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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana y citotoxicidad del extracto
metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “Tara” sobre Streptococcus
mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Materiales y
Métodos: Se realizaron 18 pruebas, independientes del extracto con una
concentracion de 0.5mg/ul y el control positivo (Clorhexidina al 0.12%). Se
utilizé el método de difusidon en agar pocillos con las soluciones experimentales
en condiciones de anaerobiosis a las 24 y 48 horas a 37°C, para luego proceder a
la lectura de los diametros del halo de inhibicion con un vernier. Asimismo, se
hallé la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto con el método de
dilucion y se determiné el efecto citotoxico (CC50) sobre la linea celular MDCK
mediante la prueba de MTT. Resultados: El extracto en estudio tuvo efecto
antibacteriano para las dos cepas a las 24 y 48 horas. La CMI del extracto se
encontrd en la concentracion de 0.063 mg/ul para S. mutans y para S. sanguinis
fue 0.02 mg/ul, ademés este extracto tuvo mayor efecto antibacteriano que la
Clorhexidina al 0.12% frente S. mutans y S. sanguinis con una media de 25.6 mm
y 21.6 mm respectivamente a las 24 horas y se mantuvo a las 48 horas.
Asimismo la CC50 del extracto tuvo una concentracion mayor a 17 mg/ul.
Conclusion: Existe efecto antibacteriano del extracto metandlico de Caesalpinia
spinosa (Molina) kuntze sobre Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.

El extracto metandlico de esta planta no fue citotdxico.

Palabras Claves: Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Toxicidad,

Antibacteriano.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial activity and cytotoxicity of Caesalpinia
spinosa (Molina) kuntze "Tara™ methanolic extract on Streptococcus mutans
(ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Materials and
Methods: Were performed 18 tests, independent of the extract with a
concentration of 0.5mg / ul and the positive control (Chlorhexidine to 0.12%).
The diffusion method was used in agar wells with the experimental solutions
under anaerobic conditions at 24 and 48 hours at 37 ° C, and then proceeded to
read the diameters of the inhibition halo with a vernier. The minimal inhibitory
concentration (MIC) of the extract was also found with the dilution method and
the cytotoxic effect (CC50) on the MDCK cell line was determined by the MTT
test. Results: The extract under study had antibacterial effect for the two strains
under study at 24 and 48 hours. The MIC of the extract was found in the
concentration of 0.063 mg / ul for S. mutans and for S. sanguinis it was 0.02 mg /
ul, in addition this extract had a greater antibacterial effect than Chlorhexidine to
0.12% against S. mutans and S. sanguinis with a mean of 25.6 mm and 21.6 mm
respectively at 24 hours and was maintained at 48 hours. Likewise the extract
CC50 had a concentration higher than 17 mg / ul. Conclusion: There is an
antibacterial effect of the methanolic extract of Caesalpinia spinosa (Molina)
kuntze on Streptococcus mutans and Streptococcus sanguinis. The methanolic
extract of this plant was not cytotoxic.

Keywords: Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Toxicity, Anti-

Bacterial Agents.
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I.  INTRODUCCION

Diversas investigaciones reportan que la mayor parte de las enfermedades orales
estdn sumamente relacionadas con las mas de 500 especies bacterianas que
habitan en la cavidad oral.* Por lo cual la Organizacién Mundial de la Salud
sefiala la importancia de incorporar a la salud publica los recursos y técnicas de la
tratamientos tradicionales, puesto que logra aportar a la solucion del problema de
la salud del sector rural, aliviando el elevado costo y complicada adquisicion de
farmacos sintéticos o semi - sintéticos, que desplazaron los conocimientos
ancestrales de varias plantas de se usaban como medicina tradicional >*
motivacién por la que es indispensable recuperar estos conocimientos y recursos

que pueden ser aprovechados por nuestra poblacién gracias a la ventaja productiva

y biodiversidad de ecosistemas que existen en el Peru.

Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze "tara" es un arbol autdctono que se halla
abundantemente distribuido en el Perd, se reporta su crecimiento de manera
natural por los Andes y la costa peruana.’ Esta compuesta por sustancias quimicas
(taninos, acido galico, etc.), a las cuales se les adjudica sus caracteristicas
medicinales, siendo utilizada como planta medicinal para aliviar la inflamacion de

la garganta, sinusitis, infecciones, dolor de diente, etc.’

La presente investigacion tuvo como objetivo comprobar la existencia de
propiedades antibacterianas y el efecto citotoxico del extracto metandlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” frente a dos cepas como
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)

las cuales son de importancia odontologica.



PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

I1.1. Planteamiento del problema

La cavidad oral forma un complejo ecosistema compuesto por
especies bacterianas, las cuales se encuentran intimamente
relacionadas con las enfermedades orales méas prevalentes.! Por esta
razén es necesario controlar la sobrepoblacion de estos
microorganismos, por lo cual se han estudiado diferentes agentes
antibacterianos, los cuales son compuestos clasificados segin su
origen natural, sintético o semi-sintético, que pueden tener una accion
bacteriostatica, bacteriolitica o bactericida sobre ellos.? En los Gltimos
afios se han incrementado las investigaciones de agentes
antibacterianos basados en plantas medicinales de uso tradicional,
elaborando extractos naturales para darles un respaldo cientifico y
verificar que estos no sean nocivos para la salud de la poblacion, ya
gue en paises en via de desarrollo su consumo es mayor porque tienen

bajo costo, son efectivos y de facil adquisicion.®

Diversos estudios afirman que los extractos de estas plantas pueden
mejorar sintomas de enfermedades bucales y controlar el crecimiento
bacteriano,” sin embargo para que sean usados es necesario conocer el
efecto tdxico que pueden tener sobre las células, a pesar de esto pocos
estudios presentan este importante hallazgo que permitira elaborar un

producto seguro para la poblacion.



Estas plantas medicinales, como la Caesalpinia Spinosa (Molina)
kuntze, presentan diversas ventajas como sus efectos antioxidantes,
antiinflamatorias, coagulantes y antibacterianos, por lo que su uso es
cada vez mas conocido; siendo una alternativa natural para controlar y

prevenir enfermedades orales.

Por lo tanto podemos afirmar que esta investigacion tiene un impacto
teorico, debido a que en la actualidad existe poca informacion sobre la
accion antibacteriana y citotdxica de la Caesalpinia Spinosa (Molina)
kuntze en el campo odontoldgico, por lo cual al demostrar su accion y
efecto citotdxico, se aporta al conocimiento cientifico. Ademas, tiene
una importancia social, por la posible utilizacion como agente
antimicrobiano al demostrar que no es toxica, el cual tendria menor
costo gracias a la gran ventaja productiva de esta planta en el Per( y

beneficiaria directamente al sector rural.

El propdsito del presente estudio fue evaluar in vitro la accion
antibacteriana y efecto citotoxico del extracto metandlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze frente a Streptococcus mutans

(ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).



11.2. Justificacion

Considerando que existe poca informacion sobre la accién
antibacteriana y ningun estudio sobre el efecto citotoxico de
Caesalpinia Spinosa (Molina) kuntze, nos sentimos motivados a
estudiar esta planta frente a dos microorganismos de importancia
odontoldgica. Logrando asi, aumentar los conocimientos en el campo
odontoldgico preparando el camino para futuras investigaciones que
deseen emplear esta metodologia y los principios activos de esta
planta para elaborar un producto antibacteriano, con la seguridad de
no generar dafio celular, lo cual permitird su adquisicién a un bajo
costo gracias a la abundante produccion de ésta planta en nuestro pais;
generando una alternativa de control y prevencion de algunas

enfermedades orales.



1. MARCO CONCEPTUAL

Desde la antigliedad el hombre ha utilizado plantas para el tratamiento de
numerosas patologias apoyado en creencias populares y cultura tradicional que se
ha transmitido de padres a hijos por generaciones; esto ha impulsado diversos
estudios cientificos que en base a la extraccion de los principios activos de las

plantas lograron reportar cuantiosas propiedades medicinales.”*

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze, nombre cientifico de la "tara”, segun el
catdlogo de las Angiospermas y Gimnospermas del Per( del Jardin Botanico de
Missouri, esta especie que se encuentran en el Per(.*! Su nombre fue otorgado en
honor de Andrea Caesalpini (1524-1603), botanico y fildsofo italiano; Spinosa,

del latin spinosus-a-um, con espinas.”

