentales evaluadas.
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Figura 22. Porcentaje de citotoxicidad en células 3T3 por efecto de I/licium verum.
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6.7 Efecto fagocitico y supervivencia intracelular.

Los macrofagos preestimulados con el extracto de Clinopodium mexicanum en
concentraciones de 60, 70 y 80 mg/ml fueron desafiados con Streptococcus mutans. Se
evaluaron el indice de fagocitosis, expresado como el porcentaje de bacterias internalizadas,
y el indice de supervivencia intracelular, correspondiente al porcentaje de bacterias viables
24 horas posteriores a la ingestion. Los resultados se presentan como media + desviacion
estandar (DE). El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de comparaciones
multiples de Bonferroni con un nivel de significancia a = 0.05, donde los asteriscos indican
diferencias significativas respecto al control (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) (Figura

23).
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Figura 23. Efecto microbicida in vitro de macréfagos tratados con C. mexicanum frente a S.

mutans.
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Prueba de Bonferroni (a = 0.05); diferencias significativas vs. el control: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001.

De manera similar, los macrofagos preestimulados con Clinopodium mexicanum en el mismo
rango de concentraciones fueron desafiados con Streptococcus sobrinus a una multiplicidad
de infeccion (MOI) de 10:1. Se determinaron tanto el indice de fagocitosis como el de
supervivencia intracelular 24 horas después de la ingestion bacteriana. Los datos, expresados
como media + DE (n > 3), fueron analizados mediante ANOVA seguido de la prueba post-
hoc de Bonferroni (o = 0.05), observandose diferencias altamente significativas (***p <

0.0005) (Figura 24).

51



Figura 24. Efecto microbicida in vitro de macréfagos tratados con C. mexicanum frente a S.

sobrinus.
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Prueba de Bonferroni (o = 0.05); diferencias significativas vs. el control: ***p <(0.001.

En el caso del extracto de lllicium verum, los macrdéfagos pretestimulados (60, 70 y 80

mg/ml) y desafiados con Streptococcus mutans mostraron valores de fagocitosis y

supervivencia intracelular evaluados bajo las mismas condiciones experimentales. Los

resultados (media + DE, n > 3) se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la

prueba post-hoc de Bonferroni considerando significativas las diferencias con valores de *p

<0.05, ¥*p <0.01 y ***p <0.001 (Figura 25).

Figura 25. Efecto microbicida in vitro de macrofagos tratados con /llicium verum frente a S.

mutans.
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Prueba de Bonferroni (o = 0.05); diferencias significativas vs. el control: *p < 0.05, **p < 0.01.
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Asimismo, los macrofagos tratados con lllicium verumy desafiados con Streptococcus
sobrinus permitieron cuantificar el indice de fagocitosis (representado por barras negras) y
el indice de supervivencia intracelular (barras blancas). Los datos fueron expresados como
media = DE (n > 3) y analizados mediante ANOVA con correccion de Sidak (a = 0.05),

encontrandose diferencias significativas (**p < 0.01) (Figura 26).

Figura 26. Efecto microbicida in vitro de macréfagos tratados con /llicium verum frente a S.

sobrinus.
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Prueba de ANOVA con correccion de Sidak (o = 0.05): **p <0.01.

Por otro lado, al comparar el efecto de ambos extractos (Clinopodium mexicanum e Illicium
verum) sobre la supervivencia intracelular de Streptococcus mutans, se observo que los
macrofagos pretratados con concentraciones de 60, 70 y 80 mg/ml presentaron diferencias
significativas en el porcentaje de bacterias viables tras la fagocitosis. Los resultados (media
+ DE, n > 3) fueron analizados mediante ANOV A de dos vias (extracto X concentracion) con
prueba de Tukey, evidenciando diferencias altamente significativas respecto al control (***p

<0.001) (Figura 27).

53



Figura 27. Indice de supervivencia intracelular de S. mutans en macrofagos estimulados con

Clinopodium mexicanum vs Illicium verum.
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ANOVA de dos vias (extracto x concentracion) con Tukey; ***p < 0.001 vs. control.

Finalmente, en la evaluacion de la supervivencia intracelular de Streptococcus sobrinus bajo
las mismas condiciones experimentales, no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con ambos extractos en comparacion con el control. Los datos se expresaron
como media = DE (n > 3) y se analizaron mediante ANOVA con correccion de Sidak (o =

0.05) (Figura 28).

Figura 28. Indice de supervivencia intracelular de S. sobrinus en macrofagos estimulados

con Clinopodium mexicanum vs Illicium verum.
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7. DISCUSION

El presente estudio investigé la actividad antibacteriana, hemolitica, citotoxica y fagocitica
in vitro de los extractos de Clinopodium mexicanum e Illicium verum. Los resultados
obtenidos revelan una correlacion significativa entre la composicion quimica de los extractos

y sus diversos efectos potenciales.

En cuanto al porcentaje obtenido del extracto de Clinopodium mexicanum, este resultado es
consistente con investigaciones anteriores, como la de Estrada-Reyes et al. (2010), quienes
utilizaron la misma planta y técnica de obtencion, pero diferentes solventes, reportando
rendimientos de 3.65 g, 3.65% p/p para el extracto de hexano y 8.5 g, 8.5% p/p para el
extracto de acetato de etilo. Por otro lado, el rendimiento obtenido para el extracto de Illicium
verum puede considerarse moderado, ya que un estudio evalud la extraccién por maceracion
con diferentes solventes y reportd que el extracto metanolico de /llicium verum alcanzé un
rendimiento de 29.66%, siendo el mas alto en comparaciéon con agua (19.18%) y n-hexano
(11.54%), lo que confirma la influencia de la polaridad del solvente en la eficiencia de
extraccion (Idris et al. 2024). De manera complementaria, un estudio report6 que la obtencion
de polisacéaridos de Illicium verum mediante técnicas especificas alcanza rendimientos
cercanos al 5.14% (Alias y Shafie, 2024). Asimismo, la literatura indica que el metanol,
debido a su alta polaridad, favorece la extraccion de compuestos fendlicos, flavonoides y
taninos, los cuales estan estrechamente relacionados con ambas plantas (Idris et al. 2024). En
este sentido, se sugiere que variables como el tiempo de extraccion, la temperatura, la
relacion solido/solvente y las caracteristicas del material vegetal influyen de manera

significativa en la cantidad de los extractos recuperados.
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En el caso de Clinopodium mexicanum, se evidencio la presencia significativa de compuestos
bioactivos, entre ellos cumarinas, taninos, quinonas, flavonoides y antronas. Estrada-Reyes
et al. (2010) identificaron en el extracto acuoso de Clinopodium mexicanum mediante
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas con ionizacioén
por electrospray como principales metabolitos flavanonas glicosiladas, entre ellas la
neoponcirina, poncirina e isonaringina. Pérez-Ochoa et al. (2024) reportaron que sus
extractos hidrometanolicos e hidroetandlicos de Clinopodium mexicanum presentaron
actividad antioxidante evaluada mediante los ensayos de capacidad de captura del radical
ABTS y de poder reductor férrico, sugiriendo la presencia de compuestos fenolicos y
flavonoides en la especie, ya que este tipo de metabolitos secundarios se asocia cominmente
con la capacidad antioxidante. De igual manera, se ha reportado que en el
género Clinopodium se han identificado mas de ciento treinta metabolitos secundarios, entre
ellos flavonoides, saponinas triterpenoides, glucésidos diterpenoides, lignanos y
fenilpropanoides, sin embargo, la presencia de flavonoides y otros compuestos fendlicos
observada en el presente estudio refuerza el potencial antioxidante y antiinflamatorio
atribuido a especies de este género (Li et al. 2025). Respecto a lllicium verum, el perfil
fitoquimico del presente estudio se caracterizd por la presencia de cumarinas, esteroles,
triterpenos y sesquiterpenlactonas. No obstante, Zhu et al. (2024) sefialan que esta especie
posee un perfil fitoquimico mas amplio y complejo, dominado por metabolitos secundarios
volatiles y no volatiles, ya que, mediante analisis por espectrometria de masas acoplada a
desorcion térmica y cromatografia de gases, dichos autores identificaron que los
fenilpropanoides particularmente el anetol constituyen el componente mayoritario del aceite
esencial, junto con flavonoides, lignanos, terpenoides y otros compuestos fenolicos. De

