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RESUMEN

La caries dental es la principal enfermedad oral que padece la poblacion a nivel mundial.
Su prevencion se basa en educacion sobre higiene oral, ademds del uso complementario
de agentes antimicrobianos. Entre las alternativas de prevencién una drea prometedora
incluye el empleo de extractos de plantas como agentes antimicrobianos incorporados
en nanoparticulas poliméricas (NP), las cuales, puedan funcionar como vehiculos de

liberacion de extractos, mejorando el desempeiio de estos agentes activos naturales.

El objetivo de este trabajo fue obtener extractos de plantas de Ocimum basilicum
(Albahaca) Calendula officinalis (Cdlendula) y aceites esenciales de Syzigium
aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris (Tomillo). Se realizé6 su caracterizacion
fitoquimica y se evalud su actividad antimicrobiana mediante dilucién en tubo contra
células plantonicas de Streptococcus gordonii, Streptococcus mutans y Candida
albicans (ATCC), determinando la concentracién minima inhibitoria (CMI). El extracto
con mayor actividad fue incorporado en NP mediante el método de nanoprecipitacion
(NP) y las nanoparticulas se caracterizaron en base a su tamafo e indice de
polidispersidad por espectroscopia de relacion foténica; el porcentaje y la eficiencia de
encapsulacion y mecanismo de liberacion del eugenol contenido en el aceite
encapsulado, se realizé mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas (GSMO).

En la presente investigacion, se determind que el aceite esencial de clavo mostrd la
mayor actividad antimicrobiana con respecto a los demds extractos evaluados. Por
medio de GSMC se identific6 al eugenol como el componente principal del aceite
esencial obtenido por hidrodestilacion. Se obtuvieron NP esféricas con tamafo alrededor
de 157 nm, el porcentaje y la eficiencia de encapsulaciéon de eugenol presente en el
aceite encapsulado fue de 73.16 % y 47 % respectivamente; ademds de mostrar una
liberacién in vitro de eugenol del 50 % a las 24 horas. Finalmente, la CMI del aceite de
clavo sin encapsular e incorporado en NP, correspondié a 125 y 75 pg/mL
respectivamente. En base a los resultados obtenidos, es factible incorporar extractos
vegetales en NP para su liberacion sostenida, siendo una terapia antimicrobiana

prometedora dentro del area odontoldgica.



ABSTRACT

Tooth decay is the main oral disease suffered by the population worldwide. Prevention
education is based on oral hygiene as well as complimentary use of antimicrobial agents.
Between a promising alternative prevention area includes the use of plant extracts as
antimicrobial agents incorporated in polymeric nanoparticles (NP), which, can function

as delivery vehicles extracts, improving the performance of these natural active agents.

The aim of this study was to obtain extracts of plants Ocimum basilicum (Basil)
Calendula officinalis (calendula) and essential oils Syzigium aromaticum (Clove) and
Thymus vulgaris (Thyme). Its phytochemical characterization was performed and their
antimicrobial activity was evaluated by tube dilution against planktonic cells of
Streptococcus gordonii, Streptococcus mutans and Candida albicans (ATCC),
determining the minimum inhibitory concentration (MIC). Busiest extract was
incorporated in the method by NP nanoprecipitacion (NP) and the nanoparticles were
characterized based on their size and polydispersity ratio photon spectroscopy; the
percentage encapsulation efficiency and release mechanism and eugenol in the
encapsulated oil content was performed by chromatography coupled with mass

spectrometry (GSMC) gases.

In the present investigation, it was determined that clove essential oil showed the highest
antimicrobial activity with respect to the other extracts evaluated. Through GSMC the
eugenol was identified as the main component of the essential oil obtained by
hydrodistillation. Were obtained with spherical NP size around 157 nm, and the percent
encapsulation efficiency of eugenol present in the encapsulated oil was of 73.16% and
47% respectively; in addition, a eugenol in vitro release of 50% at 24 hours. Finally,
CMI clove oil unencapsulated (free) and incorporated into NP, corresponded to 125 and
75 ug / mL respectively. Based on the results obtained, it is feasible to incorporate NP
plant extracts for sustained release, being a promising antimicrobial therapy within the

dental area.



1. INTRODUCCION

La caries dental es una de las principales enfermedades orales que padece la poblacion a
nivel mundial, especialmente en los paises en vias de desarrollo, es considerada un

problema de salud publica.

Dicha enfermedad se inicia por la acumulacién de microorganismos en las superficies
dentales pudiendo generar la pérdida de los dientes. Algunos microorganismos con gran
relevancia en la producciéon de la caries dental son el Streptococcus gordonii y el

Streptococcus mutans.

La OMS ha descrito que alrededor de 4 mil millones de personas emplean plantas
medicinales para el cuidado de su salud. Por lo que existen investigaciones que sustentan
los beneficios de componentes extraidos de las plantas; teniendo México un nivel
importante, ya que posee un gran nimero de especies de plantas hasta 30,000 de las
cuales solamente 3,000 han sido estudiadas por sus propiedades medicinales (Cuevas-

Sanchez, 2004).

Otra estrategia que se ha explorado en los ultimos afos consiste en los sistemas
acarreadores de farmacos, dentro de los cuales se menciona la nanoencapsulacién de
farmacos en nanoparticulas poliméricas (NP). Estos sistemas coloidales ofrecen ventajas
remarcables, tales como la proteccién del farmaco contra agentes externos que inducen
su degradacion, el direccionamiento del principio activo a sitios especificos de accién
(6rganos, tejidos o células) y la liberacion de moléculas biolégicas como proteinas,

péptidos y oligonucledtidos (Jones et al., 2004).

En este contexto el presente trabajo tiene como finalidad evaluar el efecto
antimicrobiano in vitro de Ocimum basilicum (Albahaca), Calendula officinalis
(Célendula) y Thymus vulgaris (Tomillo) y Syzigium aromaticum (Clavo); Encapsular
los extractos activos en NP y evaluarlos contra microorganismos patégenos orales, para

su posible aplicacién antimicrobiana en el drea odontoldgica.



2. ANTECEDENTES

2.1. MICROFLORA ORAL

La microflora oral residente es diversa, debido a la gran cantidad de nutrientes que
contiene, y por sus condiciones ambientales, como temperatura y humedad que le
suministran condiciones convenientes para el crecimiento y supervivencia de los
microorganismos, principalmente los que producen la placa dental o “biofilm” por lo
que las bacterias Gram positivas son localizables cominmente en boca siendo las

principales productoras de las enfermedades orales como la caries dental.

2.2. CARIES DENTAL

La politica de salud bucal en el periodo 2000-2006 reconoce que en México las
enfermedades bucales que se encuentran con una alta incidencia y prevalencia son la
enfermedad periodontal y la caries dental. Afectan entre un setenta y noventa por ciento

de la poblacion, respectivamente, Plan Nacional de Salud (PNS).

La caries dental es una enfermedad que afecta los tejidos duros de los dientes, produce
destruccion de las superficies dentales susceptibles a los dcidos producidos por las
bacterias orales como producto de la fermentacién de carbohidratos presentes en la boca.

(Fejerskov O, 2003).

En todos los grupos poblacionales, la caries dental es una enfermedad cronica prevalente
e incidente, considerada como un problema de salud publica bucal en México, causante
de una proporciéon importante de pérdida dental, a pesar de ser un padecimiento

prevenible (Vazquez-Nava, 2010).

Actualmente la Organizacién mundial de la salud (OMS) describe que alrededor del
noventa por ciento de los escolares de todo el mundo tienen enfermedades dentales,
representando un problema de salud de alcance mundial que afecta a los paises
industrializados y cada vez con mayor frecuencia, a los paises en desarrollo, en especial

entre las comunidades més pobres (Mohamed, 2008).



2.2.1. Microorganismos, biofilm y caries dental

Reconocer e identificar las caracteristicas de los microorganismos productores de caries
ha permitido un mejor entendimiento de su papel en la produccién de la enfermedad en
el hospedador, asi como de sus factores de patogenicidad. Las bacterias que producen la
enfermedad se agrupan en micro colonias que estdn encapsuladas en una matriz orgdnica
de polisacaridos y proteinas, secretadas por células que proporcionan proteccion,
desarrollando asi un biofilm en la superficie del diente (Scheie A. 2004; Marsh P.

1999).

Actualmente, se les conoce como biofilm, a las comunidades de microorganismos que
crecen embebidas en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte

0 a un tejido vivo (fiiigo L. U 2005).

El biofilm, estd formado por organismos unicelulares, constituidos por multiples
especies bacterianas que las terapias odontoldgicas actuales, tienen como finalidad
eliminar y controlar su presencia. Los biofilms son un mecanismo que junto a otras
funciones bacterianas previenen el acceso de los antibidticos a las células bacterianas

pudiendo resultar no efectivos (Thien-Fah, M, et al., 2001).

Se ha descrito que ciertas especies orales del biofilm pueden intercambiar material
genético asociado a la resistencia antimicrobiana, contribuyendo en gran medida al
aumento de cepas resistentes a agentes antimicrobianos empleados en boca,
favoreciendo al aumento de enfermedades orales (Maita V, et al., 2004; Bidault P. ef al.,

2007).

Asi mismo, se ha documentado la resistencia bacteriana a antibidticos comuinmente
utilizados para tratar las infecciones orales, i.e. cloruro de cetilpiridino, clorhexidina,
fluoruros de aminas o productos que contengan tales agentes, han sido reportados con
toxicidad. Por ello ha surgido la necesidad de buscar nuevas opciones de prevencién y
tratamiento que sean efectivas, por lo tanto los efectos adversos de algunos

antibacteriales ha conducido la bisqueda de compuestos alternos, siendo los extractos



obtenidos de plantas, los productos que representan una buena promesa ya que han
mostrado resultados favorables en la reduccion de los biofilm de la placa dental (Tichy J,

Novak J. 1998; Badria FA y Zidan OA, 2004).

Los principales microorganismos asociados a la produccién de caries son del género de
1) Streptococcus, resaltando los siguientes: Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus 'y Streptococcus. gordonii. 2) Lactobacillus y especies de Actinomyces

(Marcotte H, 1998).
2.2.2. Streptococcus mutans

Son microorganismos que pertenecen al género de los Streptococcus, principal género
de microorganismos aislados de la cavidad oral. Descritos en 1924 por Clarke a partir de
caries de dentina, siendo su primer hébitat las superficies dentarias del hombre, son
cocos Gram positivo, se ha reportado que esta especie se aisla de los dientes y que
puede actuar como patdégeno oportunista, es aislado de la placa dental y de piezas
cariadas. Producen polisacdridos de la sacarosa asociados a la maduracién de la placa,
ademds de producir dcidos (lactato) derivados del metabolismo de los azicares de la
dieta, por lo que lo identifican como el patégeno primario en la etiologia de la caries de

esmalte en los nifios y adultos jévenes, caries radicular en ancianos.
2.2.3. Streptococcus gordonii

Es un microorganismo con morfologia de coco Gram positivo, presente en las placas
dentales localizadas sobre la superficie gingival, (supragingivales) maduras, es
considerado un colonizador primario de la superficie dental, producen glucanos de la

sacarosa que contribuyen a la formacion de la placa. (Marsh PD, et al., 2009).