Es un arbol oriundo del Perq, utilizada desde la época prehispanica en la medicina
tradicional para aliviar malestares de la garganta, sinusitis, infecciones vaginales y
micoticas, lavado de ojos inflamados, heridas cronicas, dolor de diente, dolor de
estomago, diarreas, célera, reumatismo y resfriados. Actualmente como primera
materia en el mercado mundial de los hidrocoloides y antioxidantes

alimenticios.®*?

Caracteristicas botanicas

La Tara, es un arbol que mide de dos a tres metros de altura, su tronco esta
conformado por una corteza gris espinosa, con ramas densamente pobladas
ademas la copa no tiene una forma definida y es poco densa, las hojas tiene un

aspecto de plumas, ovoides y brillante levemente espinosa de color verde oscuro y



miden 1.5 cm de largo, mientras que sus flores son de color amarillo con
pigmentos rojizos, distribuidos en grupos de 8 cm a 15 cm de largo. Los frutos
son vainas explanadas e indehiscentes de color naranja de 8 cm a 10 cm de largo y
2 cm de ancho aproximadamente, que contienen de 4 a 7 granos de semilla
redondeada de 0.6 cm a 0.7 cm de didmetro de color pardo negruzco cuando estan
maduros.™® Se registra que la produccién de un arbol de tara tiene una media de
veinte a cuarenta kilogramos de vaina recolectados dos veces al afio. Ademas, se
observa que un arbol de tara da frutos a partir de los tres afios cuando es
sembrado a diferencia de la tara silvestre que comienza su crecimiento a los
cuatro afnos. Esta planta tiene como media de vida cien afios; teniendo como area

de desarrollo diez metros cuadrados.*®
Takhtajan (1980) describe su ubicacion taxonémica de la siguiente forma:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Rosidae

Orden : Fabales

Familia : Fabaceae

Subfamilia: Caesalpinioideae

Género  : Caesalpinia

Especie : Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

Sinonimia vulgar: tara, taya, oro verde de los incas.™®



Distribucion geografica

El pais que tiene mayor variedad y area de bosques de tara es el Perd, con una
representacion del 80 % de la comercializacion mundial. Esta planta crece de
manera espontanea en la costa ya sea en los valles o en las lomas, en la vertiente
occidental de los Andes y en los valles interandinos. El Peru tiene una gran
diversidad de ecosistemas razon por la cual el suelo presenta diferente
composicion quimica, entre estas encontramos a los suelos silicios, arcillosos,
arenosos, escasos en minerales calcareas que son propicios para el cultivo de esta
planta. Ademas se desarrolla, en la depresién del rio Rimac, puede crecer hasta los
2,700 m; en la regién del Santa hasta 2,800 m, en la cuenca del rio Pongora llega

hasta los 3,000 m, y en el valle de Urubamba entre 2,800 y 3,400 m. >

Composicion Quimica:
Hojas: Tienen dentro de sus componentes a las gomas, glicésidos, mucilagos,
taninos (de los cuales el 12.7 % se presenta como taninos galicos), antraquinonas,

esteroides y flavonoides.™

Vainas: Su contenido de taninos hidrolizables difiere de acuerdo al suelo donde
esta sea sembrada con un rango de 40 % a 60 %, la hidroélisis de estos taninos
lleva a la disociacion del &cido galico; de esta forma se han aislado galato de etilo
y 4 galatos del acido quimico correspondiendo a los ésteres metilicos de 4,5-di-O-
galoilquinico y de 3,4,5-tri-O-galoilquinico, y a los &cidos 3,4-di-O- galoilquinico

y 3,4,5-tri-O-galoilquinico.*®



Semillas: Son hidrocoloide galactomananico méas conocidas como gomas, donde los
elementos monoméricos galactosa y manosa se hallan en una asociacion de
24,41:70,90 (1:2,9). Su peso molecular fue evaluado gracias a la viscosidad intrinseca
que esta presenta y se hall6 una media de 351400 uma, ademés la goma da lugar a
soluciones acuosas con propiedades de fluido pseudoplastico con una viscosidad

promedio de 4000 cp.17

Principio Activo: Taninos

Las investigaciones reportan que los taninos pueden encontrase en la semilla,
hoja, corteza, vaina y en los frutos verdes de los arboles de varias especies, sin
embargo es la tara quien tiene mayores porcentajes de taninos, razon por la cual es
considerada la mas relevante. Los taninos son un compuesto organico
polihidroxifenolico o ésteres de un azlcar, con una variable de acidos fenolicos
que por lo general es el acido galico o &cido elagico. Los estudios realizados
determinan que en la cascara de la vaina se concentran los mayores niveles de

taninos (4cido tanico y el galico), se describen niveles de 65%.*

Los taninos de la tara tienen como principal componente en su estructura al acido
galico, logrando asi diferenciarse de otros compuestos del grupo taninos
hidrolizables que esta basado sobre un galotanino y un elagitanino. Su estructura
en tres dimensiones podria estar relacionada a la posicién del numero largo de

anillos galotanicos.*®*°

Salminen® reporta que los compuestos fenélicos de la tara mostrarian mayor

apego hacia una sustancia de polaridad intermedia (acetona y metanol).



Propiedades terapéuticas

Se reporta una propiedad comun en los taninos son: astringentes y coagulantes;
por esta razon es utilizada en medicina sobre las mucosas y de los tejidos,
formando una capa aislante y protectora de la irritacion y dolor permitiendo la

regeneracion de los tejidos.****

Los enjuagues que se utilizan en base al extracto de tara reportan la mejora de
amigdalas inflamadas, (aqui sucede la precipitacion de la glicoproteina de la
saliva generando que estd inutilice su habilidad de lubricacion). Ademas, se
reportan estudios de investigadores Asiaticos que desarrollaron curaciones con
pastas o0 polvo de tara para las quemaduras y escoriaciones, comprueban dichas

propiedades.*®



ANTECEDENTES

Lopez? demostré la actividad antimicrobiana in vitro de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze en su uso tradicional (té), sobre bacterias Gram (+) y Gram (-),
Candida albicans, Penicillium sp y Aspergillus sp; determind que especies,
oriundas de Cajamarca, Ayacucho y Churin poseen un aumento de la accion
antibacteriana sobre las bacterias Gram (+) y Gram (-). Las semillas oriundas de
Likahuasi y Churin evidencian mayor accion antifingica sobre a Penicillum y
ninguna accion frente a Aspergillus. Mediante el tamizaje fitoquimico de la vaina
y semilla se reportd la presencia de taninos, flavonoides y péptidos, los cuales le
otorgan sus propiedades antibacterianas a esta planta, resaltando que la mayor

concentracion de taninos se encuentra en la vaina.

Liu et al.?? realizaron un estudio experimental con los extractos de Eucalyptus y
Caesalpinia spinosa Molina (Kuntze) (vaina y semilla) para su elaboracion
utilizaron como solvente al alcohol-acetona en una proporcion de 1:1, sobre
Shigella flexneri, Bacillus subtilis, Klebselia sp, Escherichia coli, y
Staphylococcus aureus, con el método de difusion con disco. Reportaron que el
extracto de la vaina de tara tuvo accion antibacteriano sobre Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis, m&s no para el extracto de la semilla, ademéas el
extracto de la vaina de tara mostr6 mayores halos de inhibicion que las hojas de

Eucalyptus sp.

10



1.2 determinaron la actividad antif(ingica con un extracto hexanico a

Ferreira et a
base de Caesalpinia spinosa sobre Fusarium solani y Phoma tarda quienes
afectan diversos cultivos, con la finalidad de poder utilizar este extracto para
controlar la enfermedad de fusariosis ademéas de las manchas de Phoma en las
hojas de las plantaciones de café. Concluyendo que el extracto tienen accion

antifngica puesto que detuvieron el crecimiento micelial en el rango de 3,95% a

32,20 % para el Phoma tarda y de 7,29 % a 33,83 % para el Fusarium solani.