manera consistente, otros estudios han confirmado la amplia diversidad de metabolitos
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secundarios en I. verum, incluyendo fenilpropanoides, flavonoides, lignanos, taninos y
sesquiterpenos, lo que respalda la complejidad quimica observada en la presente
investigacion (Yang et al. 2021). Asimismo, se ha demostrado que la maceracion con
solventes de distinta polaridad influye de forma importante en el perfil fitoquimico obtenido;
particularmente, el extracto metandlico tiende a concentrar mayores niveles de compuestos
fendlicos, taninos y flavonoides, lo que subraya la relevancia del solvente en la recuperacion
de metabolitos activos (Idris et al. 2024). En conjunto, estos antecedentes respaldan los
resultados de la caracterizacion fitoquimica cualitativa, evidenciando que tanto el extracto
metandlico de Clinopodium mexicanum como el de Illicium verum presentan una importante
diversidad de metabolitos secundarios, con predominio de cumarinas, compuestos terpénicos

y flavonoides.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el extracto metanolico
de Illicium verum posee actividad antibacteriana frente a Streptococcus
mutans 'y Streptococcus sobrinus, microorganismos estrechamente asociados al desarrollo de
la caries dental. Estos hallazgos son congruentes con la evidencia reciente sobre los
compuestos bioactivos derivados de 1. verum, Zhang et al. (2022b) reportaron que el acido
shikimico, un metabolito abundante de /. verum, posee la capacidad de inhibir la formacioén
de biopelicula de S. mutans, este efecto se atribuye a la reduccion en la sintesis de
exopolisacaridos, la modulacion de la transcripcion de genes relacionados con la formacion
de biofilm y la interaccion con la membrana celular bacteriana y sus proteinas, lo que provoca
dafio estructural, dichos efectos fueron observados en modelos de esmalte dental bovino. Por
otra parte, Atisakul y Saewan (2023) senalaron que el aceite esencial de lllicium

verum obtenido mediante hidrodestilacion no logré erradicar completamente a S. mutans, lo
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que sugiere que la eficacia antimicrobiana puede depender del tipo de extracto, la
concentracion empleada y la posible sinergia entre metabolitos. De forma complementaria,
Elchaghaby et al. (2024) informaron que las nanoparticulas de plata biosintetizadas con anis
estrella exhibieron alta actividad antioxidante y una notable inhibicion de S. mutans, con un
halo de 16 mm y una concentracién inhibitoria minima de 80 pg/ml. En concordancia con lo
anterior, Atazhanova et al. (2024) describen que ///icium verum pueden inhibir el crecimiento
y la formacion de biopelicula de Streptococcus mutans. Por otro lado, la evidencia publicada
sobre llicium verum se ha enfocado principalmente en S. mutans, observandose una limitada
exploracion frente a S. sobrinus, en consecuencia, los resultados del presente estudio
adquieren relevancia al proporcionar datos experimentales sobre esta especie, considerada
también un patégeno cariogénico importante. En base a lo anterior, la evidencia sugiere que
el extracto metanolico de Illicium verum representa una alternativa prometedora como agente
antimicrobiano frente a bacterias cariogénicas. En contraste, el extracto metandlico
de Clinopodium mexicanum no mostr6 actividad antibacteriana frente a S. mutans ni S.
sobrinus en el rango de 60 a 80 mg/ml, este hallazgo podria explicarse por diversos factores.
Botello-Ojeda et al. (2024) evaluaron la actividad antioxidante del aceite esencial
de Clinopodium mexicanum obtenido mediante hidrodestilacion, utilizando NaCl, CaCl. y
Tween 20 como aditivos, en donde los autores observaron que dichos aditivos influyeron
significativamente en la actividad antioxidante del aceite esencial. En conjunto, estos
antecedentes indican que la bioactividad de C. mexicanum depende en gran medida del tipo
de extracto y de las condiciones de obtencion, por lo tanto, la ausencia de actividad
antibacteriana observada en el presente estudio podria estar relacionada con el uso del
extracto metandlico y con la posible baja concentracion de metabolitos con efecto

antimicrobiano en las condiciones evaluadas.
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En el presente estudio, los extractos metanolicos de Clinopodium mexicanum e Illicium
verum mostraron porcentajes de hemolisis superiores al 10% en las concentraciones
evaluadas, lo que, de acuerdo con los criterios de Amin y Dannenfelser (2006) y Alonso-Geli
et al. (2015), sugiere la presencia de actividad hemolitica bajo las condiciones
experimentales. Estos resultados indican que, aunque la hemolisis observada no alcanza el
umbral de alta hemotoxicidad (>25%), si rebasa el limite considerado seguro para eritrocitos.
Se ha descrito que el aceite esencial de Clinopodium mexicanum contiene compuestos como
pulegona y mentona, metabolitos que podrian contribuir a efectos citotoxicos dependiendo
de la dosis (Botello-Ojeda et al. 2024) y respecto a [llicium verum, la evidencia sobre
hemolisis eritrocitaria también es escasa; la mayoria de los estudios se han enfocado en sus
propiedades antioxidantes, antivirales o antidiabéticas (Amtaghri et al. 2023). Estudios como
el de Yang et al. (2005) han demostrado que la hemolisis inducida por extractos vegetales
suele ser dependiente de la concentracion, observandose incrementos progresivos conforme
aumenta la dosis, por lo que, estos resultados sugieren que ambos extractos
presentan actividad hemolitica leve, por encima del limite fisiolégico aceptable, pero por

debajo de niveles considerados altamente hemotoxicos.

Los resultados indican que ambos extractos presentan baja a moderada citotoxicidad en la
linea celular 3T3; Clinopodium mexicanum mantuvo viabilidad >50%, mientras que /llicium
verum mostré menor citotoxicidad con viabilidad >70% en todas las concentraciones
evaluadas. Este comportamiento es consistente con estudios recientes en células
fibroblasticas, donde diversos extractos de origen natural han mostrado perfiles de baja
toxicidad y, en algunos casos, efectos citoprotectores o proliferativos en células normales, lo

que sugiere un potencial uso seguro en aplicaciones biomédicas (Farras et al. 2021). Estudios
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recientes han demostrado que ciertos extractos vegetales pueden favorecer la proliferacion
celular o reducir el estrés oxidativo en fibroblastos 3T3, promoviendo la viabilidad celular
incluso en condiciones adversas (Santoso et al. 2025). Asi mismo, investigaciones recientes
han demostrado que extractos vegetales ricos en compuestos fenolicos y aceites esenciales
pueden mantener una alta viabilidad en fibroblastos, lo que sugiere un adecuado perfil de
biocompatibilidad para aplicaciones biomédicas (Farras et al. 2021; Borges et al. 2022).
Adicionalmente, estudios sobre /llicium verum han reportado que esta especie contiene
compuestos bioactivos como anetol, flavonoides y otros fenilpropanoides con propiedades
antioxidantes, los cuales pueden contribuir a la proteccion celular y a la estabilidad de la
funcién mitocondrial (Wang et al. 2011). Por lo que, de acuerdo con otros estudios, la
interpretacion de los valores de ICso en células normales como fibroblastos 3T3 es
fundamental para determinar la biocompatibilidad de compuestos naturales, considerandose
deseable que estos no reduzcan significativamente la viabilidad celular en concentraciones
bajas (Riss et al. 2022). En este contexto, los resultados sugieren que Clinopodium
mexicanum ¢ Illicium verum presentan un perfil biolodgico favorable, con baja citotoxicidad
y posible efecto citoprotector, lo que respalda su potencial como fuentes seguras de

compuestos bioactivos.