S. gordonii, ha sido considerado un microorganismo de importancia en la formacién de
la caries dental, juega un papel importante en la cariogénesis ya que coloniza facilmente
las superficies de diente limpio y es capaz de formar biopeliculas. Entre las bacterias
orales, parece tener mayor afinidad a las superficies duras de la cavidad oral, con
capacidad de formacién de la biopelicula que es un componente importante de la placa

dental humana, en virtud de su capacidad de adherirse a las superficies del diente. La
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formacion de la placa dental procede a la formacién de la caries dental; por lo tanto,
interferir con la adherencia bacteriana y la formacién de biopeliculas en los tejidos

dentales puede mejorar la salud oral (Gibson R y Houte, J. 1975).

2.2.4. Candida albicans

Es una levadura que se localiza de manera habitual en la cavidad oral, es la especie mas
comun y se puede considerar como un residente de la flora oral, cuando las condiciones
de la boca se alteran manifiesta un comportamiento oportunista produciendo infeccion,
donde su principal factor de patogenicidad es la adherencia, su importancia en la
produccién de enfermedades orales se centra en su asociacién con la dieta rica en
carbohidratos, factor que permite asociarse en las principales enfermedades orales

(Marsh, PD. et al., 2009).

2.3. TRATAMIENTO ANTIMICROBIANO

La placa dental formada por la acumulacion de microorganismos sobre las superficies
dentales, mucosa y restauraciones es el principal agente etioldgico de las enfermedades
orales entre ellas la caries dental, por lo que, la remocidén mecédnica de la placa dental se
considera el principal medio eficaz para su control y evitar asi la presencia de
enfermedades orales. Por otro lado, existen estudios que describen que el empleo
complementario de productos quimicos, disponibles en forma de enjuagues bucales, o
pastas dentales, sin embargo, estos pudieran resultar no efectivos, ya que los
microorganismos forman una matriz gracias a la produccién de exopolisacaridos y que
aunado a otras funciones bacterianas previene el acceso de los antibidticos a las células

bacterianas (Thien-Fah, M, et al., 2001).

Asi mismo, se adjudica la resistencia bacteriana a una variedad de antibidticos
cominmente utilizados para tratar las infecciones orales como (penicilinas y
cefalosporinas, eritromicina, tetraciclinas, sus derivados y metronidazol) asi como otros

agentes antibacterianos utilizados en la prevencion y el tratamiento de las enfermedades



orales, incluyendo cloruro de cetilpiridino, fluoruros de aminas, o productos que
contengan clorhexidina, los cuales ademds, han sido reportados con toxicidad, este
dltimo representa el principal agente empleado en los productos para la prevencion, sin
embargo, suele producir en los pacientes efectos como pigmentacién dental debido a su
naturaleza catidnica de la molécula de clorhexidina, ademds que su actividad se ve
reducida rdpidamente en la presencia de agentes anidnicos, especificamente los que se
encuentran dentro de ciertos tipos de pasta de dientes; o en alimentos, por lo tanto es
necesario tener cuidado en su empleo durante la higiene normal, otro efecto reportado es
que es responsable de desencadenar modificaciones de la sensibilidad lingual. (Jones,

CG. et al., 2000; Quirynen M. et al., 2005).

Por lo tanto los efectos adversos de los antibacteriales actualmente empleados ha llevado
a la necesidad de buscar nuevas opciones de prevencion y tratamiento efectivas, por lo
tanto la busqueda favorece a indagar en los extractos naturales, ya que sus productos
representan una promesa viable mostrado evidencia de actividad sobre los biofilms de la

placa dental (Tichy J. et al., 1998; Badria FA, et al., 2004).

2.4. PLANTAS MEDICINALES

Se estima que hay aproximadamente entre 250,000 y 500,000 especies de plantas en el
mundo (Borris, 1996). De acuerdo a la OMS se estima que 4 mil millones de personas

utilizan plantas medicinales para el cuidado de su salud.

El estudio cientifico y el uso adecuado de las sustancias de origen natural con fines
terapéuticos ha sido sin duda tan antiguo como la astronomia, la fisica y la medicina. El
estudio sistemdtico de los activos naturales es abordado por la farmacognosia. Esta
ciencia se enfoca particularmente al estudio de los principios activos de origen vegetal,
animal y mineral, asi como de los derivados que pudieran tener una aplicacién
terapéutica, comercial o industrial. En un sentido més amplio la farmacognosia abarca el
estudio de la historia, el cultivo, la recoleccion, preparacion, preservacion,

comercializacién, distribucién, identificacion y evaluacion de los componentes quimicos



de origen natural, la farmacologia y el uso tradicional de esos compuestos o sus

derivados para mejorar la salud y el bienestar del ser humano.

El interés por la medicina botdnica se ha incrementado en los udltimos afios, se ha
mostrado mayor preferencia por los productos que contienen “extractos naturales” que
por los productos basados en sustancias “sintéticas”. Asimismo el desarrollo de
resistencia microbiana hacia los antibidticos, entre otras aplicaciones, ha llevado a
investigadores a la biisqueda de plantas con actividad antimicrobiana (Borchers et al.,

2000, Torrado Truit 2003; Nostro, et al., 2000).

Se puede definir una “planta medicinal” a todo vegetal que contiene, en uno o mas de
sus Organos, sustancias que pueden ser usadas con finalidades terapéuticas o que son
precursores en la semisintesis quimio farmacéutica. Producen productos llamados
principios activos, que son sustancias que ejercen una accion farmacoldgica, sobre un
organismo vivo. Su utilidad primordial, es disminuir o neutralizar el desequilibrio
organico, que alivie la enfermedad o restablezca la salud perdida. Una“planta oficial”, es
aquella que por sus propiedades farmacoldgicas, estd clasificada en la farmacopea, que

siguiendo sus lineamientos pudiera emplearse en algin medicamento.

Una planta aromatica es una planta que sus principios activos estdn constituidos, total o
parcialmente, por esencias. Representando alrededor de un 66 % del total de las plantas
medicinales. Se encuentran también las plantas condimentarias o especias,
pertenecientes a estas ultimas y que por sus propiedades organolépticas son empleadas
en los alimentos de ahi que sean aplicadas simultdneamente en ambas dreas, dietético y
terapéuticas. Ademds se encuentran las plantas apicolas o poliniferas, aquellas que
atraen las abejas para su alimentacidon o producciéon de propdleos. Estos contienen

principios activos con efecto terapéutico (Mufioz F. 1996).

Los principios activos son los que definen y ayudan a clasificar las plantas, le brindan
sus propiedades y usos terapéuticos. Para elaborar los principios que contienen necesitan

agua, energia solar, calor y la luz. Dentro de los principios activos se encuentran:



heterésidos, alcaloides, aceites esenciales, esencias, taninos, entre otros (Pengelly, A.

1996).

Los principios activos se distribuyen de forma desigual en sus diferentes partes: yema,
flor, hoja, fruto, tallo, raiz, secreciones, semillas, corteza, bulbo, tubérculo y rizoma que
en algunos casos se encuentran distribuidos en toda la planta. Se han reportado alrededor
de 12,000 compuestos procedentes de organismos vegetales y se estima que el 10 %

corresponde a metabolitos secundarios (Schultes, R.E. 1978).

De las plantas se obtienen extractos, mediante métodos de extraccién, empledndose
solventes o una mezcla de disolventes de origen vegetal; entre los solventes empleados
se encuentran: acetona, etanol, metanol, cloroformo, hexano; para la obtencion de los
compuestos como fenoles, derivados de fenoles (quinonas, flavonas, flavonoides,
taninos y cumarinas), terpenoides, alcaloides, pectinas y polipéptidos que podrian
presentar actividad bioldgica (Castillo G; Martinez S., 2007). Por lo tanto, la actividad
farmacoldgica de las plantas reside principalmente en los metabolitos secundarios, los
cuales se derivan del metabolismo primario de las plantas y han llegado a un primer
plano de interés debido a su variada actividad bioldgica. (Kristo et al., 2001; Urech et

al., 2005; Brieskorn et al., 1974).

El empleo de diferentes métodos de extracciéon de las plantas permite investigar el
potencial terapéutico de sus principios activos, del tratamiento de enfermedades en el
hombre asi como la investigacion sobre sus principios activos, su extraccion,
purificacion y evaluacion asi como el disefio y fabricaciéon de formulaciones para los
ensayos clinicos por lo que existen factores que influyen en la concentracién de los
compuestos quimicos presentes en las plantas pudiendo variar entre una y otra, en base,
al ambiente que crecen como el clima, el terreno, edad de la planta, cultivo y la técnica
de recoleccion, como por ejemplo, en las plantas maduras es mayor la concentracion de
alcaloides como en las esencias del orégano, salvia y tomillo donde su concentracion

aumenta al crecer en terrenos soleados y secos (Ara R. 2004).



2.4.1. Plantas en el tratamiento de enfermedades orales

El uso de la medicina a base de plantas estd profundamente arraigada a la cultura
mexicana donde se ha incrementado el empleo de la medicina tradicional (Argueta,

1994).

Especificamente para la region norte de México, los usos tradicionales primarios de las
plantas incluyen el tratamiento de enfermedades respiratorias, tos, resfriados, bronquitis,
amigdalitis, neumonia; enfermedades gastrointestinales, dolores estomacales, diarrea,
disenteria, problemas dentales, problemas hepdéticos, excesiva secrecion de bilis,
diabetes, indigestion, gastritis, amibiasis, helmintiasis; enfermedades ginecoldgicas,
amenorrea, infecciones vaginales y venéreas, hemorragias; enfermedades de la piel,
ulceras, infecciones fungicas, heridas, y en infecciones oculares (Garcia, Alvarado,

Verde Star et al., 2001).

La demanda de plantas medicinales ha crecido en Europa y todo el mundo (Hersch-
Martinez, 1995); por lo que, la comercializacion de plantas medicinales reporta cada afio
un negocio de 20,000 millones de ddlares en todo el mundo. Siendo un &drea de
investigacion con gran importancia a nivel internacional tanto para quimicos, biélogos y

farmacéuticos (Hersch-Martinez INAH, 1995).

Actualmente, en Estados Unidos, existen productos farmacéuticos que tienen su origen
en plantas superiores, sin embargo, pocos son utilizados como antibidticos ya que para
este fin hemos confiado en los antimicrobianos como la penicilina, ampicilina y
tetraciclina entre otros, que han circulado desde 1950, provocando que el papel de los
derivados de plantas sea minimo. Sin embargo, han sido utilizados indiscriminadamente,
causando que cepas bacterianas se adaptaran a ellos y creando mecanismos inhibidores

de farmacos.

Por lo que, para dar solucién a la problemdtica de resistencia antimicrobiana, la
investigacion en el reino vegetal es una alternativa ya que se estima que existen entre

250 a 500 mil especies de plantas con distribucion mundial con las caracteristicas



deseables para explorar una nueva alternativa al alcance (Ahmed et al., 2005; Cowan,
1999; Fabricant y Farnsworth, 2001; Moi et al., 2006; Rojas et al., 2006; Torrado Truiti
et al., 2003).

Histéricamente se reconoce que en las civilizaciones antiguas utilizaban las plantas,
elaborando mezclas, que en forma de pasta se aplicaban en la encia, incorporando miel,
goma vegetal o residuos de cerveza como vehiculo para fortalecer los dientes y la encia

(Ferndndez, R. y Sdnchez, M, 1989, Picasso K. 2006).

En base a lo descrito se propone la busqueda en los productos naturales ya que
representan una ruta alterna para nuevos agentes antimicrobianos, con el fin de encontrar
nuevos fitoquimicos (Frame et al., 1998; Sindambiwe et al., 1999; Lall et al., 1999;
Newton et al., 2000; Usha et al., 2001).