Kloucek et al.?* realizaron un ensayo antibacteriano sobre nueve extractos, uno
de estos fue el extracto etanolico al 80% de Caesalpinia spinosa Molina (Kuntze)
sobre cepas Gram positivas y tres Gram negativas. Para todas las muestras se
utilizo al etanol al 80% como solvente. Para la evaluacion del efecto
antibacteriano se uso la técnica de microdilucion. Con respecto a los hallazgos se
reportd que el extracto posee accion antibacteriana frente a Enterococcus faecalis
determinando una concentracion minima inhibitoria de 0,5 pg/ml, ademas para
Bacteroides fragilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus vy

Bacillus subtilis fue de 16 pg/ml y para Bacillus cereus fue de 8 pg/ml.

lannacone et al.® este estudio experimental donde se determiné la accién
biocida de cuatro plantas peruanas, siendo la Caesalpinia. spinosa (Fabaceae) una
de ellas, para lo cual se elabor6 un extracto acuoso donde se utiliz6 solo las hojas
de dicha planta con una concentracion de 20% sobre gorgojo adulto de Stegobium
paniceum y Sitophilus zeamais Moytschulsky. Concluyeron que no hay efecto

biocida significativo.

11



Kondo et al.®

evaluaron el efecto antibacteriano del extracto de Caesalpinia
spinosa Molina (Kuntze) con cuatro solventes diferentes (etanolico, acetato de
etilo, butandlica y acuoso) en presencia y ausencia de oxitocina para la cual
utilizaron 26 muestras, sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.
Reportaron que el extracto de acetato de etilo de C. spinosa en presencia de
oxitocina fue la mas activa, por lo que fue sometida posteriormente a
segmentacion biodirigido, llegando al aislamiento de cuatro galatos del &cido
quimico, cuyas estructuras fueron determinadas por técnicas espectroscépicas. El
compuesto mas activo fue el (3, 4,5-tri-O-galloylquinicacid methyl ester) seguido

del (3, 4,5-tri-Ogalloylquinic acid), los cuales intensifican de 2 a 500 veces la

actividad de la oxacilina contra diferentes cepas de S.aureus meticilino resistentes.

Sampio? estudio que fue realizado en Brasil con frutos de Caesalpinia ferrea fue
utilizado como antimicrobiano para curar algunas infecciones orales. Se evaluo la
actividad antibacteriana del extracto de la C. ferrea sobre los microorganismos
patdgenos orales mas comunes. Se determiné la concentracién minima inhibitoria
para Candida albicans, S. mutans, S. salivarius, S.oralis y Lactobacillus casi
fueron de 25.0, 40.0, 66.0, 100.0, 66.0 ng/mL, respectivamente.

La clorhexidina fue usada como control positivo y para el control negativo se uso
solucidn salina. El extracto de C. ferrea inhibi6 tiene efecto antibacteriano sobre

todos los microorganismos estudiados.

12



Escobar et al.® esta investigacion evalué in vitro el efecto antibacteriano del
extracto alcohdlico al 25%, 50%, 75% y 100% de Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze sobre Corynebacterium diphtheriae. Para lo cual utilizé la técnica de
difusion. Se hall6 que la media de los halos formados para de C. diphtheriae
obtenidos con las diferentes concentraciones varia de 34,11 a 43,55 mm. Se
observa que al aumentar la concentracion del extracto de 25% a 100%, se obtiene
un mayor diametro del halo de inhibicion de C. diphtheriae. Se concluye que la
tara tiene propiedades medicinales para tratar o prevenir infecciones del tracto

respiratorio superior.

Afianca’’ determind el efecto antibacteriano del extracto acuoso de vainas de C.
spinosa (Molina) Kuntze, en concentraciones que corresponden a 17,5 ; 16,25 ; 15
;13,75;12,5;11,25;10; 8,75 ;7,5 ; 6,25 png/ml, sobre Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes. Se encontrd que se inhibid el crecimiento de S. aureus
cuya concentracion minima inhibitoria fue de 13.7 pg/ml y la concentracion
minima letal fue de 16.25 um/ml. Se report6 que el extracto acuoso de C. spinosa

“tara” tiene actividad antibacteriana “in vitro” contra S. aureus y S.pyogenes.

Huarino et al.®® este estudio experimental in vitro, evalu la accién
antimicrobiana del extracto alcohdlico de la Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
sobre flora mixta salival. Para el cual se empled el método de difusion en disco
con soluciones de 6,25; 12,5; 25, 50 y 75 mg/mL del extracto y compararlas
Clorhexidina 0.12 % y Alcohol 70° Se reportd que extracto sobre flora mixta

salival muestra una mayor actividad directamente proporcional a su concentracion
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ademas el analisis del extracto con el tamizaje fitoquimico sefialo alta presencia

de taninos, esteroides, triterpenos, flavonoides y saponinas.

Montenegro® reporté el accién antimicrobiano in vitro del extracto alcohdlico
de la Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze sobre Porphyromonas gingivalis,
atreves del método de difusion en disco, con las soluciones de 6,25; 12,5; 25, 50
y 75 mg/mL del extracto y compararlas con los controles positivo Clorhexidina
0.12 % y Alcohol 70°. Se concluye que el extracto tiene actividad antibacteriana
sobre Porphyromonas gingivalis, sin embargo entre las cinco soluciones

evaluadas no existe diferencia significativa.

Haro® realizé un estudio in vitro de la eficacia antibacteriana entre el extracto
alcohdlico de Tara 100% e hipoclorito de sodio 5,25% sobre el E. faecalis.
Embebiendo discos con 50uL de cada solucién y colocandolos en medios de
cultivo Mueller Hilton previamente preparados con colonias jovenes de E.
faecalis ATCC 29212, incubando las muestras a 37°C de 24 a 72 horas.
Resultados obtenidos en halos inhibitorios demostraron que ambas soluciones
fueron capaces de producir inhibicién del crecimiento bacteriano; siendo durante
las primeras 24 h el NaOCI 5,25% més efectivo en comparacion con el extracto de
Tara 100%. Adicional a esto, se investigd el efecto de sustantividad de las
soluciones en el transcurso de 48 y 72 h; encontrando que el extracto de Tara
100% posee un efecto antimicrobiano mayor y prolongado en contraste con el

NaOCI 5,25%, el cual presentd un efecto antibacteriano menor.
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Benites*" determino el accién antimicrobiana del extracto etanélico al 25%, 50%,
75% y 100% de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze frente a Candida albicans,
para la cual se utilizéd el método de difusion con discos. Se concluyo que el
extracto de C. spinosa tuvo efecto antibacteriano sobre Candida albicans ademas
observo que a mayor concentracion del extracto se incrementd el efecto
antibacteriano, la concentracion minima inhibitoria se obtuvo al 25% y 50% del

extracto y la mayor sensibilidad se hall6 al 75% y 100%.

Zarate® evalué la accién antimicrobiana del extracto acuoso de Caesalpinia
spinosa (Molina) Kuntze, frente a Streptococcus pyogenes y Escherichia coli
aisladas del Hospital Regional Docente de Trujillo. Se investigaron 80 muestras
de orina de pacientes con infeccion de vias urinarias por Escherichia coli y 80
muestras de adultos con faringo amigdalitis por Streptococcus pyogenes, se aplicd
a las cepas aisladas el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze,
para observar el efecto antibacteriano in vitro para dichas cepas. Se demostro que
la accion antibacteriano del extracto comparado con amoxicilina present6 una alta
sensibilidad, y comparado con Cotrimoxazol present6 el mismo efecto. Y en cepas
de Escherichia coli, haciendo una comparacién con el extracto acuoso de C.
spinosa con gentamicina presentd el mismo efecto in vitro, pero menor efecto

frente a Ciprofloxacino.
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Camere® demostré la actividad antibacteriana del extracto metanélico de semilla
y pulpa de la Myrciaria dubia frente a S. mutans y S. sanguinis para lo cual se
usé la técnica de difusion en agar pocillos, ademés evaluo la citotoxicidad del
extracto con la prueba de MTT para hallar la CC50 del extracto. Concluyendo que
el efecto antibacteriano sobre el S. mutans obtuvo para el extracto de semillas
halos de 21.36 mm, mientras que la pulpa tuvo 16.20 mm y S. sanguinis, se
observo que los halos de inhibicién fueron de 19.21 mm y 19.34 mm para los

extractos de semilla y pulpa respectivamente.