Los resultados del presente estudio evidencian que los extractos de Clinopodium
mexicanum ¢ Illicium verum ejercen un efecto modulador sobre la fagocitosis y la
supervivencia  intracelular  de Streptococcus — mutans 'y Streptococcus — sobrinus en
macrofagos, lo cual sugiere una interaccion relevante entre los metabolitos vegetales y la
respuesta inmune innata. Este comportamiento dependiente de la especie bacteriana, del

extracto y de la concentracion coincide con la naturaleza multifactorial de los compuestos
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fitoquimicos presentes en ambas plantas. En el caso de Clinopodium mexicanum, la
modulacion observada podria explicarse por su riqueza en flavonoides y otros polifenoles.
Estudios recientes han confirmado que los extractos de esta especie contienen flavanonas
glicosiladas, 4cido rosmarinico y otros compuestos fenolicos con propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes (Garcia-Marin et al. 2026). Estos metabolitos son
conocidos por influir en la funcion de macréofagos, ya que los flavonoides pueden inhibir la
produccion de mediadores proinflamatorios y modular vias como NF-kB y MAPK en células
inmunes (Son et al. 2020; Zaragoza et al. 2020). En este contexto, la alteracion del indice de
fagocitosis observada frente aS. mutansy S. sobrinus podria reflejar un efecto
inmunomodulador més que un efecto bactericida directo. Por otra parte, el extracto
de lllicium verum también produjo cambios significativos en la fagocitosis y en la
supervivencia intracelular bacteriana. Este hallazgo es consistente con reportes recientes que
describen la capacidad de formulaciones basadas en I//icium verum para mejorar la respuesta
inmune en modelos animales inmunosuprimidos, evidenciando un efecto inmunoestimulador
del extracto (Milad et al. 2025). Estudios fitoquimicos recientes describen que los extractos
de Illicium verum contienen fenoles, flavonoides y terpenoides con actividades antioxidantes
y antiinflamatorias que participan en la regulacion de respuestas inmunes y de citocinas (Ling
et al. 2024). El analisis comparativo entre extractos frente a S. mutans mostrd diferencias
significativas en la viabilidad intracelular, lo que sugiere que los metabolitos presentes en
cada planta podrian afectar de manera diferencial los mecanismos de internalizacion y/o la
capacidad microbicida del macrofago. Este fendmeno ha sido descrito para diversos
polifenoles vegetales, los cuales pueden favorecer tanto la activacién como la regulacion de
la respuesta microbicida dependiendo de la concentracion y del contexto celular (Vieira et

al. 2025). Sin embargo, es relevante que frente a S. sobrinus no se observaran diferencias
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significativas en la supervivencia intracelular al comparar ambos extractos. Esto podria
indicar que esta especie bacteriana posee mecanismos de resistencia intracelular mas
eficientes o que la modulacion inducida por los extractos no alcanza a afectar los procesos
de eliminacion bacteriana en este modelo. Diferencias en la capacidad de evasion intracelular
entre especies de estreptococos han sido documentadas previamente y pueden influir en los
resultados de ensayos de fagocitosis (Metcalfe et al. 2023). En conjunto, los hallazgos del
presente trabajo sugieren que Clinopodium mexicanum e Illicium verum contienen
compuestos capaces de modular funciones clave de los macrofagos, particularmente la

fagocitosis y la supervivencia intracelular bacteriana.
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8. CONCLUSIONES

La presente investigacion permitid demostrar que los extractos metandlicos de Illicium
verum 'y Clinopodium mexicanum poseen propiedades biolodgicas relevantes con potencial

aplicacion en el ambito de la terapia oral complementaria.

Entre los hallazgos mas importantes, destacd particularmente /llicium verum por su
significativa actividad antibacteriana frente a Strepfococcus mutansy Streptococcus
sobrinus, microorganismos estrechamente relacionados con la etiopatogenia de la caries
dental y otras enfermedades bucales de alta prevalencia. Asimismo, este extracto mostré baja
citotoxicidad y una importante capacidad para modular la respuesta fagocitica de los
macrofagos, lo que sugiere un posible efecto inmunomodulador con aplicaciones preventivas

y terapéuticas en salud oral.

Por su parte, Clinopodium mexicanum también evidencid propiedades bioldgicas relevantes,
principalmente en la modulacion de la respuesta inmune; sin embargo, su comportamiento
citotdxico, que oscild de bajo a moderado, pone de manifiesto la necesidad de continuar
investigando sus mecanismos de accion y establecer rangos seguros de uso que permitan
optimizar su perfil terapéutico. En cuanto a la actividad hemolitica observada en ambos
extractos, este hallazgo no representa una limitante definitiva para su aplicacion clinica, sino
un parametro fundamental para orientar futuras investigaciones dirigidas al ajuste de

concentraciones y al desarrollo de formulaciones mas seguras.
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En conjunto, los resultados obtenidos permiten establecer que las propiedades biologicas
observadas estan estrechamente relacionadas con la presencia de metabolitos bioactivos
contenidos en ambas especies vegetales, los cuales constituyen la base de su potencial
terapéutico y biotecnoldgico. De esta manera, la caracterizacion fitoquimica y biologica
realizada aporta evidencia cientifica que respalda propiedades atribuidas tradicionalmente a
la herbolaria, favoreciendo la transiciéon del conocimiento empirico hacia propuestas

terapéuticas sustentadas metodologicamente.

Desde el enfoque cientifico, esta investigacion contribuye al fortalecimiento de la evidencia
experimental sobre el uso de plantas medicinales en odontologia, particularmente de especies
con limitada investigacion previa en el area bucodental. Asimismo, promueve una vision
interdisciplinaria que integra conocimientos etnobotanicos, microbiologicos e
inmunologicos, favoreciendo no solo la innovacion cientifica, sino también la preservacion
y revalorizacion de la herbolaria tradicional mexicana como fuente potencial de nuevos

agentes terapéuticos.

En el ambito social y de salud publica, los hallazgos de esta investigacion adquieren especial
relevancia debido a la elevada prevalencia de enfermedades bucales, particularmente la caries
dental, la cual continia afectando de manera desproporcionada a poblaciones con
limitaciones econdmicas y escaso acceso a servicios odontologicos. En muchas
comunidades, especialmente rurales o vulnerables, los tratamientos convencionales pueden
resultar inaccesibles por su costo, disponibilidad o continuidad terapéutica, lo que favorece
la persistencia de enfermedades bucales y sus repercusiones en la calidad de vida, la

alimentacion, el desempefio escolar y la productividad laboral. Los compuestos de origen

64



vegetal representa una oportunidad para impulsar el desarrollo de terapias complementarias
potencialmente mas accesibles, de menor costo y culturalmente cercanas a practicas
tradicionales ya utilizadas por la poblacion. Ademas, la validacion cientifica de la herbolaria
contribuye a disminuir la brecha entre el conocimiento tradicional y la medicina basada en
evidencia, promoviendo alternativas terapéuticas mas seguras, sustentables y socialmente
incluyentes. Por ello, esta investigacion fortalece la revalorizacion de la herbolaria como un
recurso con impacto social, capaz de contribuir en el futuro al disefio de estrategias
preventivas y terapéuticas complementarias en salud oral, orientadas a mejorar el acceso a la

atencion odontoldgica y favorecer una atencién mas equitativa para la poblacion.

Asi mismo, aunque los resultados obtenidos son prometedores, resulta indispensable
continuar con investigaciones complementarias que incluyan el aislamiento e identificacion
de los metabolitos activos responsables de los efectos bioldgicos observados, asi como la
evaluacion de concentraciones mas bajas que permitan disminuir o eliminar la actividad
hemolitica. De igual manera, se recomienda ampliar el estudio mediante ensayos
microbiologicos adicionales, modelos in vivo y estudios clinicos que permitan corroborar su
eficacia y seguridad en condiciones mas cercanas a la practica clinica, ademds de explorar el
desarrollo de formulaciones topicas como enjuagues bucales y geles. En consecuencia, este
trabajo establece bases cientificas solidas que respaldan el potencial de la herbolaria como
fuente de compuestos bioactivos con aplicacion odontoldgica, impulsando el desarrollo de
estrategias terapéuticas complementarias, innovadoras y con impacto social en el ambito de

la salud oral.
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Finalmente, se concluye que ambos extractos presentan un perfil biologico de seguridad
favorable, lo que sustenta su potencial como alternativas terapéuticas complementarias en
odontologia y establece bases cientificas solidas para continuar su investigacion y futura
aplicacion en el desarrollo de estrategias innovadoras, accesibles y biologicamente seguras

para la salud bucal.
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APENDICES

Apéndice 1. Carta de aprobacion de la investigacion por el comité de bioética.

R $PSI - 010613
FACULTAD DE QDOKTILOGIA Folio: 00391
COMITE DE ETICA EN INVESTICACION
‘——‘CWITEWBIUEHC‘ CONBIOETICA-19-CEI-001-20240417
Comision de Revision Bioética
Para: Dra. Myriam Angélica De La Garza Ramos
Fecha de recepcion:  Marzo 2026
Titulo: EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIBACTERIANQ Y DE SEGURIDAD

BIOLOGICA in vitro DE EXTRACTOS DE Clinopodium mexicanum £ lllicium verum.

Para:  Ameyalll Jocelyn Martinez Deigado

El presente es referencia para protocolo de investigacion mencionado en ia parte superior.