2.4.2. Plantas de interés odontolégico

De la gran diversidad de plantas que han sido reportadas mostrando efecto
antimicrobiano, en nuestro pais existen un gran ndmero que ain no poseen soporte
cientifico, de ahi que en la presente investigacion se pretende estudiar algunas de las
plantas reportadas con actividad antimicrobiana para ser evaluadas y para ello se han
seleccionado las siguientes y se describen a continuacion algunas de sus caracteristicas

(Figura 1).

2.4.2.1. Ocimum basilicum (Albahaca)

Nombre cientifico, Ocimum basilicum. Pertenece a la Familia, Labiatae sus nombres
comun, Albahaca, originaria de la India e Indonesia. difundida a América, es una planta
herbacea de la familia de las Labiadas de 50 cm de altura, con hojas lanceoladas de color
verde claro con flores blancas o rosadas dispuestas en ramilletes terminales, sus partes
utilizadas son flores y hojas, dentro de sus contenidos principales resaltan, un aceite
esencial rico en estragol, eugenol, linalol, terpenos, sus principales usos comprende su

aplicacion tonificante, antiespasmddica (Sdnchez Govin et al., 2000).
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2.4.2.2. Calendula officinalis (Caléndula)

Nombre cientifico: Calendula officinalis, pertenece a la familia Asterdceae, sus nombres
comunes, calendula, maravilla, flor de todos los meses, flor de difunto; introducida a

Europa en el siglo XII, desde donde se extendi6 al resto del mundo. (Muley et al; 2009).

El nombre comiin proviene del latin calendae, primer dia del mes. Encontrada
actualmente en los jardines como planta ornamental. Es una planta herbacea, mide 30 a
50 cm de alto, con hojas alargadas, dentadas y carnosas con flores amarillas o
anaranjadas, dentro de sus contenidos se encuentran, carotenoides, (provitamina A),
flavonoides, saponinas, resinas, aceites esenciales, dcido salicilico, se ha reportado usos
como antiséptica, antinflamatoria, cicatrizante, antiplaca, entre otros, (Abarca, S. y

Francisco, L. 2014).

Por otro lado se encuentran los aceites esenciales (AE), que son utilizados para referirse
a las sustancias liquidas, aromadticas y volatiles, de caracteristicas lipofilicas que se
obtienen a partir de diferentes partes de las plantas a través de métodos fisicos, como por
ejemplo la destilacion con vapor (hidrodestilacion), y que llevan en si misma la huella,
olor y sabor, del material vegetal del que proceden. Los AE poseen una quimica
compleja, aunque generalmente consisten en una mezcla de un grupo heterogéneo de
sustancias organicas: hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, etcétera, de
peso molecular menor de 400 Da y presion de vapor suficientemente alta para
volatilizarse a temperatura ambiente; son derivadas del metabolismo secundario de las
plantas y asociadas o no a otros componentes; como los que se obtienen a partir de

extractos de Sizygium aromaticum 'y Thymus vulgaris (Boutekedjiret C. et al., 2003).

2.4.2.3. Syzygium aromaticum (Clavo)

Pertenece a la familia Myrtaceae, su nombres comitn es, clavo y su origen es las islas
Molucas y Filipinas, se cultiva en Asia y América, es un drbol de la familia de las
Mirtdceas, alcanza 10 a 20 m de altura, los clavos son las yemas (botones florales) que
se recolectan en el momento que se ponen rojas al secarlas al sol y adquieren un color
pardo sus partes utilizadas son los botones florales secos y su contenidos principales

son alrededor de 15 a 20 % de esencia constituida en su mayor parte por eugenol,
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acetileugenol, cariofileno, metilamilcetona a esta esencia se debe su aroma y sus
propiedades, dentro de sus usos principales destacan , analgésico bucal y antiséptico,

(Hakki M. A, et al., 2007).

2.4.2.4. Thymus vulgaris (Tomillo)

Pertenece a la familia Labiatae, su nombre comun es tomillo, es una planta aromética,
herbdcea, originaria de los paises del mediterrdneo especialmente frecuente en
occidente, en regiones templadas del continente americano, empleada por los egipcios en
los ungiientos para embalsamar por su capacidad para impedir la putrefacciéon y la
proliferaciéon bacteriana por su contenido de timol y carbacol. Arbusto de 30 cm de
altura, de hojas pequefias ovaladas con sus bordes vueltos hacia abajo. Con flor pequefia
terminal y de color rosado o blanco, sus partes utilizadas son las hojas y flores, contiene,
timol en un 40 %, carvacrol en un 1-2 %, ademas de otros monoterpenos como el p-
cimeno, borneol y geraniol que a esta esencia se le confieren parte de sus propiedades.
Contiene ademds: flavonoides, 4cidos fendlicos que contribuyen a potenciar las

propiedades de la esencia. (GallardoVéazquez et al., 1992).

Figura 1. Plantas medicinales con actividad antimicrobiana. Albahaca (A), Calendula (B), Clavo (C) y

Tomillo (D).

2.5. NANOPARTICULAS

En la actualidad, la ciencia farmacoldgica realiza estudios que en los udltimos afios
permiten evidenciar el empleo de vehiculos que sean capaces de transportar los farmacos

hasta su lugar de accidn, a fin de evitar, en lo posible, sus efectos adversos. De acuerdo a
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este criterio, se han desarrollado ultimamente nuevos sistemas de administracion de
farmacos, por ejemplo las microparticulas, (MP) liposomas (L) y las nanoparticulas
(NP), entre otros, siendo los particulados coloidales los que preferentemente se emplean

como sistemas de liberacion de farmacos (LF) (Valero et al., 1985).

Las NP pueden estar preparadas de diferentes materiales como proteinas, polisacdridos y
polimeros sintéticos. La seleccion de la matriz de estos materiales es dependiente de
algunos factores entre los que se encuentran: Tamafio requerido de las NP, propiedades
inherentes del farmaco, antigenicidad del producto final y via de administracion.

(Mohanraj y Chen, 2006).

El término NP es el nombre colectivo que recibe tanto nanoesferas (NE) como
nanocdpsulas (NC), las cuales difieren entre si de acuerdo a la composicién y
organizacion estructural. Estos coloides presentan una estructura matricial o capsular
polimérica que puede atrapar, encapsular o adsorber farmacos, son potenciales sistemas
acarreadores de sustancias activas de céracter hidrofébico o hidrofilico. Las NE y las NC
pertenecen al término de NP. Las NC son sistemas vesiculares, donde el farmaco es
transportado en una cavidad que consiste en un nicleo interno (acuoso u oleoso) rodeado
por una membrana polimérica (Couvreur ef al., 1995). En la NE, el componente activo
puede estar incorporado o adsorbido en su estructura, en la superficie de la esfera o

encapsulada (Figura 2) (Llabot et al., 2008).

A B

Figura. 2. Representacion sobre la incorporacién del principio activo en

Nanoparticulas tipo Nanocapsulas (A) o Nanoesferas (B).
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Las NP muestran diversas ventajas sobre las microparticulas y los liposomas, debido a
su gran estabilidad y a la capacidad de liberar el fairmaco de manera controlada (Mc

Clean et al., 1998).

2.5.1. Nanoparticulas en el area médica

Las nanoparticulas poliméricas (NP) son definidas como un sistema disperso de
particulas sélidas con tamafios entre 10 y 1000 nm. Pueden ser preparadas a partir de
macromoléculas naturales o sintéticas, estos sistemas coloidadales desde el punto de
vista farmacéutico han sido investigados debido a sus ventajas, como por ejemplo, la
proteccién que brindan al principio activo incorporado del medio que lo rodea, asi
mismo la capacidad de liberar de forma controlada al fiarmaco, y que pueden
administrarse por via oral, parenteral o local e inclusive pueden ser disefiados para lograr

su direccionamiento (targeting) a una célula o tejido blanco (Galindo et al., 2005).

Basandose en estas propiedades, numerosos estudios han mostrado que las
nanoparticulas poliméricas no sélo pueden aumentar la eficacia terapéutica del farmaco
encapsulado, sino que también pueden disminuir los efectos adversos y/o toxicos de los
mismos. (Moshfeghi er al., 2005). Asi mismo las NP han sido usadas para ser
direccionadas a superficies de mucosas. Por ejemplo, un estudio en el que emplearon NP
de quitosdn para la entrega de farmacos en la region extra ocular (cOrnea y conjuntiva) y
demostraron que las NP cargadas con farmaco permanecen asociadas a las estructuras
extra oculares por un periodo de 48 horas. Concluyeron que la formulacién de NP
proporcionaba una mejor entrega del farmaco debido a que promueve y controla la
liberacion del mismo, esto al ser comparadas con los tratamientos convencionales

administrados en la region extra ocular (De Campos, ef al., 2001).

Otra caracteristica importante mencionar es que las NP pueden proteger a los farmacos
susceptibles de degradacion por agentes externos como luz y el pH, lo que fue estudiado
por investigadores que describen que la encapsulacion de la insulina en NP de 300-350
nm, preparadas con una mezcla de un polimero biodegradable y otro no biodegradable,

permite la preservacion de su actividad bioldgica, lo que lleva a la prolongacién de su
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accion y su absorcién oral en un modelo de rata diabética (Damgé C., 2007). Asi mismo
se ha determinado que las NP pueden incrementar la biodisponibilidad de los farmacos,
lo que fue estudiado por investigadores que administraron por via oral, en ratas, una
formulacion de NP de poli (DL- I4ctico-co-glicdlico) y alginato cargadas con
antimicoéticos (clotrimazol y econazol) y encontrarén que la formulacién aumentaba la
biodisponibilidad oral de los farmacos, al ser comparada con farmacos no encapsulados

(Pandey et al., 2005).

Pueden ser disefiadas para dar perfiles de liberacion prolongada de sustancias activas
poco solubles en agua; Nimesh y col. prepararon NP con un didmetro de 85 nm por
polimerizacion, a partir de acrilamida-2-deoxi-glucosa y observaron que la liberacién del
activo era dependiente del pH, ademds de que la formulacién de NP se sometié a pH
diferentes (5.0, 7.4 y 8.0) y encontraron que a un pH de 7.4 la liberacion del activo era
de 70 % mientras que a un pH de 5.0 solo se liberaba el 43 %, estos resultados indican
claramente que polimeros de diferente naturaleza pueden utilizarse para modular el

perfil de liberacion de farmaco a diferentes valores de pH (Nimesh S. et al., 2006).

2.5.2. Nanoparticulas en el area Odontologica

En este contexto, algunos estudios han utilizado las NP como en el caso siguiente en el
que se realiz6 un estudio del transporte in situ de nanoparticulas a través del epitelio
sulcular por medio de microscopia confocal laser (MCL) la difusién de nanoparticulas
biodegradables cargadas con rojo nilo (marcador fluorescente) desde el surco gingival a
través del epitelio sulcular de mandibula de puerco analizdndose la penetracion de NP
hacia el tejido a diferentes intervalos de tiempo. Los resultados sugieren que las NP
pueden en boca constituir un sistema acarreador para la liberacion de agentes
terapéuticos hacia la bolsa periodontal y convertirse en un tratamiento local efectivo

para las enfermedades periodontales (Mendoza Mufioz et al., 1998).