Merino® determind la actividad antibacteriana del extracto metanélico de Bixa
orellana L. sobre S. mutans vy S. sanguinis para lo cual utiliz6 el método de
difusion en agar pocillos, ademas evalué la citotoxicidad del extracto con la
prueba de MTT para hallar la CC50 del extracto. Concluyendo que el efecto
antibacteriano sobre el S. mutans para el extracto de hojas obtuvo halos de 19.97
mm y para S. sanguinis, se observo que los halos de inhibicion fueron de 19.96
mm ademas el extracto metandlico de las semillas present6 un efecto de 15.11
mm y 16.15 mm para S. mutans y S. sanguinis respectivamente. Finalmente se
hall6 la CC50 del extracto de hojas fue de 366.45 pug/ml y la CC50 de las semillas

fue de 325.05 pg/ml.
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Microorganismos

La cavidad oral humana forma un complejo ecosistema compuesto por una gran
cantidad de especies bacterianas’*°, siendo motivo de diversos estudios los cuales
reportan que las bacterias estan relacionadas al inicio de las principales
enfermedades orales como caries dental y la enfermedad periodontal, sefialando
que la acumulacion de comunidades bacterianas en las superficies dentales
conocido como placa bacteriana (biofilm o biopelicula) son un factor

indispensable para el desarrollo de estas afecciones orales.*’

Streptococcus mutans, se encuentran morfolégicamente como cocos Gram-
positivos dispuestos en cadena, no movil ademés esta bacteria es anaerobia
facultativa y produce répidamente acido lactico con capacidad de cambiar un
medio de pH 7 a pH 4.2 en aproximadamente 24 horas.*** Esta especie no existe
en los recién nacidos, aparece tras la erupcion del primer diente, es uno de los
primeros en colonizar y adherirse a la biopelicula para multiplicarse alli.*®, estos
microorganismos tienen como caracteristica principal producir acidos y
polisacaridos a partir de los carbohidratos que consume el ser humano, siendo los
polisacaridos quienes los ayudan a adherirse en la placa bacteriana y ademas de
sus propiedades acidogénicas también son aciddfilos (tolerantes al acido), siendo
esta la causa por la cual pueden sobrevivir y desarrollarse en un pH bajo, ademas
pueden seguir produciendo &cido con un pH bajo, esta funcion es conocida como
aciddricos.® propiedades por las cuales logran desmineralizar el esmalte dental,

iniciando asi la formacion de la caries dental.®’
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Actualmente se ha reconsiderado el papel de los S. mutans como agente especifico
de caries dental, como se explica en la “Hipotesis de la placa ecologica” propuesta
por Marsh, plantea que la caries dental seria el resultado de los cambios ocurridos
en el equilibrio de la microflora, conduciendo a un cambio ecoldgico® ademas
otras evidencias cientificas han determinado que la relacion entre S. mutans y la
caries dental en humanos puede ser considerada como de asociaciéon mas no de
causalidad esto debido a los factores de virulencia de este microorganismos que

son: acidogenicas, acidurica y acidofilica.***!

Streptococus sanguinis, bacteria en forma de cocos, Gram positiva, anaerobia
facultativa, inicialmente conocida como Streptococcus sanguis, es considerado
como uno de los colonizadores tempranos del biofilm oral. Este microorganismo
constituye aproximadamente el 15% de la microflora oral, lo que se traduce en
altos recuentos de S. sanguinis en la saliva, siendo considerado como uno de los
causantes mas frecuentes de la endocarditis infecciosa, una infeccion grave
endovascular debido a su capacidad de aislarse en otras zonas, puesto que si tiene
la oportunidad se alojara en las valvulas del corazén provocando asi dicha
patologia. También es o- hemolitica, habita en superficies blandas y duras,
produce peréxido de hidrégeno, inicia su crecimiento a pH menor a 5. “*® Este
microorganismo carece de actividad dextranasa, sin embargo produce glucanos
solubles e insolubles. Destruye la IgAl que con caracter secretor en la cavidad
oral fija los microorganismos, bloquea sus adhesinas, evita los fendmenos
adhesivos Yy facilita su eliminacién hacia el tubo digestivo; la accion de esta IgAsa
modifica las acciones protectoras y, en el caso concreto de la pelicula adquirida,

deja, “nuevos espacios libres” para la adhesion bacteriana. En conclusion esta
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bacteria utiliza diferentes mecanismos de vinculacion y sirve como un enlace para
la colonizacion de otros microorganismos y la formacion de la biopelicula en

superficies dentales.***?

Se han desarrollado sustancias que ayudan a controlar el crecimiento excesivo de
los microorganismos, los cuales son de origen sintético o semi sintético. Segun
estudios realizados a estos agentes antibacterianos se describen 3 efectos sobre los
cultivos bacterianos: a) Efecto bacteriostatico; este inhibe el crecimiento
bacteriano, pero las células bacterianas no mueren, debido a la union del agente a
los ribosomas y, de esta manera, inhiben la sintesis de proteinas; b) Efecto
bactericida; este mata a las bacterias pero no generan lisis celular; c) Efecto
bacteriolitico; en este hay una muerte de las bacterias y ademas, hay lisis celular
354344 Es indispensable recordar que las bacterias forman parte de un complejo
ecosistema donde muchas de estas bacterias son protectoras, siendo este un punto

importante para desarrollar agentes antibacterianos que no causen un dafio

irreversible al biofilm, sin afectar a las bacterias beneficiosas®’.
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CLORHEXIDINA

Es una sustancia desinfectante con una base fuerte dicationica pH superior a 3,5
con dos cargas positivas en cada extremo del puente de hexametileno. Es esta
naturaleza dicationica la que la hace extremadamente interactiva con los aniones,
lo que es relevante para su eficacia, seguridad, efectos secundarios locales y

dificultad para formularla en productos.*

Este compuesto se une fuertemente a la membrana bacteriana, si es utilizado en
bajas concentraciones genera un efecto bacteriostatico que causa un aumento de la
permeabilidad con filtracién de los componentes intracelulares incluido el potasio.
Por el contrario si se utilizan concentraciones elevadas ocasiona la precipitacion
del citoplasma bacteriano y muerte celular conocido como el efecto bactericida.
En la cavidad oral esta sustancia se adhiere rapidamente a las superficies,
incluidos los dientes con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la

hidroxiapatita.*®

La clorhexidina absorbida se libera gradualmente en 8 a 12 horas sin perder sus
propiedades, asi mismo a las 24 horas se observa restos de clorhexidina en bajas
concentraciones lo que impide la adhesién microbiana durante este tiempo. Los
estudios parecen indicar que la accion inhibitoria es Unicamente debida a la
clorhexidina unida a la superficie de los dientes. Es posible que la molécula se
adhiera a la superficie por un cation, dejando los otros libres para interactuar con

las bacterias que intentan colonizar la superficie del diente.*>*
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METODOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

a) Difusion: Esta técnica estd basada en método de Kirby-Bauer, que puede
realizarse a través de discos 0 pozos. En el primer caso se utiliza discos de papel
filtro de 6mm de didmetro al cual se inocula la sustancia en estudio para colocarla
en la placa con la bateria previamente sembrada. A diferencia de la técnica con
pozos donde se prepara las placas con el agar y la bacteria en estudio,
posteriormente se preparan los pozos donde se colocara una cantidad conocida de
la sustancia. Podemos definir a este método como, la concordancia entre la
concentracion del compuesto necesaria para inhibir un microorganismo y el halo
de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de
cultivo propicio y sembrado homogéneamente. Siendo una de sus ventajas que los
resultados son altamente reproducibles, motivo por el cual es sumamente utilizado
en las investigaciones.*®

b) Dilucion: Este método es utilizado para definir la concentracibn minima
inhibitoria que se define como la concentracibn mas baja de sustancia
experimental que puede inhibir el crecimiento registrable de un microorganismo
después de incubar por 24 horas. Este método también se utiliza para evaluar la
concentracion minima bactericida que se describe como la concentracion mas baja
que puede prevenir el crecimiento de un organismo después de subcultivar en un
medio libre del compuesto evaluado.?*?