En la deliberacion de este comité, los procedimientos en dicha aplicacion conformada por las regias y
el reglamento del DHHS y de la FDA en relacion con los temas de uso humane. La aprobacion se
otorga durante un afio.

Como condicion para aprobar |a investigacion, el responsable de la investigacion debe de haber leido,
establecido y firmado el escrito adjunto de nuestro Documento Federal de Seguridad.

Ademas, &l responsable de la investigacion acuerda o sigulente
1. A dar informacion mediante un reporte de revision periddica, necesaria para la revision de
este protocolo par parte del comité, en intervalos apropiados para evitar el nesgo y asegurar
que el protocolo est4 siendo guiado con las recomendaciones y Ia supervisidn del comité, pero
dichos intervalos no deben tener mas de un afo desde su inicio.

2. Proveer al comité !a forma de! reporte periodico de revision, asi como el reporte final cuando
concluya su proyecto,

3. El uso como documento de consentimiento informado para este estudio, el reporte final
aprobado por el comité IRB impreso definiendo su periodo de aprobacion.

4. Reportar cualquier evento adverso relacionado con el estudic y que pudiera afectar la safud
mental y fisica de! paciente
5. Este estudio esté sueto a regisire durante este periodo de tiempo.
Los registros relacionados con las acciones del comité referentes a este protocolo estan en el archivo
en la oficina de Division de Estudios de Posgrado y de Investigacion de esta Facultad,
Facha de aprobacion Marzo del 2026
Pariodo aprobads: Marzo det 2027

Responsable de @ Investigacion Ora. Osvela Esmeralda Rodriguez Luls
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' Ora. Sanis Martha Lopsz Villarreal Ora. Margarita Reyna Maldonado

E.umwnnww

La squientz nformaciin describe las responsabildaces tomadas del Documeanta de archivo de MOltipls Seguridad, de 1s
Universicad Atdnoma de Nuevo Ledn, Facultad de Odonalogia. junio con la Ley Federal o Saud en Matena da
Investigecion para fa Salug (SS, 1887) ANEXO |

L=z aprobacion def profocolo e84 suela a estas reglas

al

b)

]

&

L.os investigadores declaran y aceptan su respensabilidad para |a proteocon de B darechos y el bienestar gel
humaro asi coma garantzar s integrdad

Los investgadoras que intenten involucrar investgaciones con humanes no estardn exantos de la aplicacidn de
nuesiras layes federaies y unhersitanas.

Los investigadores son responsablas de 0Jrgdr LA copia de la aprobacitn ded IR firmada, y o documento de
consentimientn de cads perodo e tiempo @ menos que & (RS efimine este requenmienta, Todos los
documentos de consentimiento firmados sema guardados en [a ofiona admnis¥rativa de investigacion.

Los investigadores reportaran con rapidez los cambios proputsios en fas activdades de invesSgacion
refacionados con humanos &l IRB.

Los nvastigadores son responsaties para reporiar el progreso de I3 investigacion a |z oficing administrativa de
vestigacon, tan @ menuda como 52 describe en s bases de nesgos cel IRB, paro no menos da una vez al
.

Ni el Investigador, ni asociados interinstitucionales. no institucionales en acuerdos ce
investigacién podran buscar para su beneficio oblencidn de creditos, la utilizacion de la
informacion de las intervenciones con el paciente que constituyan una violacion a fas garantias
de su atencién médica. sin |a aprobacion del IRB. Un médico debera proveer sequridad
ética/medica al paciente con |a revision y aprobacion del IRB, exigida por la ley.
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g) Los Investigadores deberan notificar al IRB, a la oficina de Investigacion Administrativa y 8 las
institucionas oficiales el Intento para la admision de material humano gue vayan a ser

utifizados en los protocolos de investigacion

Capitulo 1, capitulo 13. Prevalecera el criterio de respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos
y bienestar, por lo cual se soficitara a los pacientes su aprobacian voluntana,

Articulo 14. Fraccidn V. Se contard con el consentimeento informado y por escrito del sujeto de
investigacion, en este caso se sokcitard el consentimiento informado del paciente previe a la aplicacion

de los Instrumentos

Fraccién V1. Todas los estudios seran reafizados por profesionales de Ia salud con conocimiento
experiencia para cuidar a integrided del ser humano, bajo la responsabifidad de una insfitucion de

atencidn a la salud.

Fraccion VIl y VIl Se contasa con el dictamen favorable de la Comision de Investigacion y Biogtica
de ia Facultad de Odontologla de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn; | colecta de los datos se

realizara solo cuando se cuente con dicha autotizacion.
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Articulo 16. Se protegerd |a privacidad del sujeto investigado. ya que no se soficitars identificacin.

Articulo 17. Fraccion | Esta investigacion (es) debe de considerarse como riesgo minime.

Articulo 18 y 21. Pare considerar existente el consentimiento informado det sujeto de investigacion
recibira una explicacion clara y completa de lo sigulente:

1)

8

Justificacion de los objetivos de investigacion.

Los procedimientos Que vayan & usarse y su propdsito, incluyendo |3 identificacion de los
procedimientas que son experimentaies

Las molestias o riesgos esperades.

Los beneficios que pueda obtener,

Los procedimientos aiternativos que pudieran ser verificados por el sujeto.

La garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracién de los procedimiantos,
riesgos, beneficios y otros asunios relacionados con a la investigacion en el iratamiento del
sujeto.

La fibertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el
estudio, sin que por ello creen perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento.

La seguridad de que no se identificara al sujeto y se mantendra la confidencialidad de la
informacion relacionada con su privacidad

He leido y comprendido mis responsabiidades antes descritas.

Firma del Investigador Principal
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Apéndice 2. Consentimiento informado.

T T I PUTER e AT AR .

OUANL {@FO @.FQB

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRA SANGUINEA

Titulo del estudio:
Evaluacion del potencial antibacteriano y d¢ seguridad biologica i vitro de s de Clinogrod
i ¢ flicinm wrim

Objetivo del procedimiento:

Sdentificar ta actividad hemolitica de los extract Tiovs (e Climopodium mexicanum e filicivam verwn en
eritrocitos h § la secnica de inbibicion de hemdlisis:

Procedimiento:

Se le salicita su sutorizacion para ta obtencion e unn muestra de sangre venosa (aproximadamente 30 mL), la
cual serd recolectada por personal capacitado utilizando taterial estéril y desechable. La muestrs serd utilizada
exclusdvamente con fines de investigncion en ef ensayo de bemilisis i vitre

Riesgos y molestias:
Latoma de pucde ocasi lestiny leves coma dolor en el sitio de puncion, aparicion de hematoma
© mareo transitono. Estos riesgos son minkmos y simibares # bos de uns extrucoiln sunguines convencional.

Beneficios:
Usted no eocibird un beneficio directo por su participacion: sin embargo, su colaboracion comtribuird al avance
del somocimiento crentifico en ¢l drea de la salud

Confidencinlidad;
La infi ion oblenida serd confidencial ¥ s jark mediante codigon, sin revelar su identidad. Los datos
serhn wtilizados unicamente con fines academicos y de investigacion,

Participacion volentaria:
Su participacion es completamente soluntarin. Usted puede negdrse o pamticipar o retirarse e cuanlguier
mamento, sin que esto impligue ninguna convecuencia.

Conseatimiento:

DECLARO que he recibido informacion clara y suficiente sobre el estixlio. que se me han explicado los
procedimientos, nesgos y beneficios, § que todm mis dudas han sido resoeitas. For Jo tamo, acepio participar
e maners voluntania,

Investigadores: Jissell Alvarez Sandoval, Amevalli Jocelyn Mantinez Delgado,

Fechu: | cohubee 2025

Nombrey firma del participante: AMeyall Jocelyn Marhacs DEIgGdG 22

88



Apéndice 3. Certificados de identificacion del material vegetal.