Otro estudio evaltio la produccién y caracterizacion de NP cargadas con triclosan (TCS)
por el proceso de emulsificacion difusién, en un intento de obtener un sistema de entrega
adecuado para el tratamiento de la enfermedad periodontal. Las NP de triclosdn se

prepararon utilizando poli (D, L-l4ctico-co-glicélico) (PLGA), poli (D, L-lactico) (PLA)
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y el acetato ftalato de celulosa (CAP) con alcohol polivinilico (pval) como estabilizador.
Los lotes fueron preparados con diferentes cantidades de TCS, con el fin de evaluar la
influencia de drogas en las propiedades de NP de TCS. Se obtuvieron tamafios de
particulas inferiores a 500 nm de didmetro. La eficiencia de atrapamiento fue superior a
63.8 %. Posteriormente, un estudio preliminar en el estudio in vivo en perros con
defectos periodontales inducidos sugirié que NP cargadas con TCS penetran a través del
epitelio de unién. Con lo anterior, se describe la aplicacion de las NP como reservorio
para el control de microorganismos orales del surco gingival. (Mendoza Muifoz et al.,

2005).
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3. JUSTIFICACION

En todos los grupos poblacionales, la caries dental es una enfermedad crénica prevalente
e incidente, considerada como un problema de salud ptblica en México, es causante de
una proporcion importante de mortalidad dental (Vazquez-Nava, et al., 2010). La
Organizacién mundial de la salud (OMS) describe que un 90% de los escolares de todo
el mundo padecen enfermedades dentales, representando un problema de salud de

alcance mundial (Mohamed, 2008).

Los efectos adversos de algunos antibacteriales empleados por los odontélogos ha
llevado a la necesidad de buscar alternativas de prevencién y tratamiento que sean
efectivas, siendo los extractos vegetales productos prometedores ya que han presentado

efecto antimicrobiano con aplicacion dental.

En este contexto, en el presente estudio se desarrolla una formulacion de NP cargadas
con extractos vegetales como una alternativa para el tratamiento antimicrobiano
preventivo contra patégenos orales, dicha formulacién permitird una liberacion sostenida
del principio activo asi mismo, mediante la manipulaciéon de diversos parametros
experimentales, se espera obtener un tamafio definido de NP con el fin de alcanzar y
permanecer en el sitio de accion pudiendo ser una posible alternativa para el tratamiento
de enfermedades orales, lograndose una mejor actividad contra microorganismos orales

(De Jong WH y Borm O. 2008).
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4. HIPOTESIS

Las formulaciones de NP con los extractos incorporados de Ocimum basilicum
(Albahaca) Calendula officinalis (Célendula) asi como los aceites esenciales de
Syzigium aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris (Tomillo), actuardn como sistemas de
liberacion controlada del activo y mostrardn actividad antimicrobiana contra patégenos

orales.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar formulaciones de nanoparticulas poliméricas con extractos vegetales de
Ocimum basilicum (Albahaca) Calendula officinalis (Célendula) asi como los aceites
esenciales de Syzigium aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris (Tomillo) encapsulados

para su evaluacién antimicrobiana in vifro contra microorganismos patégenos orales.

5.2 Objetivos especificos

a) Obtener y caracterizar fitoquimicamente los extractos metandlicos de las plantas
Ocimum basilicum (Albahaca) y Calendula officinalis (Caléndula) asi como los aceites

esenciales de Syzigium aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris (Tomillo).

b) Determinar la concentracién minima inhibitoria in vitro de los extractos de Ocimum
basilicum y Calendula officinalis asi como de los aceites esenciales de Syzigium
aromaticum y Thymus vulgaris contra los microorganismos Streptococcus mutans,

Streptococcus gordonii y Candida albicans (ATCC).

c) Estandarizar la técnica de nanoprecipitacion para incorporar los extractos vegetales
y aceites esenciales en nanoparticulas poliméricas y caracterizar las particulas, en
funcién de su tamaiio, liberacion in vitro y eficiencia de encapsulacién del compuesto

principal del aceite.
d) Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos y aceites esenciales

incorporados en nanoparticulas poliméricas contra los microorganismos Streptococcus

mutans, Streptococcus gordonii'y Candida albicans (ATCC).
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DIAGRAMA DE FLUJO

Colecta de muestra,

Identificacion taxonémica,
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Difusion en agar
Macrodilucion

Incorporacion
Caracterizacion

Macrodilucion

Cinética de Liberacion
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6. METODOLOGIA
6.1. Obtencion de extractos y aceites

6.1.1 Descripcion e Identificacion Taxonémica

Las muestras del material vegetal a evaluar se obtuvieron de lugares de venta en
Monterrey N.L, México y posteriormente una muestra de cada producto fue empacada
en un sobre y etiquetada. Se entregaron en el departamento de botdnica de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas para su identificacién taxondmica para la entrega de voucher de

identificacion.
6.1.2 Obtencion de los extractos

Las plantas Ocimum basilicum (Albahaca) y Calendula officinales (Cdalendula) se
pulverizaron empledndose un molino manual. De cada muestra se pesaron 250 g y por
medio de la técnica soxhlet se realizd la obtencién de los extractos, se empled como
solvente el metanol (CTR Scientific, México). Posteriormente, la muestra previamente
secada y pulverizada fue colocada en el aparato de extraccion con 600 mL de metanol.
Cada mezcla se coloc6 en reflujo contindo durante 20 h. El extracto metandlico obtenido
se llevo a sequedad a presion reducida utilizando un rotavapor (Rotavapor R-205 Biichi,
Brinkman Instruments, inc., Wesrbury, NY). Finalmente, los extractos se concentraron y
se guardaron en frascos de vidrio protegidos de la luz y humedad para su posterior uso

(Bates Schaefer 1977; Hostettmann y Terreaux, 2000).
6.1.3 Obtencion de aceites esenciales

De las muestras de las plantas Syzigium aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris
(Tomillo) se obtuvieron los aceites esenciales. Colocandose una muestra de 250 g de
botones florales secos pulverizados en un matraz de 1,000 mL con 500 mL de agua
destilada y sometidos a hidrodestilacion por 8 h. Finalmente, los aceites obtenidos
fueron tratados tratado con Na,SO, anhidro, filtrados y colocados en tubos dmbar con

tapa rosca y conservados a 4 °C (Glinther E. 1948).
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6.2. Caracterizacion Fitoquimica

Una vez obtenidos los extractos se procedié a su caracterizacion fitoquimica por dos
métodos bésicos, la cromatografia en capa delgada comparativa y los métodos quimicos
de identificacion de grupos funcionales, se sigui6 el siguiente procedimiento: se
prepararon diversos sistemas eluentes, benceno- acetona, cloroformo-metanol (a una
proporcion de 9:1 y 9:2), benceno- acetona- metanol (9: 2: 2), cloroformo- benceno-
acetato de etilo- acetona (9: 9: 2: 2), cloroformo- acetato metanol (7: 5: 2). Con el fin de
valorar la separacion de las fracciones de los extractos y aceites en la cromatoplaca. El
Rf se determind midiendo la distancia del punto de aplicacién de la muestra a la mitad
de la mancha detectada y se dividi6 el valor obtenido sobre la distancia del punto de

aplicacion de la muestra a la distancia recorrida por el eluente (Huacuja ER 1995).
6.2.1. Cromatografia comparativa

Posteriormente, se desarrollé una cromatografia comparativa en capa fina para valorar la
presencia de los principales compuestos reportados en los aceites esenciales,
empledndose diversos estdndares (eugenol, timol, borneol, pineno) en placas de silica
gel 10 x 2.5 cm. Se realiz6 la separacion cromatografica de los extractos sobre la placa
empleando diversos eluentes. Después de eluida se dejé secar perfectamente, se
localizaron las bandas deseadas por medio de luz ultravioleta y las placas se revelaron
con cloruro de cobalto. Este mismo método fue empleado para las formulaciones

obtenidas de NP con extracto encapsulado. (Bolliger, HR., et al., 1965).
6.2.2. Métodos quimicos para la identificacion de grupos funcionales

Como un andlisis quimico preliminar para identificar la presencia de grupos funcionales
de los compuestos involucrados con la actividad antimicrobiana se realizaron las
siguientes pruebas sobre los extractos e identificar grupos quimicos de acuerdo a lo

sefialado por Dominguez X. A., 1973.
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» Prueba de Liebermann Burchard:

Para determinar la presencia de tripterpenos y compuestos esteroidales (esteroles y
metilesteroles). Se disolvieron 1.5 mg de muestra en cloroformo y luego se afiadierén
dos gotas del reactivo, la prueba es positiva al observar cambios de coloracién. El
reactivo se prepard agregando una gota de dcido sulftirico a una mezcla de 1.0 mL de

anhidrido acético y 1.0 mL de cloroformo.
» Prueba de Salkowski:

Para identificar esteroles y metilesteroles. En esta prueba a 2 mg de muestra se
afladieron dos gotas de cloroformo y dos gotas de 4cido sulftrico, se desarroll6 un color

amarillo o rojo en caso de ser positiva su presencia.
® Prueba de Shinoda:

Se realiz6 para identificar la presencia de compuestos de tipo flavonoide (chalconas,
flavononas, flavonoles, flavononoles, 6 xantonomonas) a 1 mg de la muestra disuelta en
etanol se le agregaron limaduras de magnesio y unas gotas de HCI por la paredes. Se

considerd positiva con la aparicion de color anaranjado, rojo, azul o violeta.
* Prueba de Baljet:

Para sesquiterpenlactonas, se utilizaron 2 soluciones que se mezclaron en volimenes
iguales previamente, la solucién A, un gramo de 4cido picrico en 100 mL de etanol; la
soluciéon B, 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua. El reactivo se prepard
mezclando 5 mL de A, 4 mL de B y 100 mL de agua, la prueba fue positiva si se

presenta una coloracién anaranjado o roja obscura.
» Prueba de Acido sulfiirico:

Para compuestos tipo flavonoide; se colocaron dos gotas de la muestra, dos gotas de
acido sulfarico concentrado; se observa coloracion amarilla para flavona y flavonoles,
anaranjado o guinda para flavonas, rojo azuloso para chalconas y quinonas con

coloracion rojo purpura.
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= Prueba de Bromo en Tetracloruro de Carbono:

Para insaturaciones; en 4 gotas de la muestra en un tubo de ensaye se le agregd 4 gotas
en la solucion de bromo al 2 % en tetracloruro de carbono; si la coloracion de la solucion

desaparece en un principio se considerd positiva.
» Prueba Permanganato de Potasio:

Para insaturaciones; se disolvieron 2 gotas de la muestra en dos gotas de agua, acetona o
metanol y se le agregaron dos gotas de la solucién de permanganato de potasio al 2 % en
agua; acetona metanol, se considerd la prueba positiva si se presentd un precipitado

color marrén.
= Prueba de Cloruro Férrico:

Para oxhidrilos fenodlicos, se disolvié una pequefia cantidad de la muestra en etanol y se
le afiadi6 dos gotas de la solucion de cloruro férrico en agua al 2.5 %; la aparicion de

una coloracién o precipitado rojo, azul, violeta o verde se considero positiva.
» Prueba de Molisch:

Para carbohidratos; en un tubo de ensaye se agregaron 3 gotas de la muestra y 3 gotas
del reactivo, disolviendo 1 g de alfa naftol en 100 mL de etanol al 95 %; y se agito.
Después se inclind el tubo y se deposité 2 mL de 4cido sulfdrico concentrado por la

pared; la prueba se considero positiva si se form6 un anillo coloreado en la interfase.
» Prueba del Hidroxido de sodio al 10 %:

Para cumarinas; en dos gotas de la muestra se hicieron reaccionar con dos gotas de una
solucién acuosa o alcohdlica dando un color amarillo o anaranjado que desaparece al

agregar dos gotas de HCI.
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= Prueba de Wagner:

Para efectuar la prueba se agregaron dos gotas del reactivo formado por 1.27 g de yodo
resublimado y 2 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua y dos gotas del extracto; se

considerd positiva la prueba si se observé un precipitado marrén.
= Prueba de Dragendorff:

Modificacién de Munier y Machelobuf, para la determinacién de alcaloides. Para ello se
prepararon dos soluciones, la solucién A con 0.85g de nitrato de bismuto, los cuales se
mezclaron con 10 mL 4cido acético glacial y 40 mL de agua y solucién B con 8 g de
yoduro de potasio disuelto en 20 mL de agua. A 2 mg de muestra se agregaron 4 gotas

del reactivo; la prueba fue positiva si se presentaron coloraciones rojo o naranja.