c) Bioautografia: Esta técnica se describe como la diferenciacion de los métodos
de difusion en agar, donde el analito es atraido dentro de la placa de cromatografia

delgada TLC. 2
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CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad celular esta descrita como la alteracion de la funcion celular
basica que resultan en el perjuicio que consigue ser descubierto, donde las células

mueren o tienen su metabolismo afectado.*®

Los ensayos de citotoxicidad son ampliamente utilizados en estudios de
investigacion para pronosticar la accion toxica de los farmacos y los elementos
quimicos, manipulando como modelos experimentales cultivos primarios vy
organos aislados como lineas celulares establecidas. Permiten la medicion répida
y exacta de la inhibicion del crecimiento celular en respuesta a productos
quimicos ensayados. Pruebas de citotoxicidad se realizan a menudo al comienzo
de las investigaciones; facilitan la eleccién de las concentraciones apropiadas del
compuesto ensayado para experimentos adicionales. Por ejemplo, el método de
captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de Kenacid y por altimo el de

reduccion del Bromuro de 3 /4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT).

49,50

Comenzaremos describiendo el ensayo de captacion de rojo neutro, que se
determina por la liberacion de un pigmento en este caso rojo neutro, el cual se
libera cuando se da la muerte celular, siendo esta una media de la toxicidad de un
elemento a corto o largo plazo. Teniendo en cuenta que un compuesto es
citotoxico, no solo por su mecanismo de accion sino cuando interfiere en el
desarrollo normal celular. Lo cual da como resultado la disminucion de la
velocidad de desarrollo celular expresado por el nimero de la disminucion de la

velocidad del desarrollo celular evidenciado en el numero de células presentes en
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el cultivo.®® Otro de los ensayos para determinar la citotoxicidad de un compuesto
es el enlazamiento al azul de Kenacid, esta técnica mide el cambio del contenido
de proteinas totales, lo cual se expresa con la multiplicacion celular. Cuando una
sustancia es citotoxica aqueja por lo menos a uno de los procesos comprometidos
con la proliferacion celular entre estos tenemos la sintesis del ADN, la actividad
normal de las organelas como mitocondrias, lisosomas, o causar una laceracion de

la membrana o en el metabolismo de proteinas.>

Finalmente entre las técnicas mas utilizadas para determinar la citotoxicidad
tenemos al ensayo de reduccién del MTT, se utiliza para establecer la viabilidad
celular, siendo este un método simple que mide el nimero de células en el cultivo
por medio de la reaccién que se da en las mitocondrias de las células vivas que se
expresa con la formacion de una sustancia coloreada. Bromuro de 3 (4,5 dimetil-
2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico) conocido como MTT, es absorbido por las células
y reducido por la enzima succinico deshidrogenasa mitocondrial (SDH) a su
forma insoluble formazan, el cual queda encadenado en las células y puede ser
liberado a través de la solubilizacion de las células. Siendo esta la razén por la
cual la cantidad de MTT reducido puede ser cuantificada a través de la técnica
colorimétrica, ya que se produce como consecuencia de la reaccién un cambio de

coloracion del amarillo al azul.**>
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IV. OBJETIVO

IV.1. Objetivo General

Evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotoxico del extracto metandlico
de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” a [0.5 mg/ul] sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC

10556).

IV.2. Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto antibacteriano del extracto metandlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze a [0.5 mg/ul] sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) a las 24 y 48 horas.

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) del extracto
metanolico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze frente a las cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) a las 24 y 48 horas.

3. Comparar el efecto antibacteriano entre los grupos experimentales del
extracto metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) a las 24 y 48 horas.

4. Determinar el efecto citotdxico (CC50) del extracto metandlico de
Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze frente a la linea celular MDCK

(Madin-Darbi canine Kidney).
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V.  HIPOTESIS

El extracto metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” tiene accion
antibacteriana frente a Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) y no tiene citotoxicidad frente a linea celular MDCK

(Madin-Darbi canine Kidney) en la concentracion de 0.5mg/ul.
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VI.

METODOLOGIA

V1.1. Disefio del estudio

El presente estudio es de tipo experimental in vitro.

V1.2. Poblacién

Placas petri que contenian las cepas Streptococcus mutans (ATCC 25175) y

Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
Microplaca que contenian la linea celular MDCK

V1.3. Muestra

Se realiz6 una prueba piloto para hallar el tamafio de la muestra, en donde se

aplicd la siguiente formula (comparacion de medias):

2 (2, +2p)"s”

d?

Donde:

n = nimero de sujetos necesarios para cada una de las muestras.

z, = valor de z correspondiente al riesgo a fijado.

zg = valor de z correspondiente al riesgo B fijado.

s? = varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo de referencia.
d = valor minimo de la diferencia que se desea detectar.

Nivel de significancia de 95%
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La muestra esta conformada por:

n=18 placas petri que contenian las cepas Streptococcus mutans (ATCC

25175).

n=18 placas petri que contenian las cepas Streptococcus sanguinis (ATCC

10556).

V1.4. Criterios de selecciéon

V1.4.1. Criterios de inclusion

Extracto metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” sin
contaminacion.

Placas petri que no tienen contaminacion de cualquier otro
microorganismo.

Placas petri que estan inoculadas con cepas de Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556)

Placas petri que estan inoculadas con cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

Condiciones controladas de linea celular MDCK (medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino al 10%, 25 pg/L de gentamicina y

200 mM L-glutamina a 37°C y 5% CO2).

V1.4.2. Criterios de exclusion

Extracto metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara”
contaminado.
Placas petri que tienen contaminacion de cualquier otro microorganismo.

Microplaca que no esté sellada.
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V1.5. Variables

Variable Dependiente:

Efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus sanguinis (ATCC
10556), Streptococcus mutans (ATCC 25175), es una variable cuantitativa,
continua, medida en escala numérica, definida como capacidad de una
sustancia de inhibir el desarrollo y crecimiento de determinada bacteria,
siendo valorizados como mm.

Efecto citotoxico del extracto metandlico Caesalpinia spinosa (Molina)
kuntze “tara” frente a linea celular MDCK, es una variable cuantitativa,
continua, medida en escala numérica, definida como capacidad de una
sustancia para medir la viabilidad celular.siendo valorizado como

CCso=mg/ul

Variable Independiente:

Sustancia experimental, variable cualitativas, nominales, politomicas se
definen como sustancia que tiene efecto antibacteriano y antiséptico.
Microorganismos, variable, cualitativas, nominales, dicotomicas se definen

como organismo microscopico del cual se evaluara efectos de inhibicion.,
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Operacionalizacion de Variables:

. Definicion . . Escala de
Variable Operacional Indicadores Tipo medicion Valores
Capacidad Qe Método de
una sustancia .
S Kirby Bauer
Efecto de inhibir el Halos de mm de
antibacteriano desarrolloy inhibicion del | Cuantitativo | Derazon | ooy
crecimiento de crecimiento
determinada .
. bacteriano
bacteria
Capacidad de una
Efecto citotoxico sus:sgg;?lgara Ensayo de MTT | Cuantitativo | De razon CCso=mg/ul
viabilidad celular
Extracto
. metanolico de
Sustancia que Solucis Caesalpinea
i i olucién I . ;
Sustancia tiene efecto Cualitativo | Nominal spinosa
experimental antibacteriano y colocada en (Molina)
isépti lacas de Agar
antiséptico p g kuntze
0.5mg/ul
_ Organis_mo - Streptococcus
_ _ microscopico de;l Microorganismo o _ mutans
Microorganismos | cual se evaluara asianado Cualitativo | Nominal
efectos de S19 - Streptococcus
inhibicion sanguinis
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V1.6. Técnicas y/o procedimientos

Método: Observacion estructurada

Capacitacion:

Se realizd un entrenamiento previo en la facultad de Biologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, para ejecutar el sembrado de las
cepas en las placas petri con los medios de cultivo selectivo para las

bacterias en estudio.