L TN 0)

UNIVERSIDAD AUTONOMA DI NUEVO LEON FACULTAD D0 CIENCIAS I9OLOUNAS
DIPARTAMENTO N BOTANILA
HERBARIO DE LA TCN

Herbario FCB, UANL a 7 de febrero del 2024

A quien corresponda,

Por este medio me permito extender el siguiente certificado de identificacion a
Ameyalli Jocelyn Martinez Delgado cuya muestra fue identificada como: Clinopodium
mexicanum (Benth.) Govaerts, una herbdcea de la familia Lamisceae, nativa de los
bosques templados y matorrales del oriente de México. Presenta las siguientes
sinonimias: Calamintha ooxacana Fernald, Clinopodium ooxacanum (Fernald) Standl,,
Gardoquia helleri Peyr., Gardoquia mexicana Benth., Satureja mexicana (Benth.) Brig. Y
Satureja oaxacana (Fernald) Standl

Atentamente

?: tencl
s educacion
e - et — Come nstumerne
UNIVERSIDAD AUTO DE NUEVO LEON
N, PMQMUWLB-!W&\MMSUMGONGm.mLm cp
66445
8183204110, ext 8450
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA

HERBARIO DE LA FCB

Herbario FCB, UANL a 7 de febrero del 2024

A quien corresponda,

Por este medio me permito extender el siguiente certificado de identificacion a
Ameyalli Jocelyn Martinez Delgado cuya muestra fue identificada como: Illicium verum
Hook.fil., un drbol de la familia Illiciaceae, nativo del sudeste asidtico y exético en México.
Presenta las siguientes sinonimias: [llicium san-ki Perr. y lllicium stellatum Makino.

Atentamente

@ T
", excelencia
" s educacién
] cOmo Instrumaento

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
Av. Padro de Alba y Manuel L Barragdn s/n, Ciludad Universitavia, San Nicolds de los Gaza, Nueve Letn, CP

66455
8163294110, ext 6456
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Apéndice 4. Productos generados.

Int. J. Odontostomat.,
18(4):443-449, 2024.

Patogénesis e Inmunidad de Candida albicans
en la Mucosa Oral. Revision de la Literatura

Pathogenesis and Immunity of Candida albicans in the Oral Mucosa. Literature Review

Ameyalli Jocelyn Martinez Delgado'; Maria Argelia Akemi Nakagoshi Cepeda'; Sonia Martha Lopez Villarreal';
Laura Elena Villarreal Garcia'; Alejandra Montoya Rosales? & Osvelia Esmeralda Rodriguez Luis'

MARTINEZ, D. A. J.; NAKAGOSHI, C. M. A.A.; LOPEZ, V. S. M.; VILLARREAL, G. L. E.; MONTOYAR. A. & RODRIGUEZ,
L. O. E. Patogénesis e inmunidad de Candida albicans en la mucosa oral. Revisién de la literatura. Int. J. Odontostomat.,
18(4):443-449, 2024.

RESUMEN: Candida albicans es un hongo dimorfico, levaduriforme, comensal de la microbiota humana que se
encuentra en la superficie orofaringea. El objetivo de este trabajo fue analizar la literatura acerca de Candida albicans
desde el punto de vista odontolégico, epidemiologia, patogénesis, respuesta inmune y tratamiento. Se realiz6é una busqueda
de informacion en la base de datos de PubMed empleando los términos “Candida albicans”, en combinacién con “oral
epidemiology”, “pathogenesis”, “immune response”, “oral candidiasis” y “treatment”. Epidemiologia- En México, se reportd
que un grupo de 60 nifios con VIH/sida y otro grupo de 55 nifios con desnutricién, mostraron la frecuencia mas alta de
Candida spp con un 51,7 % y 38,2 %, respectivamente. La candidiasis oral se presenta especialmente en pacientes con
neoplasias malignas y sometidos a quimioterapia y/o radioterapia con una incidencia del 7 % al 52 % y asociada al uso de
protésis dental en un 15 % a 70 % de las personas. Candidiasis oral- La candidiasis pseudomembranosa aguda es la forma
mas comun de candidiasis oral, factores como la xerostomia, tabaquismo, prétesis orales, caries dental, diabetes y el
tratamiento de cancer aceleran el proceso de la formacion de candidiasis oral. Patogénesis- Los factores de virulencia de
Candida albicans como las adhesinas, la conversion morfogenética y la secrecién de enzimas son capaces de causar
enfermedad; la candidalisina es un péptido citolitico secretado por hifas de Candida albicans. Respuesta inmune- Como
parte de la inmunidad innata en las mucosas, las células epiteliales elaboran respuestas inmunitarias complejas que
discriminan entre los microbios comensales y patdégenos, incluido el Candida albicans. Tratamiento- Candida albicans ha
mostrado resistencia a los azoles. Evaluar la patogénesis e inmunidad de Candida albicans en la mucosa oral ayudara a
desarrollar estrategias preventivas y terapéuticas efectivas contra la candidiasis oral.

PALABRAS CLAVE: Candida albicans, inmunidad oral, respuesta inmune, hongo, candidiasis oral.

INTRODUCCION

Las especies de Candida son responsables de
la mayoria de las infecciones micéticas humanas, entre
las especies mas frecuentes se encuentran Candida
albicans, Candida glabrata, Candida auris, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis y Candida krusei
(Ponde et al., 2021). Candida albicans es un hongo
comun de la microbiota humana (Ponde et al., 2021),
se encuentra en las superficies de la mucosa oral,
gastrointestinal, genital humana y de la piel (Lopes &
Lionakis, 2022); es considerado un comensal
inofensivo en individuos sanos, sin embargo, varios
factores pueden conducir a su crecimiento excesivo 'y
causar una serie de complicaciones dentro del

huésped, desde infecciones superficiales localizadas
hasta candidiasis diseminada sistémica que pone en
peligro la vida (Ponde et al., 2021). Existe tres fases
biolégicas de Candida albicans, que son levadura,
pseudohidas e hifas. Las hifas, que representan una
fase importante en el proceso de la enfermedad,
pueden causar dano tisular al invadir las células
epiteliales de la mucosa y luego conducir a una
infeccién de la sangre (Chen et al., 2020).

Se estima que entre el 30 % y el 60 % de los
adultos sanos llevan especies de Candida dentro de
la cavidad oral (Hellstein & Marek, 2019). Candida

" Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Facultad de Odontologia, Nuevo Ledn, México.
2 Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud, Nuevo Leon, México.
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albicans es el principal agente causal de la candidiasis
oral, infeccién fungica oportunista que comunmente
afecta a la mucosa (Vila et al., 2020), las personas
con sistemas inmunitarios comprometidos, como las
personas seropositivas, los recién nacidos y los
ancianos, son susceptibles a la infeccién por Candida
albicans (Du et al., 2022). La comprensién de la
patogénesis e inmunidad de Candida albicans en la
mucosa oral es crucial para desarrollar estrategias
preventivas y terapéuticas efectivas contra la
candidiasis oral, especialmente en pacientes con
condiciones de salud comprometidas o que utilizan
algun tipo de protésis dental. El objetivo del estudio
fue evaluar la literatura acerca de Candida albicans
desde el punto de vista odontoldgico, epidemiologia,
patogénesis, respuesta inmune y tratamiento.

MATERIAL Y METODO

Se realizé una busqueda de informacion en la
base de datos de PubMed empleando los términos
“Candida albicans”, en combinacion con “oral

epidemiology”, “pathogenesis”, “immune response”,
“oral candidiasis” y “treatment”.

RESULTADOS

Epidemiologia: Candida albicans se encuentra en un
18,5 % a 40,9 % de la poblacion sana (Du et al., 2022).
Se encuentra en la mucosa oral del 30 % al 70 % de
los individuos sanos (Millet et al., 2020). La carga
general de candidiasis invasiva sigue siendo alta,
especialmente en personas vulnerables, como los
pacientes inmunodeprimidos y los ancianos (Quindés
et al., 2018). En México, se reportd que un grupo de
60 nifios con VIH/sida bajo terapia antirretroviral
altamente activa, y otro grupo de 55 nifios con
desnutricion, mostraron la frecuencia mas alta de
Candida spp con un 51,7 %y 38,2 %, respectivamente
(Gaitan-Cepeda et al., 2012), ademas, se ha
encontrado la presencia de Candida en un promedio
de 40 a 60 % de las proétesis, debajo de la superficie
de la protesis superior (Macera et al., 2017). Se ha
reportado una incidencia del 7 % al 52 % de candidiasis
oral en pacientes con neoplasias malignas de cabeza
y cuello, neoplasias hematopoyéticas, sometidos a
quimioterapia y radioterapia (Di Cosola, 2021). En
pacientes sometidos a radioterapia se encontr6 que
el recuento de Candida albicans aumenta
significativamente (Funahara et al., 2022). Ademas,
se ha reportado la presencia de Candida albicans en
la cavidad oral en los pacientes con carcinoma de
células escamosas orales (Makinen et al., 2018), otros