6.3. Actividad antimicrobiana in vitro de los extractos naturales

Para los ensayos microbioldgicos fueron activadas las cepas ATCC de los
microorganismos a investigar, Streptococcus mutans, 700611, Streptococcus gordonii
10558 y Candida albicans 90029, proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Odontologia UANL. La activaciéon de las cepas se realizé en la
campana de flujo laminar. Se inocularon los microorganismos en caldo tripticaseina de
soya colocdndolos en los tubos ependorff sellados con papel parafilm, y fueron
incubados a 37 °+ 2° C durante 24 h. Posteriormente, una alicuota de 100 pL del
crecimiento bacteriano se deposito en cajas de agar sangre de carnero y agar Saboraud,
haciendo una siembra por extension en placa. Finalmente, se incubaron a 37 + 2° C por
24 h. El ajuste del inoculo se realiz6 mediante la toma de 3 a 5 colonias de cada una de
las cepas a estudio (de similar morfologia y purificadas a partir de los medios selectivos)
en 5 mL de caldo Miiller Hinton y Saboraud para obtener una suspension equivalente al

estandar de turbidez 0.5 McFarland.

Meétodo de difusion en pozo. Brevemente, de una suspension microbiana ajustada al tubo

0.5 de la escala de Mc Farland, se tomaron 100 pL y se sembraron en placas de agar
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Miiller Hinton, en pozos de 6 mm de didmetro se inocularon 20 pL de extractos y aceites
de clavo y tomillo empledndose como disolvente DMSO y como control a una solucién
de clorhexidina a 0.12 % p/v. Finalmente, las placas fueron incubadas a 37 + 2° C por 24
horas y el didmetro de la zona de inhibicién se midié en milimetros mediante un
calibrador vernier. La prueba se realizé por triplicado y se repitié6 en tres ensayos

independientes (Cantén R et al., 2000).

6.3.1 Concentracion minima inhibitoria de extractos sin encapsular

Se determind la concentracién minima inhibitoria (CMI), la cual es definida como la
concentracion mds baja de activo que pueda inhibir el crecimiento visible de un
microorganismo después de incubar por 24 horas. Se evaluaron los extractos y aceites
esenciales mediante el método de dilucién en tubo, contra S. mutans, S. gordonii 'y C.
albicans. Se emplearon tubos de 13 x 100 mm, se activaron y ajustaron las cepas a 0.5
de la escala de Mc Farland que corresponde a un crecimiento de 1.5 x 10® UFC/mL
(Erna Cona T, 2002). Se empleé medio Muller Hinton y se inocularon con 100 pL de
cada extracto y aceite solubilizados en DMSO a diferentes concentraciones (1000 a
31pug/mL), asi como 100 puL de inoculo ajustado, para evaluar la actividad de los
extractos, comparando con los controles clorhexidina al 0.12 % como control positivo,
y negativo DMSO, valordndose por triplicado para cada muestra. Posteriormente, se
incubaron a 37 + 2°C y se compararon con los controles de crecimiento y de esterilidad.
Se dio lectura de manera cualitativa ademds de medir la turbidez por espetrofotometria
visible a 540 nm a las 24 h. La CMI, se determiné cualitativamente y se corrobor6 con la
menor absorbancia entre las concentraciones probadas, después de restar la turbidez de

los controles de extractos y de su concentracién a evaluar.

Finalmente, 100 pL de cada tubo fueron sembrados con el asa de driblasky con la
técnica de plateo y se incubaron a 37°C durante 24 h, realizando el conteo de las UFC

para corroborar la actividad antimicrobiana mostrada por el método de dilucién en tubo.
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6.4. Preparacion de nanoparticulas poliméricas cargadas con extracto

En base a la determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos y aceites sin
encapsular, se realizé la seleccion del extracto mds activos contra las cepas evaluadas,
para dar continuidad a su encapsulacién en nanoparticulas poliméricas (NP) las cuales
fueron preparadas mediante la técnica de nanoprecipitacion propuesta por Fessi et al,
(1989), (Figura. 3). Brevemente, 5 mg de aceite esencial de Syizigium aromaticum
(clavo), y diferente masa del polimero encapsulador Eudragit® E100 (copolimero
aniénico a base de dcido metacrilico y acrilato de etilo) fueron disueltos en un solvente
miscible en agua (5 mL de metanol); formando la fase orgdnica. Posteriormente, la fase
organica fue inyectada a velocidad constante a 15 mL de una fase acuosa, manteniendo
en agitacion continua y moderada. Finalmente, el solvente fue evaporado a presion
reducida (Rotavapor Laborata 4003, Heidolph Instruments, Alemania) a fin de obtener
una suspension acuosa, de NP purificadas, las cuales se caracterizaron, en funcién de su
tamafio, liberacién in vitro y eficiencia de encapsulacién del eugenol (componente

principal del aceite).

Para conseguir la formulacién deseada se realiz6 la evaluacion del comportamiento de
dos variables experimentales del proceso, la masa de polimero y relacién de fases
acuosa-orgdnica y se determiné su efecto sobre el tamafio de las NP obtenidas, con la
finalidad de estandarizar la técnica y obtener particulas con tamafos inferiores a 200 nm.
Se prepar6 una fase organica con cantidades de polimero desde 40 a 200 mg
solubilizados en metanol. La relaciéon de fases acuosa-orgdnica evaluadas fueron, 5:1,

3:1y2:1.
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Figura. 3 Técnica de Nanoprecipitacion para la encapsulacion del aceite esencial de Syizigium aromaticum

(clavo) en nanoparticulas poliméricas.

6.4.1 Caracterizacion fisica de las nanoparticulas

El tamafio de particula se determiné por espectroscopia de correlacion fotonica
(Zetasiser Nano ZS90 Malvern Instruments Reino Unido), para lo cual una alicuota de la
suspension de NP purificadas se diluy6 en agua bidestilada, cada medicion se realizé por
triplicado. Posteriormente mediante microscopia electrénica de barrido (LEO-435VP) se
analizaron muestras de la formulaciéon de nanoparticulas con el aceite encapsulado para

corroborar el tamafio de particula y la morfologia obtenida.

6.4.2 Porcentaje y eficiencia de encapsulacion

La determinacion del porcentaje y de la eficiencia de encapsulaciéon del componente
principal que se encuentra en el aceite encapsulado (eugenol), se realiz6 a partir de NP
con el aceite de clavo incorporado; fueron centrifugadas a 25,000 rpm por 4 h a 5°C
(Allegra 64 R Centrifuge, Beckman-Coulter, Brea, CA). Posteriormente, la pastilla de
NP fue liofilizada a —48 °C/120 mbar por 16 h (Free Zone 2.5 L Freeze Dry System,
Labconco Corp., Kansas City, MO) y una cantidad conocida de pastilla se disolvié en
metanol y fue analizada por cromatografia de gases-masas (GC-MS) como se describe
en el siguiente apartado. El porcentaje y eficiencia de encapsulacién, se calcularon

considerando las siguientes ecuaciones:
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eugenol encapsulado (g)

x 100 Ecuacioén 1

% Encapsulaciéon =
NP cargadas con eugenol (g)

eugenol encapsulado (g)

x 100 Ecuacion 2

% Eficiencia de Encapsulacion = .
eugenol en la fase organic a(g)

6.5. Caracterizacion del extracto incorporado en NP por cromatografia gases

masas

Las formulaciones de NP con el aceite de clavo se analizaron para establecer la cantidad
de componentes presentes en la muestra e identificar la presencia del componente

principal incorporado en NP.

La cuantificacion e identificacion se realizé mediante la comparacion del tiempo de
retencion asi como el porcentaje de concordancia entre las muestras y el estidndar por
cromatografia de gases masas. Las muestras analizadas fueron el aceite esencial de clavo
obtenido y la formulacién de NP cargadas con el aceite, empleando un cromatdgrafo de
gases 6890N con inyector split/splitless y detector selectivo de masas 5973 (Agilent
Technologies, Alemania) con fuente de ionizacién de impacto electrénico y analizador
cuadrupolar. La separacion se realizé con una columna HP SMS (30 m x 0.25 mm x 0.25
um; Agilent Technologies, Alemania). El gas acarreador fue helio con un flujo de 1.0
mL min-1. El programa de temperatura del horno consistié en una etapa inicial a 80 °C
por 1 min, subiendo 10 °C min-1 hasta 200 °C manteniendo 3 min a esta temperatura,
finalmente se incrementd a una velocidad de 15 °C min-1 hasta llegar a 320 °C y se
mantuvo por 8 min. La temperatura del inyector fue de 270 °C y la de la linea de
transferencia de 250 °C. La adquisicion de los datos se realizé en modo de barrido
completo en un rango de 30-550 m/z. La identificacién de los compuestos se realizé con

la base de datos de la libreria Wiley 7 n.l.
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6.6. Liberacion in vitro del eugenol encapsulado en las nanoparticulas

Se prepararon sistemas con buffer a pH 5, se adicionaron alicuotas de la formulacién con

el encapsulado a cada uno de los sistemas en diferentes tiempos (0 — 24 h) y en agitacién

lenta, se tomaron muestras de cada uno de los sistemas realizandose la extraccion con

cloroformo del aceite, para cuantificar por GC-MS al componente principal liberado.

Los resultados obtenidos fueron ajustados a modelos matematicos (Tabla 1), los cuales

permitieron establecer la cinética y mecanismo de liberacidn del eugenol a partir de las

NP como un proceso dependiente del tiempo (Siepmann J & Siepmann F. 2008, Aragoén,

J.etal., 2011).

Tabla 1. Ecuaciones matemdticas para los modelos utilizados para describir la

liberacion del eugenol a partir de las NP

Model Ecuacion
Cinética de orden cero Mt
— =KXt
Moo

Cinética de primer orden

logC = logCo — Kt1/?

Higuchi

Mt

—— =K x t1/?
Moo

Korsmeyer-Peppas Mt = logK X t"
Moo — 9

Dénde: Mt/M es la fraccion de soluto que se ha liberado a un tiempo ¢ y K es la constante de velocidad

de liberacion; n es el exponente que indica el mecanismo de liberacion del activo.
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6.7. Actividad antimicrobiana de NP cargadas con aceite de clavo

Las formulaciones de NP purificadas con aceite de clavo encapsulado fueron
centrifugados durante 3 h a 25,000 rpm. La pastilla de NP se resuspendié a un volumen
de 2 mL con agua bidestilada a una concentracién de aceite de 800 ug/mL y se
esterilizaron mediante filtracién con tubos millipore esteriflip EXPRESS PLUS
Membrane (0.22 pm) de 50 mL. Posteriormente, se determiné la actividad
antimicrobiana de las NP con relacion al tiempo de liberacion, mediante la técnica de
macrodilucién en tubo, sobre S. mutans a las 24, 48 y 72 horas de liberacion del aceite
encapsulado en las NP, realizando lo siguiente: se tomaron alicuotas de la suspension de
NP esterilizadas y se incubaron en tubos de ensayo con 3 mL de medio Miiller Hinton a
diferentes concentraciones finales de aceite (75, 150, 300 y 600 pg/mL). Cabe
mencionar que S. mutans se inoculd a las 0, 24 y 48 horas de liberacion para completarse
los tiempos de exposicion mencionados en un principio. Ademds, se evaluaron

paralelamente los controles de NP sin aceite y clorhexidina sin encapsular al 0.12 % p/v.
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7. RESULTADOS

7.1. Identificacion del material vegetal, Obtencion de Extractos

El material vegetal de Ocimum basilicum (Albahaca) Calendula oficinales (Célendula),

Syzigium aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris (Tomillo), fue identificado con un

nimero de voucher 025573, 025574, 025575, 025576, respectivamente para cada

muestra analizada.