Calibracién:

Cuando se midieron los halos de inhibicion que demuestran la actividad
antimicrobiana del extracto de la Tara. Se obtuvo una correlacion entre la
toma de datos entre el microbidlogo y el investigador, con un coeficiente de
correlacion (0.9) en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad

Peruana de Ciencias Aplicadas.

Instrumentos:

Se usaron fichas de recoleccion de datos, donde se tomd nota de los cambio
en el diametro del halo de inhibicion de Streptococcus mutans (ATCC
25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) frente al extracto
metanolico de Caesalpinea spinosa (Molina) kuntze en sus diferentes
diluciones. Medido con un calibrador o Vernie.

Para la evaluacion del efecto citotoxico del extracto metandlico de
Caesalpinea spinosa (Molina) kuntze frente a linea celular MDCK se utilizé

lector de ELISA (Biorad).
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Obtencidn del factor experimental
Se obtuvieron 200 gr de vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
“tara” de una casa comercial la cual cuenta con registro sanitario acogido al

D.S. 010-97-SA.Art.70 (sin conservantes), procedente de Huaral. (Figura 2)

Preparacion extracto metanolico

Las vainas de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” fueron lavadas
con agua destilada estéril y secadas a temperatura ambiente, luego se
procedio a separar las semillas de las vainas para pulverizar solo las vainas
con ayuda de un molino y almacenado en botella hermética. El extracto fue
realizado mezclando la vaina pulverizada con metanol puro (Merck®
peruana) a una razon 1:2 (P/V) (100 gr de tara: 200 ml metanol) e incubados
a oscuridad y a temperatura ambiente durante 10 dias agitandolo todos los
dias. Posteriormente, los extractos fueron filtrados y veces en papel
Whatman N°4 y el metanol se evapord con ayuda de un rotavapor durante 4
horas. Se comprobd la esterilidad del extracto en placas petri con agar BHI
durante 48 horas. El procedimiento fue realizado en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas.

(Figura 3-6)

Cepas bacterianas para el estudio

Al ser un estudio experimental, en el cual se trabajan con microorganismos
anaerobios facultativos, se trabajo cepas Streptococcus mutans (ATCC
25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) anaerobias estandar

ATCC (American Type Culture Collection, EE.UU). Los microorganismos
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fueron importados a través de laboratorios GenLab S.A.C y cultivados en el
Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Peruana de Ciencias

Aplicadas siguiendo las instrucciones del fabricante. (Figura 9)

Evaluacion de la Actividad Antibacteriana
Para la evaluacion se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas y se usaron los siguientes

métodos:

Difusion en agar

Una vez reactivas las cepas se cosecharon y se diluyeron en un tubo de
ensayo con 6 ml de suero fisioldgico hasta obtener una dilucion 0.5 en la
escala de McFarland. La actividad antibacteriana se analizé por el método
de difusion en pozo (perforacion en gel de agar). Se utiliz6 18 placas de
agar con medio BHI, inoculadas de manera independiente con 0.5 ml de
cada una de las bacterias a evaluar. Las bacterias utilizadas para la
inoculacién estuvieron en una suspension de 0.5 de la escala de McFarland.
Las placas conteniendo las bacterias fueron secadas durante 3 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, con ayuda de un sacabocados, se
realiz6 perforaciones de 8 mm de didmetro en cada una de las placas
descritas anteriormente. A cada pocillo se le adiciond 100ul del extracto
metanolico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze. Como control positivo
se utilizd 100ul de Clorhexidina de 0.12% y como control negativo PBS

tratado en las mismas condiciones que el extracto. Todo el procedimiento
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fue realizado dentro de una cabina de flujo laminar tipo Il para mantener las
condiciones de esterilidad y bioseguridad. Las placas fueron incubadas en
condiciones de anaerobiosis controlada, a 37°C durante 24 y 48 horas.
Posteriormente, se procedio a medir los diametros de los halos de inhibicién
con ayuda de un Vernier, las medidas fueron consideradas en milimetros

(mm). (Figura 10-13)

Minima Concentracion Inhibitoria
Para evaluar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de

Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” se utilizé el método de dilucién.

Preparacion de las diluciones

Se utilizaron 8 tubos estériles para obtener las diferentes concentraciones
del extracto metanodlico de Caesalpinia. spinosa (Molina) kuntze para
enfrentarlas a Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.

En el primer tubo se coloc6 4ml del extracto puro 0.5mg/ul, del tubo 2 al 8
se colocd 2ml de BHI. Del tubo inicial se extrajeron 2ml (extracto puro) y se
vertieron en el tubo 2 se mezcld en el Vortex y luego se extrajo 2ml para
verterlos en el tubo 3 y asi sucesivamente hasta llegar al tubo 8, de tal
manera que se obtuvieron diluciones de 1:1, quedando al final 2ml que fue
desechado. Obteniendo las siguientes diluciones: D,: 0.25 mg/ul Ds: 0.125
mg/ul D4: 0.063 mg/ul Ds: 0.0313 mg/ul Dg: 0.02 mg/ul D7: 0.008 mg/ul
Dg: 0.004 mg/ul. Estas diluciones fueron colocadas en 12 placas que

contenian las bacterias en estudio. Posteriormente, con ayuda de un
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sacabocados, se realizaron perforaciones de 8 mm de diametro en cada una
de las placas descritas anteriormente. A cada pocillo se le adicion6 100ul de
las diluciones del extracto metanodlico de Caesalpinia spinosa (Molina)
kuntze “tara”. Todo el procedimiento fue realizado dentro de una cabina de
flujo laminar tipo Il para mantener las condiciones de esterilidad y
bioseguridad. Las placas fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis
controlada, a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, se procedidé a medir
los didmetros de los halos de inhibicién con ayuda de un Vernier, las

medidas fueron consideradas en milimetros (mm). (Figura 14-16)

Conteo de colonias

Se utiliz6 8 tubos que contenian las diluciones antes descritas del extracto
de C. spinosa (Molina) kuntze para adicionar 10ul de S. mutans mezclado
en el Vortex, luego se procedio a realizar el sembrado de las diluciones del
extracto que contenian la bacteria en 8 placas Petri estériles con BHI, el
mismo procedimiento se realizd para S. sanguinis. Las placas fueron
incubadas en condiciones de anaerobiosis controlada, a 37°C durante 24
horas. Posteriormente, se realiz6 el conteo de colonias donde se determind
la ausencia o presencia de colonias bacterias en las diluciones estudiadas.
Todo el procedimiento fue realizado en cabina de flujo laminar tipo Il para
mantener las condiciones de esterilidad y bioseguridad. Posteriormente

fueron incubadas a 37°C en jarra de anaerobiosis por 24 horas. (Figura 18)

34



Linea celular

La linea celular MDCK fue obtenida de la ATTC (Coleccion americana de
cultivos, EEUU). Las celulas fueron cultivadas en medio esencial minimo
modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL, Grand EE.UU),
suplementado con suero bovino fetal al 10% (SFB), 25 pg/L de
gentamicina y 200 mM L-glutamina. Las células fueron cultivadas a 37°C

en una atmosfera hiimeda al 5% de CO2 en condiciones de esterilidad.

Prueba de citotoxicidad (Prueba MTT) para evaluar la CC50 de
Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara”.

La CC50, se define como la concentracion de una sustancia que disminuye
la viabilidad de las células a un 50% Yy sera determinada mediante la prueba
de MTT.

La citotoxicidad del extracto Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze “tara” fue
evaluada utilizando una prueba colorimétrica, basada en la reduccion de 3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro (MTT) por las
enzimas mitocondriales. La prueba fue realizada en una microplaca para
cultivo celular de 96 pocillos estéril en cada pocillo, se cultivd 1x10*
células/pocillo en 200 pL de medio (8 mm de diametro; Falcon Plastics,
Oxnard). Las muestras fueron incubadas a 37 °C en una atmosfera himeda
al 5% de CO2 durante 24 horas. Posteriormente, se procedio a adicionar a la
monocapa celular, el extracto Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze a
diferentes concentraciones, las cuales van en un rango de 0 a 40 mg/ul. Se

procedio a poner, en cada ensayo, un control positivo de viabilidad celular
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(medio de cultivo pero sin ningun tipo de extracto). El cultivo fue incubado
a 37°C durante 6 dias. La morfologia de las células fue inspeccionada
diariamente y observada al microscopio por si se detectase alguna
alteracion.