444

estudios reportan varias correlaciones entre Candida
albicans y la infeccioén por virus del papiloma humano
en la progresion del cancer oral en pacientes
pediatricos y adolescentes, en donde Candida albicans
puede producir carcinégenos como la nitrosamina o
promover el desarrollo de carcinoma oral (Muzio et
al., 2021), asi mismo, se ha mencionado una
coinfeccién con el virus del papiloma humano, el virus
de Epstein Barr y Candida albicans en la leucoplasia
oral y que podria estar asociada con cambios
displasicos (Erira et al., 2021). La prevalencia de
estomatitis de la dentadura postiza oscila entre el 15
% y mas del 70 % en las dentaduras postizas mal
ajustadas, aumentando la capacidad de Candida
albicans para colonizar tanto la dentadura postiza como
las superficies de la mucosa oral (Gendreau & Loewy,
2011). La hiposalivacién se asocié con una mayor
prevalencia de colonizacién oral de Candida, por lo
tanto, la hiposalivacion es un factor de riesgo para una
peor salud oral y la colonizacion oral de Candida en
ancianos dentados independientes (Buranarom et al.,
2020). La coinfeccion de Candida albicans y P.
gingivalis esta involucrada en la periodontitis activa
en personas de mediana edad y de edad avanzada
(Oka et al., 2022). En base a todo lo anterior, se puede
comprender que Candida albicans puede desarrollarse
en situaciones propicias, ademas estar relacionada con
diferentes enfermedades, no solo de la cavidad oral,
por lo que, es importante conocerlas para poder
prevenir o detectar a tiempo la enfermedad.

Candidiasis oral: Es una infeccién de la cavidad oral
provocada por Candida albicans, generalmente se
desarrolla en recién nacidos, ancianos, individuos con
enfermedades inmunocomprometidas como el VIH/
SIDA y asociada al uso cronico de esteroides y
antibidticos sistémicos. La candidiasis pseudo-
membranosa aguda es la forma mas comudn de
candidiasis oral (Taylor et al., 2023). Esta se presenta
formando placas blancas, suaves y ligeramente
elevadas, mas comunmente en la lengua y la mucosa
oral (R & Rafig, 2023). Factores como la xerostomia,
tabaquismo, protesis orales, caries dental, diabetes
y tratamiento de céncer aceleran el proceso de la
formacion de candidiasis oral (Patel, 2022). La
candidiasis orofaringea ocurre en hasta el 90 % de
los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (Pavlova & Sharafutdinov, 2020), por otro
lado, la candidiasis pseudomembranosa y la
candidiasis eritematosa se han reportado como las
mas comunes en pacientes seropositivos de los
paises del sudeste asiatico (Karajacob et al., 2022).
En cuanto a la poblacién pediatrica, se ha reportado
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la candidiasis pseudomembranosa oral como la
manifestacion clinica predominante en los pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (Rafat et al., 2021). Asi mismo, se reporté
que la xerostomia, la candidiasis oral y la disfagia
fueron las tres afecciones orales mas comunes en
pacientes terminales con tratatamientos paliativos
(Venkatasalu et al., 2020). Por otro lado, se encontré
que las personas con presencia de Candida spp.
tienen una mayor prevalencia de caries dental en
comparacion con las personas sin estos
microorganismos en la cavidad oral (Eidt, 2022).
Como odontolégos, es importante conocer la
enfermedad de candidiasis oral, ya que puede
presentarse en cualquier paciente, independien-
temente de la edad, para poder diagnodsticarla
oportunamente y tratarla de la manera mas adecuada
y efectiva para cada paciente.

Patogénesis: Candida albicans posee una habilidad
para causar enfermedad, debido a sus factores de
virulencia, como las adhesinas, la conversion
morfogenética del microorganismo de la fase
levaduriforme a la fase filamentosa, la secrecién de
enzimas como proteasas y fosfolipasas y la
inmunomodulacién de los mecanismos de defensa del
hospedero. La adhesion de Candida albicans a las
células epiteliales de la cavidad oral permite la
colonizacion, este proceso se da mediante
interacciones similares a las de una lectina, donde la
parte proteica de la mananoproteina tipo lectina de
Candida se une a un receptor con componentes de
carbohidratos en la superficie de las células del
huésped (Panizo & Reviakina, 2001). Se ha observado
que algunas cepas de Candida albicans son capaces
de catalizar la formacion de nitrosaminas a partir de
precursores de la saliva, por lo que se ha asociado a
lesiones precancerosas y cancerosas de la cavidad
oral como causa de cambios displasicos de la mucosa
oral debido a la produccién de nitrosaminas
enddgenas, a partir del nitrito sédico de la saliva y
ciertas aminas presentes en alimentos (Gili et al.,
2021). Por otro lado, la candidalisina es un péptido
citolitico descrito recientemente y secretado por formas
hifales patdgenas de Candida albicans y desempefia
un papel importante en la activacion de la inmunidad
antifungica innata durante la infeccion (Ho et al., 2021),
ya que contribuye en la defensa fungica al dafar las
membranas de las células inmunitarias, propor-
cionando una ruta de escape del entorno hostil del
fagosoma (Konig et al., 2020), ademas actua en la
activacion del inflamasoma y la induccién del dafio
celular y esta estrechamente relacionada con los

factores de virulencia de Candida albicans (Engku-
Nasrullah-Satiman et al., 2020). La patogénesis de
Candida albicans es un aspecto critico en el estudio
de enfermedades infecciosas, ya que esta levadura
es un patoégeno oportunista que puede causar
infecciones graves, la habilidad de Candida albicans
para adaptarse a diferentes entornos del cuerpo
humano y su capacidad de cambiar de forma, le
otorgan un gran potencial para invadir tejidos y evadir
la respuesta inmunitaria, por lo cual resulta necesario
comprender estos mecanismos de patogénesis para
desarrollar estrategias de prevencion y tratamiento.

Respuesta inmune: Los factores de virulencia
proporcionan factores inmunoestimuladores, activando
las células dendriticas y promoviendo la infiltracion y
activacion de las células T, por lo que, dirigirse a los
factores de virulencia puede reducir el riesgo de
desarrollo de resistencia en las infecciones por
Candida (Staniszewska, 2020). Como parte esencial
de la inmunidad innata en las mucosas, las células
epiteliales elaboran respuestas inmunitarias complejas
que discriminan entre los microbios comensales y
patégenos, incluido el Candida albicans (Pellon et al.,
2020). Candida albicans es capaz de remodelar su
pared celular en respuesta a las condiciones
ambientales para evadir los mecanismos de
eliminacion del huésped y establecer una infeccion en
nichos, como la mucosa oral. Los fagocitos
desempefian un papel clave en la eliminacién de
Candida albicans, que esta mediada principalmente
por las interacciones del patrén molecular asociado al
patoégeno y del receptor de reconocimiento del patrén
(Bojang et al., 2021). El reconocimiento entre los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y los
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP)
de hongos es el paso fundamental para iniciar una
respuesta inmune, ademas las células epiteliales y
endoteliales son barreras importantes para los agentes
de infeccion y tienen efectos indispensables en la
direccién de las respuestas antiflngicas y la interaccion
y la cooperacién entre los diferentes fagocitos
proporcionan una proteccién efectiva contra la
diseminacion de Candida albicans (Qin et al., 2016).
Los fagocitos residentes en el tejido, como los
macroéfagos y las células dendriticas, son cruciales
para mantener la homeostasis en las mucosas,
después de la formacién de hifas y la invasion de
Candida albicans, los neutréfilos y los monocitos se
reclutan rapidamente en el sitio de la infeccion para
mediar en la eliminacién del patégeno a través de
varias respuestas antifungicas (d'Enfert et al., 2021).
La alta infiltracion de leucocitos polimorfonucleares en