7.1.2. La Clasificacion taxonomica de Ocimum basilicum (Albahaca).

En la figura 4 se observa la parte aérea de la planta utilizada en esta investigacién. Y

segun literatura la taxonomia de Ocimum basilicum es la siguiente:

Reino Plantae
Subreino Angiosperma
Divisién Magnoliophytina
Clase Dicotyledonea
Subclase Lamiidae
Familia Lamiaceae

Tribu Asteraceae
Género Ocimum

Especie basilicum

Figura. 4 Parte aérea de Ocimum basilicum (Albahaca).
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7.1.3. Clasificacion y descripcion botanica de Calendula officinalis (Calendula)

En la Figura 5 se observa la muestra de flor utilizada en este estudio. Segiin Muley BP

(2009), la clasificacion taxondmica de Calendula officinalis es la siguiente:

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asterideae
Familia Asterales
Tribu Asteraceae
Género Calendulae
Especie Officinalis

Figura 5. Flor de Calendula officinalis (Célendula).

7.1.4. Clasificacion y descripcion botanica de Syzigium aromaticum (Clavo)

La figura 6 muestra los capullos de la planta utilizada en la presente tesis. Segin Wren,

(1994), 1a Clasificacion taxonémica de Syzigium aromaticum (Clavo) es la siguiente:

Reino Plantae
Subreino Vegetal
Divisién Myrtineae
Clase Angiospermae
Subclase Dicotiledoneae
Familia Myrtaceae
Tribu Mpyrtiflorae
Género Syzygium
Especie aromaticum

Figura 6. Capullos de Syzigium aromaticum (Clavo).
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7.1.5. Clasificacion y descripcion botanica de Thymus vulgaris (tomillo)

Finalmente, la figura 7 muestra la parte aérea utilizada del tomillo. Segin Fan, W.

(2008) su clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino Plantae
Subreino Spermatophyta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Thymus
Especie vulgaris

Figura 7. Parte aérea de Thymus vulgaris (Tomillo).

7.1.6. Rendimiento de Extraccion

Posteriormente, se determiné el rendimiento de los extractos metandlicos de Ocimum
basilicum (Albahaca), Calendula officinalis (Calendula) mediante Soxhlet, y se obtuvo
una eficiencia de 12.40% y 29.45%. Para el caso de los aceites esenciales obtenidos
mediante hidrodestilacién a partir de Syzigium aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris

(Tomillo), el rendimiento fue de 2.20 % y 0.29 % respectivamente (Tabla 2).

7.2. Caracterizacion fitoquimica

En la identificacion parcial de grupos funcionales (Tabla 2), mediante las pruebas
coloridas, los extractos respondieron de manera positiva para esteroles, terpenos,
flavonoides y para grupos oxhidrilos fendlicos. Por otro lado los aceites esenciales
fueron positivos para terpenos y oxhidrilos fendlicos
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Tabla 2. Rendimientos y caracterizacion fitoquimica de extractos

metandlicos y aceites esenciales obtenidos

Parte de Rendimiento | Identificacion parcial de
Especie
planta (%) compuestos***
Ocimum basilicum Terpenos
Aérea 12.40
(Albahaca) *
Esteroles
Calendula officinalis Flavonoides
(Caléndula)* Flor 29.45

Oxhidrilos fendlicos

Syzigium aromaticum

(Clavo)**

Frutos 2.20

Terpenos

Thymus vulgaris
(Tomillo)**

Aérea 0.29 Oxhidrilos fendlicos

Extraccién por soxhlet (*); extraccion por hidrodestilacion (**); pruebas colorimétricas (***).

7.3. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Para la separacion cromatogréifica de Ocimum basilicum (Albahaca) empledndose como
fase movil benceno:acetona 9:1 y para Calendula officinalis (Célendula) se identificaron
3 fracciones visualizadas al revelado con CoCl,. En relacién a los aceites esenciales para
Syzigium aromaticum (Clavo) y Thymus vulgaris (Tomillo) empleando la fase hexano/
acetona 9:1 se identificaron para el primero dos fracciones y para el segundo cuatro
visualizadas al revelado con CoCl, para ambos. En la tabla 3 se presentan los diferentes
Rf evaluados para las diferentes fracciones encontradas en cada uno de los extractos y

aceites.
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Tabla 3. Fracciones identificadas en cada extracto y aceites
Planta Sistema eluente Rf Revelado
O:1) CoCl,

Albahaca 3* 0.4,0.5,0.6 --
Caléndula 3* 0.15,0.4, 0.65 -
Clavo® 2 *E 0.2y0.75 v

0.50, 0.67, 0.78

Tomillo* 4 ** ’ ’ ’
omillo 0.84 v

Benceno/Acetona (*), hexano/acetona (**); aceites esenciales (+).

Respecto a la cromatografia comparativa realizada para los aceites esenciales obtenidos
se identific6 analogia entre la primera fraccion y el estdndar de eugenol, con un Rf de
0.75. Se puede presumir la presencia del eugenol en el aceite de clavo obtenido (Figura.
8 A, B). Por otro lado, para el aceite de tomillo existi6 concordancia entre los valores de
Rf de 3 fracciones correspondiendo a eugenol, timol y borneol con Rf de 0.9, 1.2, 1.5

respectivamente visualizadas al revelado U.V y con CoCl, para ambos (Figura. 8 C, D).

Syzigium aromaticum Thymus vulgaris

Figura 8. Cromatografia comparativa del aceite de esencial sin encapsular de Syzigium aromaticum (AS,
B5) y Thymus vulgaris (C5,D5); de las NP con aceite de S. aromaticum encapsulado (Al y B1) y de su
sobrenadante (A2 y B2) y de los estdndares eugenol (A3, B3, y C1, D1) , timol (C2 y D2), borneol (A4,
B4 y C3, D3), pineno (C4 y D4); revelados con UV (A, C) y cloruro de cobalto (B, D).
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7.4. Actividad Antimicrobiana de los extractos y aceites esenciales obtenidos sin

encapsular

En el ensayo preliminar antimicrobiano de los extractos y aceites obtenidos en el
presente trabajo mediante el método de difusién en agar, se determind que el aceite de
clavo fue el mds activo contra los microorganismos a estudio ya que se observo

actividad inhibitoria en la mayoria de las concentraciones evaluadas.

En lo que respecta a la determinacién de la CMI, se identificé actividad antimicrobiana
para los extractos y aceites a la concentraciéon de 1000 pug/mL después de 24 h de
incubaciéon, mostrando el mayor efecto inhibitorio contra Streptococcus mutans y
Streptococcus gordonii, con un halo de inhibicién promedio de 17 mm, seguida por la de
500 y 250 pg/ml con un didmetro de 16, 14 y 13 mm respectivamente. Para Candida
albicans, las concentraciones de 1000 y 500 pg/mL fueron activas, con un didmetro

promedio de 8.2 y 6.5 mm respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de S. aromaticum sin
encapsular contra Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii, y Candida
albicans ATCC, a las 24 h de exposicion.

PROMEDIO INHIBICION (mm)
Microorganismos .
! S Aceite de S. aromaticum (ng/mL)
DMSO Clorhex.

0.12 % 1000 500 250 125 62 | 31

S. mutans 0 1900405 | 17.50+04 16.93+0.2 13.33+0.29 10+0.87 0] o

S. gordonii 0 18.00+ 17.0020.07 | 1406093 | 13.112029 | 933029 | 0 | 0
Candida albicans 0 12.05£0.50 |  8.00£0.50 6.50+0.50 0 0 0ol o

Clorhex: Clorhexidina 0.12 % (n=3).

Por otro lado, mediante la técnica de macrodilucién se determind cualitativamente la
actividad inhibitoria de los extractos y los aceites esenciales coincidiendo con la
actividad antimicrobiana identificada contra los tres microorganismos. Asi mismo, los

aceites fueron activos a las cuatro primeras concentraciones evaluadas.
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Se determin6 como CMI para los extractos evaluados contra Streptococcus mutans y
Streptococcus gordonii la concentracion de 250 pg/mL, para los aceites probados fue de
125 pg/mL, estos tltimos contra Streptococcus mutans y Streptococcus gordonii
mostraron un comportamiento bactericida al verificarse en el sembrado en agar a la
mayor concentracion dnicamente; siendo el aceite de S. aromaticum con la mejor accién
bactericida. Finalmente, la CMI identificada contra Candida albicans, correspondi6 para
los extractos, la concentraciéon de 1000 ug/mL y para los aceites fue la de 500 pg/mL

(Tabla 5).

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria de extractos y aceites esenciales sin

encapsular contra Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii, Candida albicans
ATCC.

Qeimum basificum Cdalendula oficinales Syzighum aromatioum S vulgaris
(Albahaca) (Calendula) (Clavao) (Tormillo)
TI2(3[4 (367|812 (3[4[a|6|T7 |8 (o123 ([4[3[6|7[8[9{L1|2][3 [4[5[6]|T7]|8]9
=TT+ -1+ -T-1-1-1-T+1+1+1+-1-1-1-1-1+1+]+[+]-
=TT+ -1+ 1+ -T-1-1-1-T+1+1+1+-1-1-1-1-1+1+]+[+]-
T+ -T- T+ - - -+ - -1- T+ +[+]-

Concentraciones;],(1000),2 (500}, 3(250), 4(125), 5(62), 6(31), 7(15) pg'ml., 8 (DMSO), 9 clothexidina 0.12% p/v.
Crecinento +
Sin crecimiento —

7.5. Incorporacion del aceite de Sizygium aromaticum en nanoparticulas y su
caracterizacion fisica

Se seleccioné el aceite de clavo para su incorporacion en las formulaciones de NP,
debido a que mostr6 la mayor actividad antimicrobiana en comparacién del resto de los

extractos analizados en esta investigacion.

Inicialmente, se determiné el efecto de diferentes variables de la técnica de
nanoprecipitacion sobre el tamafio de particula e indice de polidispersidad. Se observé
que la concentracién del polimero tuvo un comportamiento directamente proporcional
con respecto al tamafio de particula, obteniéndose NP con tamafios promedios de 65 a

280 nm (Figura. 9A).

Por otro lado, se encontré que el tamafio de las NP sostienen un comportamiento

inversamente proporcional con respecto a la relacion de fases, obteniéndose tamafios
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desde 70 a 180 nm (Figura. 9B). Mostrando ambas variables influencia de forma directa

sobre el tamaio de las particulas.

350 - 350
300 - 300 -
<
250 - 250
A
£ 200 | 200 - o
0
e
£ 150 - ¢ 150 | <
~
il
100 - ¢ 100 -
<
50 + ¢ 50 -
0 t t t t i 0 t t |
0 50 100 150 200 250 0 0.2 0.4 0.6
Eudragit® E 100 (mg/mL) A Relacion de fase orgédnica:acuosa B

Figura 9. Efecto de la concentracién de polimero (A), Relacidon de fase acuosa/organica (B) sobre el
tamafio de NP (n=3).