Posteriormente, se adiciond 20uL de solucion de MTT (3mg/mL en PBS
1X) a cada pocillo. Las muestras fueron incubadas durante 3 horas a 37 °C.
El medio fue cuidadosamente removido y se obtuvieron los cristales de
formazan, los cuales fueron diluidos con 200uL DMSO (Dimetil
Sulfoxido). Finalmente, la viabilidad celular fue calculada como el
porcentaje de la absorbancia obtenida en cada pocillo versus el control de
células no tratadas. Estos valores (570nm) fueron medidos en un lector de
ELISA (Biorad). EI CC50 se determind utilizando un programa de
computadora Pharm/PCS (Tallarida and Murray, 1987). Para confirmar los
resultados obtenidos con la prueba de MTT, las monocapas fueron
evaluadas microscépicamente para evidenciar cambios morfolégicos. Se
realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Peruana

de Ciencias Aplicadas. (Figura 21-22)
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V1.7. Plan de analisis

Los datos obtenidos fueron tabulados de manera automatizada en el
programa estadistico SPSS version 18.0. Para el andlisis univariado, se
procedié a obtener la estadistica descriptiva (media, desviacion estandar,
valor maximo, valor minimo) de las variables en estudio, registradas en una
tabla de frecuencia.

Se determind la distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Para los datos que presentaron distribucion normal, se utilizé la prueba t-
student. Ademas se realiz6 la prueba de Tukey para hacer comparaciones

multiples.

V1.8. Consideraciones éticas

El presente estudio no presenté implicancias éticas, debido a que es una
investigacion de tipo experimental in vitro, que consistio en evaluar el
efecto antibacteriano del extracto metandlico de Caesalpinia spinosa
(Molina) kuntze “tara” sobre cultivos de Streptococcus mutans y
Streptococcus sanguinis.

Se procedid a realizar una solicitud al comité de ética para obtener la

exoneracion del presente trabajo de investigacion experimental in vitro.
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VIl. RESULTADOS

Se determind el efecto antibacteriano del extracto metandlico de C. spinosa
(Molina) kuntze para las cepas de Streptococcus mutans los resultados mostraron
un promedio de halo inhibitorio de 25.61 mm. Para el caso de Streptococcus
sanguinis fue de 21.60 mm. Asimismo, el control positivo (Clorhexidina 0.12%)
obtuvo para Streptococcus mutans 24.69 mm y para Streptococcus sanguinis

20.73 mm de halo de inhibicién. Todo esto a las 24 horas. (Tabla 1)

Posteriormente se volvio a evaluar los resultados a las 48 horas para ambas cepas.
Determinando que extracto metanolico de C. spinosa (Molina) kuntze para las
cepas de Streptococcus mutans mostré un promedio de halo inhibitorio de 25.64
mm. Para el caso de Streptococcus sanguinis fue de 21.63 mm. Asimismo, el
control positivo (Clorhexidina 0.12%) obtuvo para Streptococcus mutans 25.02

mm y para Streptococcus sanguinis 20.76 mm de halo de inhibicién. (Tabla 2)

Al evaluar la concentracion minima inhibitoria del extracto metandlico de C.
spinosa (Molina) kuntze para Streptococcus mutans se encontrd en la dilucion de
0.06 mg/ul con un promedio de 14.15 mm de halo de inhibicién y para
Streptococcus sanguinis fue la dilucion de 0.02mg/ul con un promedio de 13.7

mm de halo de inhibicion. (Tabla 3)
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Se realiz6 una comparacion multiple in vitro del efecto antibacteriano de las
sustancias en estudio sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) a las 24 y 48 horas para la cual se utiliz6 la prueba
Tukey, encontrando que no existe diferencias estadisticamente significativas

(p=1.00), para cada grupo individualmente. (Tabla 4)

Se realiz6 una comparacion individualmente de las sustancias en estudio, C.
spinosa (Molina) kuntze vs. Clorhexidina sobre cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) a las 24 y 48 horas para
la cual se utilizé la prueba Tukey, se encontré diferencias estadisticamente
significativas al comparar el extracto y control positivo a las 24 horas para las dos
cepas (p=0.00), resultado que se repitio a las 48 horas (p=0.00). Esto significa que

el extracto tiene mayor efecto antibacteriano que clorhexidina 0.12%. (Tabla 5)

La citotoxicidad del extracto metandlico de C. spinosa (Molina) kuntze se
determiné utilizando la linea celular MDCK. Para evaluar la citotoxicidad se
utilizé concentraciones crecientes del extracto desde 0.5 a 40 mg/ul y la viabilidad
celular se determin6 por el método de MTT. La viabilidad relativa de las células
incubadas con el extracto se calculé tomando como referencia los cultivos no
tratados (sin extracto, control, 0 mg/ul). Los resultados indican que el extracto
mostré un efecto citotoxico al 50% (CC50) en una concentracion mayor a 17
mg/ul del extracto. Estos valores fueron confirmados mediante microscopia,
observando disminucion del nimero de células y efecto citopatico (CPE). (Tabla

6)
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Tabla 1. Efecto antibacteriano del extracto metandlico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) a las 24 horas.

Microorganismo  Grupo Media Desylauon Minimo  Maximo
estandar
EMCS 25.61 .20 25.30 25.90
Streptococcus
mutans*
CHX 24.97 .65 24.00 25.60
EMCS 21.60 .20 21.30 21.90
Streptococcus
sanguinis*
CHX 20.73 .56 20.20 21.50

* Medicidn de los halos de inhibicién en mm

EMCS: Extracto Metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) kuntze

CHX: Clorhexidina al 0.12%
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CAESALPINIA SPINOSA CLORHEXIDINA

[E Streptococcus mutans [ Streptococcus sanguinis

Gréfico 1. Efecto antibacteriano del extracto metanélico de Caesalpinia spinosa
sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) a las 24 horas.
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Tabla 2. Efecto antibacteriano del extracto metanolico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) a las 48 horas.

Microorganismo  Grupo Media Desylamon Minimo  Maximo
estandar
EMCS 25.64 A7 25.40 25.90
Streptococcus
mutans*
CHX 25.02 57 24.20 25.60
EMCS 21.63 A7 21.30 21.90
Streptococcus
sanguinis*
CHX 20.76 54 20.20 21.50

* Medicidn de los halos de inhibicién en mm

EMCS: Extracto Metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

CHX: Clorhexidina al 0.12%
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CAESALPINIA SPINOSA CLORHEXIDINA

[ Streptococcus mutans [ Streptococcus sanguinis

Graéfico 2. Efecto antibacteriano del extracto metanolico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) a las 48 horas.
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Tabla 3. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria del extracto
metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556).

Concentraciones (mg/ul)

Microorganismos
0.5 0.25 0.125 0.063 0.031 0.02 0.008 0.004
Streptococ:us 2561 216 18 14.15 0 0 0 0
mutans
Streptococcus ) o 39 17.8 16.1 15.1 13.7 0 0
sanguinis

* Medicién de los halos de inhibicién en mm
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Tabla 4. Comparacion in vitro del efecto antibacteriano de las sustancias en
estudio sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) a las 24 y 48 horas.

Grupo Bacteria 24 HORAS* 48 HORAS*  p**

S. mutans 25.61 25.64 1

EMCS

0.5 mg/ul
9 S. sanguinis 21.61 21.63 1
S. mutans 24.97 25.02 1
CLORHEXIDINA

0.12%
° S. sanguinis 20.73 20.76 1
S. mutans 0 0 1

PBS

S. sanguinis 0 0 1

* Medicidn de los halos de inhibicién en mm
**p > 0.05 = No es estadisticamente significativo (Prueba Tukey)
EMCS: Extracto Metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

CHX: Clorhexidina al 0.12%
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Tabla 5. Comparacion in vitro del efecto antibacteriano del extracto metandlico

de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze vs Clorhexidina sobre cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) a las 24 y 48 horas.