445

93



en la mucosa oral. Revision de la lteratura. /nt. J. Odontos(oma( 18(4): 443449 2024,

el lugar de la infeccion contribuye a un medio de bajo
nivel de oxigeno, por lo que, bajo privacion de oxigeno,
la infecciéon por Candida albicans alterd las respuestas
especificas de los leucocitos polimorfonucleares y no
fueron capaces de fagocitar, por lo que, la falta de
lanzamiento de una respuesta adecuada fue causada
por el enmascaramiento de la pared celular de Candida
albicans de p-glucano tras la exposicion a bajos niveles
de oxigeno, lo que impidio la deteccion de los patrones
moleculares asociados a patégenos por Dectin-1 en
las superficies de los leucocitos polimorfonucleares,
contribuyendo a la evasién inmune y a la mejora de la
supervivencia de los hongos (Lopes et al., 2018). En
la cavidas oral, la vagina y el intestino, Candida
albicans interacttia primero con las células epiteliales
y endoteliales locales. Las células epiteliales
generalmente actian como una barrera fisica pasiva
que impide que Candida albicans invada a través del
tejido subyacente. La integridad epitelial generalmente
se mantiene a través de uniones apretadas
(conexiones celulares interepiteliales) que sellan
efectivamente los espacios entre la superficie celular
y la lamina propia de la mucosa, y que también evita

la invasion intraepitelial de Candida albicans (Zaongo
et al., 2023). Otro estudio reporté que las
respuestas interleucinas (IL) 17 y células Th17 son
muy relevantes para mantener la integridad de la
barrera y prevenir las infecciones patdgenas por el
hongo comensal oral Candida albicans, por otro
lado, las respuestas aberrantes de IL-17 y células Th17
estan implicadas en la conduccion de la patogénesis
de la periodontitis (Gaffen & Moutsopoulos, 2020). Por
otro lado, en la cavidad oral, S. gordonii promueve el
crecimiento de hongos al proporcionar una fuente de
carbono a Candida albicans y, a cambio, Candida

albicans aumenta la probabilidad de que S. gordonii

pueda sobrevivir y persistir en la cavidad oral al reducir
la tensién de oxigeno y liberar factores de crecimiento
bacterianos derivados del metabolismo de los
nutrientes (Ponde et al., 2021). Para poder tratar la
enfermedad de la candidiasis oral, primeramente se
debe conocer como actua el sistema inmune frente a
la presencia del patogeno causante, en este caso
Candida albicans, por lo cudl, la patogénesis y la
inmunologia es importante para el abordaje correcto
del tratamiento (Fig. 1).
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Fig. 1. Patogénesis y respuesta inmune durante la invasién de la mucosa oral de Candida albicans.
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Tratamiento: Candida albicans ha demostraron
resistencia a los azoles (Chen et al., 2021). El aumento
de la resistencia a éstos farmacos y a las
equinocandinas por parte de las especies de Candida
es un problema cada vez mas grave en los entornos
clinicos de todo el mundo (Pristov & Ghannoum, 2019).
Sin embargo, estudios han reportado que la nistatina y
el miconazol son los medicamentos antifungicos tépicos
mas utilizados, son muy efectivos, pero necesitan un
largo tiempo de uso para erradicar la infeccién micética,
mientras que otras alternativas tépicas para la
candidiasis oral, son la anfotericina B o el clotrimazol,
los cuales no estan disponibles en muchos paises. Las
equinocandinas solo se pueden usar por via
intravenosa (Quindds et al., 2019). Se encontré que
en odontoldgos, la nistatina fue el agente antifungico
mas comunmente recetado, seguido del miconazol que
se prescribio para uso topico (Al-Shayyab et al., 2015).
Ademas se ha demostrado que la nistatina es el
medicamento mas sensible, mientras que el ketonazol
fue el farmaco mas resistente, seguido por el fluconazol
contra aislados orales de Candida (Ambe et al., 2020).
Por otro lado, se han reportado nuevas formas de
administracion de medicamentos orales para la terapia
antifungica, como los nanocoloides, nanoparticulas,
sintesis de nano-compuestos y disefio de plataformas
poliméricas para satisfacer la actividad antifungica
sostenida y la alta biocompatibilidad con la mucosa oral
(Anuta et al., 2022). Varios estudios reafirman que los
probiéticos son potencialmente efectivos para reducir
la morbilidad, mejorar los sintomas clinicos y reducir los
recuentos de Candida oral en la candidiasis oral (Hu
et al., 2019). Ya que, se ha reportado en estudios in
vitro que el consumo oral de Lacticaseibacillus
rhamnosus en ratones infectados con Candida
albicans aboli6 la region pseudomembranosa de la
lengua del ratén; también suprimié los cambios en los
niveles de expresion del receptor de reconocimiento
de patrones y los genes de la quimocina, llegando a la
conclusién que esta cepa probidtica tiene potencial
protector o terapéutico contra la candidiasis oral (Ito et
al., 2021). Asi mismo, la goma probiética-gellan es un
biomaterial prometedor y se puede utilizar como
sistema portador para promover la colonizacién oral
de probidticos que previenen la candidiasis oral, ya que
proporciona una liberacion de células de L.
paracasei durante 24 horas que fue suficiente para
inhibir el crecimiento de Candida albicans (Ribeiro et
al., 2020). Estudios mencionan la importancia del
desarrollo de nuevos medicamentos antifingicos y
mejores enfoques terapéuticos para la candidiasis se
puede lograr en un futuro préximo con un progreso
continuo en la comprensién de los mecanismos de la

patogénesis de la Candida (Mba & Nweze, 2020). Se
ha reportado en la literatura que existen diversos
efectos adversos a los antifungicos, por lo cual, la
busqueda de diferentes alternativas de tratamiento
para la candidiasis oral es de gran importancia.

CONCLUSION

Candida albicans es un hongo oportunista que
forma parte de la microbiota normal en la mucosa oral.
Sin embargo, bajo ciertas condiciones como
inmunosupresion, antibioterapia prolongada, uso de
protesis dentales y enfermedades sistémicas puede
desencadenar infecciones locales. Al conocer la
patogénesis de Candida albicans como los mecanismos
de colonizacion, invasién y virulencia, los odontolégos
pueden seleccionar terapias dirigidas especificamente
contra este patégeno, minimizando la resistencia
antifungica y optimizando los resultados del tratamiento.
La interacciéon entre Candida albicans y el sistema
inmunoldgico es crucial, ya que a través de la respuesta
inmune innata se detecta la presencia del hongo y se
activan mecanismos efectorios, como la liberacién de
citocinas proinflamatorias, por otro lado, la respuesta
adaptativa, mediada por células T, también contribuye a
la eliminacién del hongo. Es importante conocer y
comprender la patogénesis e inmunidad de Candida
albicans en la mucosa oral para asi poder desarrollar
estrategias preventivas y terapéuticas efectivas,
especialmente en pacientes con condiciones de salud
comprometidas.
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ABSTRACT: Candida albicans is a dimorphic, yeast-
like fungus, commensal of the human microbiota found on
the oropharyngeal surface. The objective of this study was
to analyze the literature regarding Candida albicans from the
dental point of view, epidemiology, pathogenesis, immune
response, and treatment. An information search was carried
out in the PubMed database using the terms “Candida
albicans”, in combination with “oral epidemiology”,
“pathogenesis”, “immune response”, “oral candidiasis” and
“treatment”. Epidemiology- In Mexico, it was reported that a
group of 60 children with HIV/AIDS and another group of 55
children with malnutrition showed the highest frequency of
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Candida spp with 51.7% and 38.2% respectively. Oral
candidiasis occurs especially inpatients with malignant
neoplasms and undergoing chemotherapy and/or
radiotherapy with an incidence of 7 % to 52 % and associated
with the use of dental prostheses in 15% to 70% of people.
Oral candidiasis - Acute pseudomembranous candidiasis is
the most common form of oral candidiasis. Factors such as
xerostomia, smoking, oral prostheses, dental caries, diabetes,
and cancer treatment accelerate the process of oral
candidiasis formation. Pathogenesis- Candida albicans
virulence factors such as adhesins, morphogenetic
conversion and enzyme secretion can cause disease;
Candidalysin is a cytolytic peptide secreted by Candida
albicans hyphae. Immune response- As part of innate
immunity in mucosa, epithelial cells mount complex immune
responses that discriminate between commensal and
pathogenic microbes, including C. albicans. Treatment-
Candida albicans has shown resistance to azoles. Evaluating
the pathogenesis and immunity of Candida albicans in the
oral mucosa will help develop effective preventive and
therapeutic strategies against oral candidiasis.