Especificamente, las formulaciones con 100 mg de polimero y con una relacion de fases
acuosa-orgdnica de 3:1 mostraron tamafios homogéneos de particula menores a 200 nm
caracteristicas deseadas para los estudios microbiolégicos; siendo éstas las condiciones
de las variables utilizadas para el desarrollo de la formulacién de NP con los extractos

encapsulados.

La caracterizacion de NP sustentd que las formulaciones fueron homogéneas en tamatio,
con un indice de polidispersidad de 0.082 nm y con un tamafio de particula =157 nm por
medio del andlisis por espectroscopia de correlacion fotonica (Figura 10 A). Mediante el
andlisis por microscopia electrénica de barrido se corrobord que las formulaciones de

NP tuvieron tamafio y distribucion homogénea con morfologia esférica (Figura. 10 B).
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Figura 10. Tamafio, distribucién y morfologia de nanoparticulas, por espectroscopia de correlacion
foténica (A) y por microscopia electrénica de barrido (B).

7.5. Analisis de contenido de las nanoparticulas poliméricas

Inicialmente, en lo que respecta a la presencia y los porcentajes de encapsulacion del
componente principal (eugenol) del aceite incorporado en NP, fueron observados por
medio de cromatografia comparativa empleandose como controles estindares de los
principales compuestos contenidos en el aceite de clavo que se han reportado en
literatura, tales como borneol y eugenol (Figura. 8A, B). Asi mismo se verificé y
compar6 su presencia y contenido con el estdndar de eugenol por medio del anélisis de
cromatografia de gases masas lo que permitié6 ademds corroborar y cuantificar los

porcentajes de encapsulacion del eugenol.

En la Tabla 6 se presentan los compuestos mayoritarios presentes en el aceite de
Sysygium aromaticum sin encapsular, con su correspondiente tiempo de retencién y
porciento de drea, la cual es mayor para el eugenol que es justamente el componente
principal del aceite de clavo con un porcentaje igual al 67.5 % calculado mediante los
perfiles cromatograficos del estdndar de eugenol libre (Figura 12). Asi mismo en el
reporte del aceite encapsulado en las NP (Figura 13), se aprecia claramente la presencia
del compuesto que produce el pico de mayor abundancia en el aceite, correspondiendo a
un tiempo de retencion de 12.50 minutos tanto para el aceite sin encapsular como para el

encapsulado.
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Componentes mayoritarios del aceite de Sysygium aromaticum. Tiempo de
retencion para cada compuesto identificado (tr) y el % de Area (abundancia).

Compuestos Encontrados Tr (min) % Area
Alfa-Terpinoleno 4.89 0.43
p-Alinalisol ( Estragol) 6.25 0.58
p-Alilfenol 6.91 0.19
Timol 7.45 1.41
Eugenol 8.50 67.5
Alfa-Copaeno 8.73 0.28
Vanilina 8.95 1.15
Trans-Cariofileno 9.33 16.26
Alfa-Humeleno 9.75 3.14
Germacreno- d 9.99 0.14
Acetato de eugenol 10.52 4.16
B Cariofileno 11.36 2.05
Cinamaldehido 12.96 0.52

Tabla 6. Identificacién de componentes mayoritarios del aceite de Sysygium aromaticum, con el tiempo de

retencién para cada compuesto identificado (tr) y el % de Area (abundancia).
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Figura 12. Cromatograma del estdndar eugenol obtenido por cromatografia de gases masas. Condiciones
de andlisis: Temperatura Inicial: 250°; Tiempo de andlisis 21 min, Columna HP 5-MS, 0.25 mm 0.25pm;

Velocidad de flujo: 1mL/min Helio
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Figura 13. Cromatograma del aceite extraido de las NP.Condiciones de andlisis: Temperatura Inicial: 250°,
Tiempo de andlisis: 21°, columna HP 5-MS, 0.25 mm 0.25umb. Velocidad de flujo: ImL/min Helio;

1.791.5mG de aceite S. aromaticum.
Finalmente, mediante el andlisis cromatografico instrumental y con apoyo de las

ecuaciones 1 y 2, de la seccién 6.7.2. fue posible determinar que existe un 47 % de

eficiencia de encapsulacién del eugenol y un porcentaje de encapsulacion del 73.16 %.

43



7.6. Cinética de liberacion in vitro del aceite de clavo a partir de las nanoparticulas

poliméricas

Se evalu6 el perfil de liberacion in vitro de la formulacién para determinar el efecto del
pH sobre la liberacion del aceite encapsulado. La Figura 14 muestra que la formulacién
liber6 alrededor del 10 % de eugenol incorporado a partir de la primer hora de
exposicion al medio, mostrando una liberacién gradual hasta las 24 h, tiempo en el que
se observa una liberacién del eugenol cercana al 48 %; por lo que podria mencionarse

que se tiene un sistema de liberacion gradual del eugenol con respecto al tiempo y

dependiente del pH.

100 +

Liberacion del aceite (%)

0 1.0 2.0 3.0 4.0 24.0
Tiempo de Liberacion (horas)

Figura 14. Cinética de liberacion a pH 5, del eugenol presente en el aceite S.aromaticum

encapsulado en NP (n=3)

En relacién a la caracterizacion de la liberacion del aceite de clavo encapsulado en las
NP, los resultados obtenidos de la cinética de liberacion fueron considerados para
describir el mecanismo mediante el cual se da dicha liberacién, para ello, se evalud el
ajuste de los resultados a modelos matematicos que describen diferentes mecanismos de

. ., . . . .2 2 2
liberacion. Se obtuvieron los valores de los coeficientes de correlacion (1) y se encontrd
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que el mecanismo de liberacién propuesto por Higuchi (Tabla 7), mostré el mejor ajuste,
el cual, describe un mecanismo de liberacion del aceite desde una matriz insoluble,
como un proceso dependiente del tiempo basado en un proceso de difusién de tipo

Fickiano.

Tabla 7. Modelos matematicos utilizados para describir la
liberacion del eugenol

Modelo r’
Higuchi 0.984
Orden cero 0.629
Primer orden 0.886
Kornsmeyer-Peppas 0.712

7.7. Actividad antimicrobiana con respeto al tiempo de liberacion del aceite a partir

de las nanoparticulas

En relacion a la actividad antimicrobiana presentada durante la liberacion del aceite
encapsulado, se pudo observar que éste mostré actividad antimicrobiana a las dos
mayores concentraciones probadas de 300 y 600 ug/mL a 24h. Respecto a las 48 h de
liberacion se determiné que las concentraciones mantuvieron su actividad
antimicrobiana, ademds se pudo observar que la concentracién de 150 pg/mL presentd
inhibicion del crecimiento bacteriano. Finalmente para el ensayo de 72h de liberacion, se
observo que las cuatro concentraciones seleccionadas para esta prueba, es decir, 75, 150,
300 y 600 pg/mL mostraron inhibicién de crecimiento sobre el microorganismo a

estudio (Tabla 8).
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Tabla 8. Actividad antimicrobiana con respecto al tiempo de liberacion
del aceite de S. aromaticum incorporado en NP contra S. mutans (n=3).
Concentracion Tiempo (h)
(ug/mL) 24 48 72
Clorhexidina
+ + +
0.12% plv
NP blanco - - -
75 - + +
150 - + +
300 + + +
600 + + +

Crecimiento (-), Inhibicién (+)

Finalmente, las NP en este estudio mostraron una liberaciéon in vitro del eugenol
encapsulado, y por lo tanto una actividad antimicrobiana a partir de las 24 h,
manteniéndose dicha actividad a las 72 horas. Lo que nos permite sugerir que el aceite

se libera a partir de las nanoparticulas poliméricas conforme al tiempo (Figura 15).

S 100 -
g
g 801
=
g 60 -
E m24
£ 40 - 48
= [ | 79
S 20 - I l -
=
< 0 .

75 150 300 600

Concentracién de aceite (ug/mL)

Figura 15. Actividad antimicrobiana con respecto a la liberacién del aceite de S.aromaticum incorporado

en NP de Eudragit E100 sobre S. mutans (n=3).
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8. DISCUSION

Diversos autores han reportado la extraccién con soxhlet como un método que brinda
una alta eficiencia de extraccion, concordando con los resultados obtenidos en esta

investigacion para las especies de plantas estudiadas (Tabla 2).

Por otro lado, el método de hidrodestilacién es el mayormente utilizado para aislar
aceites esenciales. En el presente trabajo se encontré un porciento de recobro del 2.20 %
para el aceite de clavo y para el aceite de tomillo del 0.29 % siendo esto un tipico
resultado seglin muestra la literatura (Mohammad Amzad et al., 2014). El porciento de
recobro y la composicion quimica de aceites voldtiles son influenciados por la
composicion genética de la planta, las condiciones ambientales entre otros factores

(Byramoglu et al 2008, Luchesi et al 2006, Ferhat et al 2005 y Kosar et al., 2005).

El objetivo de esta tesis ha sido la extraccion del material vegetal y el andlisis
cromatogrifico por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS) del aceite esencial obtenido con mayor actividad bioldgica a partir de las muestras
presentes en el mercado en Monterrey, México previamente a su incorporacién en
nanoparticulas. Los diferentes materiales vegetales analizados en el presente estudio
fueron extraidos y posteriormente caracterizados mediante pruebas fitoquimicas bésicas
por reacciones coloridas y por cromatografias comparativas, encontrandose la presencia
de grupos funcionales o estructuras quimicas esperadas, ya que estas han sido reportadas
por otros autores, sin embargo; el objetivo de dichos andlisis en este estudio se centré en
tomar los resultados como medida de control para verificar la calidad del material, es
decir, verificar que los componentes potencialmente bioactivos previamente reportados
se encontraban presentes. Como se menciond previamente, los resultados concuerdan
con lo reportado y mostraron que los vegetales disponibles en el comercio en la ciudad
de Monterrey cuentan con caracteristicas potencialmente aceptables para su empleo en

ensayos bioldgicos.
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De acuerdo a las pruebas coloridas, la caracterizacion fitoquimica preliminar resulto
positiva para terpenos, esteroles, flavonoides y oxidrilos fendlicos. Tomando en cuenta
que se analizaron extractos de naturaleza poco polar (principalmente aceites esenciales
de clavo y tomillo), los grupos de mayor presencia fueron los que poseian baja

polaridad, entre los cuales se encontraron terpenos y oxhidrilos fendlicos (Tabla 2).

La siguiente etapa, posterior al andlisis fitoquimico bdsico consistié en realizar ensayos
de actividad antimicrobiana de los diferentes extractos obtenidos. Se pudo observar que
los extractos evaluados presentaron actividad antimicrobiana contra los
microorganismos evaluados en la presente investigacion resaltando su interés en la salud
oral. Dicha actividad era esperada puesto que otros investigadores han probado extractos
de estos vegetales como antimicrobianos aunque no se han encontrado reportes de la
inhibicién de estos patégenos orales por extractos de albahaca o caléndula. Sin embargo,
para los fines que persigue el presente trabajo el aceite esencial de clavo fue el Unico
material considerado para continuar los objetivos de desarrollar una formulacion de NP
incorporando el producto natural y la posterior evaluacion de su desempefio contra los
patégenos ensayados, esta decision fue tomada debido a que el aceite de clavo presentd

una destacada actividad antimicrobiana.

La composicion de diversos ingredientes bioactivos del aceite esencial de clavo depende
de la distribucién geogréfica, asi como las condiciones ambientales, tales como
temperatura, precipitacion, altitud, horas de sol, etc. Los diferentes ingredientes
bioactivos pueden afectar las actividades biolégicas y quimicas. En el presente estudio,
se identificaron pocos compuestos en los aceites esenciales ya que la mayoria de los
componentes quimicos son volétiles y se evaporaron durante el tiempo de procesamiento
de las muestras o debido a la extraccién a temperaturas elevadas. El eugenol, el Transy
beta cariofileno, el humuleno y el acetil eugenol son ingredientes bioactivos
predominantes en los aceites esenciales, utilizados principalmente en el area de
perfumeria, como aromatizantes y en el drea de medicina como antiséptico y anestésico
local siendo el eugenol, un compuesto quimico principal en el aceite de clavo y

considerado como la principal molécula responsable de la gran variedad de sus
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actividades estudiadas, (Alma et al, 2007; Kamel et al., 2007). Resultados que

concuerdan con lo encontrado en este estudio.

A si mismo, se han reportado diversos estudios donde explican la presencia de timol y
carvacrol en el aceite de tomillo, siendo los principales compuestos responsables de la

actividad antimicrobiana (OMS 2009).

Inicialmente, se realizé la optimizacién del método de nanoprecipitacién para obtener
NP con tamafios homogéneos cercanos a 200 nm. Se determiné que al modificar
variables, como la concentracién de polimero utilizando un volumen constante de la
relacion de fase orgédnica-fase acuosa; o bien utilizando una masa de polimero constante
variando la relacion de fases organica-acuosa mostraron influencia sobre el tamafio de
particula. En el presente trabajo, se observé que al aumentar la cantidad de polimero en
la fase orgdnica, el tamafio de particula también aumenta debido a que hay mds cadenas
poliméricas disponibles para la agregacion del polimero formando las NP. Por otro lado,
el incremento en el volumen de la fase orgdnica, se obtuvieron particulas de menor
tamafo; permitiendo tener una formulacion con condiciones Optimas para obtener NP de
una morfologia esférica con tamafios cercanos a 200 nm con el aceite de clavo
encapsulado; y para ello se utilizé 100 mg de polimero y una relacién de fases organica-
acuosa de 3:1; obteniendo NP con caracteristicas fisicas adecuadas para realizar estudios

bioldgicos (Neil Desai, 2012).

En este estudio, se establecié que la liberacion del eugenol presente en el aceite de clavo
incorporado en NP tuvo un mecanismos de liberacion tipo Fickiano, siendo este un
fenémeno de difusion que permite la relajacion de las cadenas del polimero en las NP
una vez que entran en contacto con el buffer dcido, permitiendo la liberaciéon gradual de
la sustancia incorporada con respecto al tiempo (Nokhodchi et al., 2002; Séez et al.,
2003; Serrano & Cornejo, 2011). Existen diversos estudios donde se establece que la
liberacién de activos se realiza de manera lenta, coincidiendo con lo obtenido en esta
investigacion (Lollo, 2012). En las primeras horas del estudio no se observé actividad
del aceite incorporado en la formulacion de NP; sin embargo, a medida que se analiz¢ la

actividad antimicrobiana del aceite conforme al tiempo, se pudo observar actividad de
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las formulaciones de NP, las cuales mostraron el mismo comportamiento a lo propuesto
en estos estudios de liberacion prolongada, ya que al completar las 24 h de exposicion,
se liber6 solamente el 50 % del aceite encapsulado. Por lo que se puede proponer que en
formulaciones de aceite sin encapsular, la actividad del aceite sobre el microorganismo a
estudio seria inmediata y que si a estas formulaciones se anade el aceite en NP

poliméricas se contaria con un efecto inmediato y sostenido.

Posteriormente, se evalud la actividad antimicrobiana y se determin6 la CMI del aceite
de clavo. Se observd que el aceite esencial de Syzygium aromaticum obtenido en este
estudio por hidrodestilacién present6 actividad antimicrobiana importante con CMI y
CMB para Streptococcus mutans, correspondiendo a 390 y 780 ug/mL respectivamente,
equiparable a las concentraciones reportadas por otros autores (Khan ez al., 2009).
Existen estudios que reportan para este mismo microorganismo y para Streptococcus
sanguis una CMI a 310 ug/mL, asi como para otros microorganismos orales los cuales
también han sido sensibles al aceite de clavo donde ha mostrado ser activo a las
concentraciones de 512, 310 y 160 pug/mL contra Candida albicans, Staphylococcus
aureus y Actinomyces viscosus respectivamente. Por otro lado, se ha reportado que la
CMI del aceite esencial de clavo de la India sobre cepas de Candida albicans varia
desde 1,000 hasta 2,500 pg/mL, repotado por Nzeako and Lawati (2008). En base a lo
descrito, y de acuerdo con los criterios establecidos por Sartoratto et al (2004), donde se
establece que los aceites esenciales con CMI entre 50 y 500 pg/mL son considerados de
fuerte actividad antimicrobiana, aquellos con una CMI entre 600 y 1500 pg/mL son
considerados de actividad moderada y cuando los aceites presenten una CMI mayor de
1500 pg/mL han de considerarse como actividad baja, es posible considerar para este
estudio y bajo las condiciones experimentales analizadas, que el aceite esencial de
S.aromaticum tiene fuerte actividad antimicrobiana ya que la CMI fue de 250 pg/mL.
Concordando con estudios realizados por otros autores (Rhayour, 2003; Ayoola et al.,

2008).

Por otro lado, una vez evaluada la actividad antimicrobiana del aceite obtenido,

incorporado en las formulaciones de NP, se pudo comprobar que estd actividad se
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mantiene incluso posterior a los procesos de obtencion y caracterizacion de las NP. Cabe
destacar que para las formulaciones de NP la CMI fue inferior a la del aceite sin
encapsular, siendo de 75 pug/mL, este comportamiento de particulas poliméricas con
antibidtico incorporado ha sido estudiado por otros autores donde se ha reportado que las
concentraciones activas disminuyen cuando el activo se encuentra encapsulado en
comparaciéon con su desempefio cuando se ensaya de forma libre. Una de las
explicaciones que se han estudiado es la capacidad que presentan las particulas de
adsorberse a los patégenos debido que el material polimérico que las constituye presenta
interacciones con los constituyentes presentes en la superficie de los microorganismos,
especificamente se han mencionado copolimeros de &4cido metacrilico, es decir, el
mismo material utilizado en el presente estudio (Langer y Peppas, 1981; Langer et al.,

1990).

Respecto a las posibles ventajas que tendria la utilizacion de los sistemas
nanoparticulados obtenidos en esta investigacion, tales como mejorar el efecto
terapéutico por prolongar la actividad bioldgica mediante el control de la velocidad de
liberacién de farmacos con lo que ademds se disminuye la frecuencia de administracidn,
durante las ultimas dos décadas, se han realizado innumerables trabajos para desarrollar
nanomedicinas més eficaces a partir de polimeros biocompatibles y biodegradables. Las
aplicaciones de estos polimeros como materiales de entrega de activos ha sido revisado

exhaustivamente por Kumari et al., (2010).

Dillen et al., (2006) prepararon nanoparticulas poliméricas a partir de Eudragit® RS100
y RL100/PLGA para incorporar ciprofloxacina por la técnica de doble emulsion agua en
aceite agua (W/O/W) evaporacion de disolvente, posteriormente realizaron un analisis
de liberacion del activo y determinaron la actividad antimicrobiana de las formulaciones
contra Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Sus resultados mostraron
liberaciéon prolongada del activo a partir de las NP para todas las formulaciones

probadas.

Gupta et al., (2010) desarrollaron nanoparticulas por la técnica de nanoprecipitation para
la encapsulacion de esparfloxacina para aplicacion oftdlmica, con la finalidad de mejorar

el tiempo de residencia precorneal y penetracidon ocular; caracterizando la fomrulacion
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de NP por diversas propiedades como el tamafio de particula, potencial zeta, liberacion
del farmaco in vitro, y estabilidad. Ademads se evaluaron las propiedades antimicrobianas
que fueron probadas contra Pseudomonas aeruginosa por la técnica de extension en
placa. Los resultados de este estudio indicaron que nanoparticulas de EGLP con
esparfloxacina incorporada, produce una entrega oftdlmica del activo que mejora el

tiempo de residencia precorneal y la penetracién ocular.

Cheow et al., (2010) examinaron las caracteristicas fisicas de formulaciones de NP de
EGLP y PCL preparadas por el método de emulsificacion - evaporacion del solvente, en
las cuales se evaluaba la incorporacién de antibidticos derivados de fluoroquinolonas,
especificamente ciprofloxacina y levofloxacina. Ademds se evalio la capacidad
antimicrobiana de estas formulaciones contra biofilm de E.coli. Los resultados
mostraron que debido a su alta eficiencia de encapsulacion y a su alta eficacia
antibacteriana en dosis bajas las formulaciones de NP con ciprofloxacina encapsulada

representan una buena alternativa contra dichos biofilms.

Finalmente, en el presente estudio se ha demostrado también que los valores de CMI y
CMB de un extracto vegetal con actividad antimicrobiana disminuyeron
significativamente cuando el material vegetal fue incorporado en NP, en comparacién
con los valores obtenidos el compuesto sin encapsular 75 y 250 pg/mL, respectivamente,
ademds, la actividad antimicrobiana se mantiene considerablemente durante un tiempo
prolongado al liberarse de manera gradual a un pH acido (Langer y Peppas, 1981;

Langer et al., 1990).
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9. CONCLUSIONES

En este estudio fue posible elaborar una formulacion reproducible para la encapsulacion
de aceites esenciales en NP que incorporan extracto vegetal con tamafios aceptables para
su evaluacién bilégica. Bajo las condiciones experimentales analizadas, las
formulaciénes de NP poliméricas cargadas con el aceite de clavo mostraron que el aceite
no se libera de manera inmediata, por lo que dichas particulas funcionan ademads de
vehiculo como un sistema reservorio de principios activos de origen vegetal, para
brindar un efecto antimicrobiano potencializado de liberacion sostenida. Este tipo de
formulaciones pasan a convertirse en una promesa para la investigacion de principios
activos de origen natural incorporados en NP y permitir el fortalecimiento en la terapia

Odontoldgica.
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10. PERSPECTIVAS

Estudios recientes han demostrado una gran variedad de agentes antimicrobianos
empleados hoy en dia, lo que ha favorecido la apariciéon de cepas resistentes a la

terapéutica empleada debido al uso indiscriminado de los mismos.

Una estrategia innovadora involucra el uso potencial de las nanoparticulas poliméricas
como acarreadoras de farmacos, donde la incorporacion de principios activos entre ellos
los extractos obtenidos de plantas, representa una herramienta ttil para dar continuidad
en la investigacién ya que brindan ventajas como un tratamiento antimicrobiano con
gran potencial para el control de infecciones y contaminacién bacteriana con aplicacién

odontoldgica.

Se requieren, por ejemplo, datos confiables sobre la estabilidad de las formulaciones de
NP bajo diferentes condiciones, especificamente, la liberacion de activo en la
suspension, la estabilidad en su morfologia conforme al tiempo. Asi como estudios de
liofilizacion y re suspension que permitan aumentar la estabilidad de las formulaciones.
Por otro lado, es conveniente contar con ensayos “in vivo” que permitan determinar la
penetrabilidad de las NP en zonas de importancia oral como el surco gingival, asi
mismo, evaluar la presencia del activo con respecto al tiempo, esto con la finalidad de
establecer el posible aumento de residencia del agente responsable de la actividad

bioldgica en el sitio de interés.
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