KEY WORDS: Candida albicans, oral immunity,
immune response, fungus, oral candidiasis.
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Profesora de Microbiologia Oral y Metodologia Cientifica
Investigadora en Quimica de Productos Naturales

Jefa del Departamento Escolar

C.P. 6446, Monterrey

Nuevo Ledn

MEXICO

E-mail: osvelia.rodriguezls@uanl.edu.mx
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__ SEMANA GLOBAL[  UNIDOS
K #AccionXODS | PARA ACTUAR

CONSOLIDAR LA PAZ POR FL DESARROLLD SOSTEMIBLE

LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON Y LA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Otorga la presente CONSTANCIA a

Martinez-Delgado, Ameyalli Joceyn, Nakagoshi-Cepeda, Maria Argelia Akemi,
Montoya-Rosales, Alejandra, Rodriguez-Luis, Osvelia

Por su participacién con el trabajo titulado:
Actividad hemolitica de los extractos de lllicum verum y Clinopodium mexicanum
Presentado en el evento de difusidn “Semana de Accién Global X ODS 2024” organizado
por el Programa de Posgrado en Manejo y Aprovechamiento Integral de Recursos

Bidticos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn.

San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México a 23 de septiembre de 2024

AT L,

p—y
Dr. Carmelo Santillan Ramos r. José Ignacio Gonzélez Rojas Dra Claudia T. Gallardo Rivera
Gerente de CSR Consulting Director de la Facultad de Ciencias Coordinadora del evento
Bioldgicas, UANL #AccionXODS
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CONSEJO NACIONAL DE ﬁ}
CUERPOS ACADEMICOS  “W9¢ [JAN,
EN ODONTOLOGIA, A.C. oo

OTORGA LA PRESENTE

CONSTANCIA
A

Ameyolli Jocelyn Martinez Delgado, Maria Argelia Akemi Nakogoshi Cepeda,
Sonia Martha Lépez Villarreal, Gustavo Isroel Martinez Gonzélez, Loura Elena
Villarreal Garcio, Alejandrae Montoya Rosales, Joel Horacio Elizondo Ludvano,
Osvelio Esmeralda Rodriguez Luis,
Por la presentacion de su trabajo:
"REPORTE DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DEL EXTRACTO DE CLINOPODIUM
MEXICANUM: UN ENFOQUE INNOVADOR"
Durante las actividades del
XVIT ENCUENTRO INTERNACIONAL DE CUERPOS ACADEMICOS Y
GRUPOS DE INVESTIGACION EN ODONTOL
celebrado del 26 al 28 de marzo del 2025
En la ciudad de Monterrey, N.L.

I Y. <

Dra. GUADALUPE ﬂOSNJ" APETILLO HERNANDEZ Dra. MARIA ARGELTA AXEMI NAKAGOSHI CEPEDA
PRESIDENTA DIRECTORA X
CONACAD, AC FACULTAD DE ODONTOLOGIA, UANL

CONSEJO NACIONAL DE {6\
CUERPOS ACADEMICOS ‘UANL

EN ODONTOLOGIA, A.C. oo

OTORGA LA PRESENTE
RECONOCIMIENTO

DE
TERCER LUGAR EN INVESTIGACION BASICA
CARTEL POSGRADO
Ameyalll Jocelyn Martinez : Maria Argelia Akemi Nakagoshi Cepeda: Sonia Martha
Lépez Villarreal: Gustavo Martinez Gonzdlex: Laura Elena Villarreal Garcia; Alejondra
Montoya Rosales; Joel Horacio Elizonde Luévano; Osvelia Esmeraida Rodriguez Luis.

Por la presentacion de su trabajo:
“REPORTE DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DEL EXTRACTO DE
Clinopodium mexicanum: UN ENFOQUE INNOVADOR"
Durante las actividades del )
XVII ENCUENTRO INTERNACIONAL DE CUERPOS ACADEMICOS Y

GRUPOS DE INVESTIGACION EN ODONTOLOGIA
celetrado del 26 al 28 de marzo del 2025
£n la cudad d2 Monterrey, N.L

.‘W ‘Q‘ ‘i:

Dra. GUADALUPE ROSAL !‘%'JU‘I-YILUJ MERNANDEZ Dras. MARIA ARGEL{I AKEMI NAKAGOSH] CEPEDA
PRESIDENTA ODIRECTORA
CONACAD, AC FACUALTAD DE ODONTOLDGIA, UANL
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Universidad Auténoma de Nuevo Leén A‘; ; ‘

Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia

MEDCINA VETERWARM ¥ IIJO"'CMA'

RC-EC-004 Rev. 07-04/25

Otorgan el presente:

Reconocimiento

Ameyalli Jocelyn Martinez-Delgado, Kibsaim Lazaro
Franco-Villanueva, Victor Isaac Lozano-Vielmas,
Maria Argelia Akemi Nakagoshi-Cepeda, Sonia
Martha  Lopez-Villarreal, Osvelia  Esmeralda
Rodriguez Luis, Uziel Castillo Velazquez.

Por su valiosa participacion como PRESENTADORES del poster:
“Evaluacién bactericida, fagocitica y citotoxica del extracto de
Pimpinella anisum contra Streptococcus mutans vy
Streptococcus sobrinus” el cual se llev) a cabo el 04 de noviembre
del presente ano en las instalaciones de nuestra Facultad. Este curso es
avalado por CONCERVET con el folio 077/25.

“Alere Flammam Veritatis”
Gral. Escobedo, Nuevo Lebn, 04 de noviembre del 2025.

—

& S &
Ph.D. Gustavo Hernandez Vidal
Director
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Universidad Auténoma de Nuevo Leén A‘; ; ‘

Zootecnia

RC-EC-004 Rev. 07-04/25

Otorgan el presente:

Reconocimiento

Ameyalli Jocelyn Martinez-Delgado, Victor Isaac
Lozano-Vielmas, Kibsaim Lazaro Franco-Villanueva,
Maria Argelia Akemi Nakagoshi-Cepeda, Sonia
Martha  Lopez-Villarreal, Osvelia  Esmeralda
Rodriguez Luis, Uziel Castillo Velazquez

Por su valiosa participacion como PRESENTADORES del poster:
“Evaluacién bactericida, fagocitica y citotoxica del extracto de
Mentha pulegium contra Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus” el cual se llevo a cabo el 04 de noviembre

del presente afio en las instalaciones de nuestra Facultad. Este curso es
avalado por CONCERVET con el folio 077/25.

“Alere Flammam Veritatis”
General Escobedo, Nuevo Leén, 04 de noviembre del 2025.

=7 SOV >
Ph.D."Gilstavo éernandez Vidal

Director

Facultad de Medicina Veterinaria y — A W,
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La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Atraveés de la Facultad de Estomatologia
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Ameyalli Jocelyn Martinez Delgado; Uziel Castillo Velazquez;
Sonia Martha Lépez Villarreal; Joel Horacio Elizondo Luévano;
Osvelia Esmeralda Rodriguez Luis

POR SU VALIOSA PARTICIPACION EN EL CONCURSO DE CARTELES CON EL TEMA:
“ACTIVIDAD FAGOCITICA DEL EXTRACTO DE ILLICIUM VERUM CONTRA STREPTOCOCCUS MUTANS Y
STREPTOCOCCUS SOBRINUS”

En el marco del 42, CONGRESO NACIONAL Y 22. INTERNACIONAL DE CUERPOS ACADEMICOS
Organizado por el Cuerpo Académico Ciencias Estomatoldgicas BUAP-338

Realizado los dias 22 y 23 de enero de 2026
En el auditorio Julio Glockner

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 23 de enero de 2026

Y > : , —
ey LA = 1]
("

Mtra. Rubi Alejandra Gonzélez Manrique Mtro. Floriberto Calixto Arellano
de i6n Continua y Vi i6 C de i6n Continuay Vi

La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Através de la Facultad de Estomatologia
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Ameyalli Jocelyn Martinez Delgado, Uziel Castillo Velazquez,
Sonia Martha Lépez Villarreal, Joel Horacio Elizondo Luévano,

BUAP Osvelia Esmeralda Rodriguez Luis
Por haber obtenido el PRIMER LUGAR en el nivel POSGRADO categoria INVESTIGACION BASICA con su

presentacion del cartel: “ACTIVIDAD FAGOCITICA DEL EXTRACTO DE ILLICIUM VERUM CONTRA
STREPTOCOCCUS MUTANS Y STREPTOCOCCUS SOBRINUS.”
42, CONGRESO NACIONAL Y 22. INTERNACIONAL DE CUERPOS ACADEMICOS Organizado por el
Cuerpo Académico Ciencias Estomatoldgicas BUAP-338

Realizado los dias 22 y 23 de enero de 2026
En el Auditorio Julio Glockner
“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 23 de enero de 2026
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Mtra. Rubi Alejandra Gonzalez Manrique Mtro. Floriberto Calixto Arellano
de i6n Continua y Vil i6 C de i6n Continuay Vil
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