Desviacion

1 1 1 **x
Microorganismo Grupo Media estandar p
EMCS 25.61 0.20
Streptococcus mutans* 0
24 Horas
CHX 24.96 0.65
EMCS 25.64 0.17
Streptococcus mutans® 0
48 Horas
CHX 25.02 0.57
. EMCS 21.60 0.20
Streptococcus sanguinis* 0
24 Horas
CHX 20.73 0.56
o EMCS 21.63 0.17
Streptococcus sanguinis* 0
48 Horas
CHX 20.76 0.54

* Medicién en mm

** p<0.05= Estadisticamente significativo (Prueba Tukey)

EMCS: Extracto Metandlico de Caesalpinia spinosa

CHX: Clorhexidina al 0.12%
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Gréfico 4. Comparacion in vitro del efecto antibacteriano del extracto metandlico
de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze vs Clorhexidina sobre cepas
de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556) a las 24 y 48 horas.
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Tabla 6. Evaluacion de la viabilidad celular de las células MDCK frente al
extracto metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

(Citotoxicidad)

Extracto metandlico Valores de densidad Viabilidad celular

(mg/ul) optica (nm) (%)
0 3.284 100%
0.5 3.284 100%
1 3.342 100%
2.5 3.284 100%
5 2.875 87%
10 2.819 85%
15 2.324 71%
20 1.447 44%
25 1.04 32%
30 0.835 25%
35 0.77 23%
40 0.705 21%
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Grafico 5. Evaluacion de la viabilidad celular de las células MDCK frente al
extracto metanodlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
(Citotoxicidad)
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VIII. DISCUSION

Las enfermedades orales mas comunes como: caries dental y periodontitis, son
consideradas como problemas de salud publica, debido a su alta prevalencia en la
poblacion mundial; por ello, se han planteado distintas alternativas para controlar
y prevenir dichas padecimientos. Una de estas alternativas, en la actualidad, se
centra en la fitoterapia; es decir, en el uso de plantas medicinales que puedan
ofrecer un tratamiento con medicina natural como alternativa segura, econémica y

de fécil adquisicion sin dafiar el equilibrio de la microflora oral.

En nuestro pais, existen una diversidad de plantas con propiedades medicinales;
algunas con mas soporte cientifico y otras con referencias propiamente culturales.
La Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “Tara”, es una planta del Peru, utilizada
desde la época prehispanica en la medicina natural.>*? Segiin Guevara® llegamos a
ocupar el primer lugar en la produccion de Tara en el mercado mundial; sin
embargo, aln no se esta aprovechando esta ventaja productiva y las propiedades
medicinales de esta planta para mejorar la salud bucal de la poblacién; por lo cual,
se condujo este estudio que tuvo como objetivo comprobar in vitro la existencia
de las propiedades antibacterianas del extracto metanolico de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze frente a Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) utilizando el método de difusion en pozos; ademas, se
evalud el efecto citotdxico del extracto frente a células MDCK mediante la prueba
de MTT; con la finalidad de tener mayor conocimiento de sus propiedades y crear
una linea de investigacion enmarcada en la creacion de un producto como agente

antibacteriano.
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En este contexto, se condujeron varios estudios; siendo uno de los primeros
Lépez?, quién encontré que la tara contiene altas concentraciones de taninos,
flavonoides, péptidos y compuestos fendlicos a quienes se les atribuye su efecto
antibacteriano; lo cual fue respaldado, en posteriores estudios, conducidos por De
la Cruz®, Huarino® y Montenegro® entre otros; quienes encontraron un porcentaje
alto de taninos en las vainas de esta planta en comparacion con las hojas y
semillas. Ademas nuestra revision bibliografica muestra que las investigaciones
realizadas a esta planta presentan el uso de diferentes solventes y concentraciones
como es el caso Sampio®® quien utilizé un extracto metandlico evaporado al 80%,
con una concentracién de 0.5 mg/ul; lannacone® utilizo un extracto acuoso con
una concentracion del 20 %, reportando un efecto no significativo bajo esta
concentracion. Benites® utilizé un extracto alcohélico con concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100%., Huarino® y Montenegro® utilizaron un extracto alcohélico
con concentraciones de 75 %; 50 %, 25 %; 12,5 %; 6,25 %, entre otros. Sin
embargo Salminen® reporta que los compuestos fenélicos de la tara presentarfan
mayor afinidad hacia un solvente de polaridad intermedia (tal como la acetona y

metanol).

Basados en estos sustentos cientificos, esta investigacion utilizé las vainas de C.
spinosa (Molina) Kuntze, por su alto contenido de taninos a quienes se les

3521 ademés el extracto se elabord con

atribuye el principio activo de la planta,
metanol evaporado al 70% debido a que este solvente permite extraer la mayoria
de los taninos de la planta; con el extracto terminado se evaluaron las propiedades

antibacterianas para la cual existen varios métodos; sin embargo, el mas utilizado
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en los estudios in vitro es el de difusion en agar, debido a que sus resultados son

altamente reproducibles y se puede realizar a través de discos o pozos>°.

Las investigaciones realizadas a esta planta utilizaron en su gran mayoria la
técnica de difusion en agar con discos, como es el caso de Escobar?®, que demostré
el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de C. spinosa (Molina) Kuntze de
25%, 50%, 75% y 100% sobre cultivos de C. diphtheriae, encontrando que el
promedio de los diametros de inhibicion obtenidos con las diferentes
concentraciones ensayadas varia de 34,11 a 43,55 mm, concluyendo que a mayor
concentracién se evidencia mayor efecto antibacteriano. Asimismo Huarino® y
Montenegro®evaluaron el extracto alcohdlico de C. spinosa (Molina) Kuntze
sobre flora salival mixta y Porphyromonas gingivalis respectivamente, para lo
cual ambos utilizaron el método de difusion con discos en concentraciones desde
6,5mg/ml hasta 75 mg/ml obteniendo para la primera investigacion halos de
inhibicion de 12mm hasta 17,6mm, mientras que el segundo encontré halos de
7mm hasta 12.5mm. A pesar de que estos dos autores hicieron investigaciones
similares; es decir, utilizaron la misma concentracion, solvente y método, pero
con especies de bacterias diferentes; sus estudios llegaron a distintas conclusiones;
mientras que el primero reporta que a mayor halo, mayor concentracién; el
segundo menciona que no hay diferencia significativa entre los halos de
inhibicion y las concentraciones estudiadas. De acuerdo a lo reportado en este
estudio y en la mayoria de investigaciones revisadas, se coincide con Huarino®®
que; a mayor concentracion del extracto mayores halos de inhibicion, asi mismo

los halos de inhibicion que se hallaron para S. mutans fue 21.6 mm y 20.73 mm
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para S. sanguinis, este efecto antibacteriano fue superior a los halos de inhibicion

formados por el control positivo (0.12% Clorhexidina).
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Cuadro 1. Comparacion del efecto antibacteriano del extracto de C. spinosa.

Autor Extracto Bacterias Método Conclusiones
Escobar Caesalpinia Corynebacterium  Difusiébn A medida que se aumenta la
(2008) spinosa diphtheriae con concentracion del extracto,

(Alcoholico) discos se obtiene un  mayor
25%,50%,100% diametro del halo de
inhibicion.
Huarino Caesalpinia Flora mixta Difusion A mayor concentracion
(2012) spinosa salival con mayor halo de inhibiciéon.
(Alcohdlico) discos
75 % ; 50 %
25 % ; 125 %
6,25 %
Montenegro  Caesalpinia Porphyromonas  Difusion  Existe efecto antibacteriano
(2015) spinosa gingivalis con aunque a mayor
(Alcoholico) discos concentracion no se observa
75 % ; 50 % , aumento del halo de
25 % : 125 % inhibicion.
6,25 %
Haro Caesalpinia Entero faecalis  Difusion Este extracto posee un
(2015) spinosa con efecto antimicrobiano mayor
(Alcoholico) discos y prolongado en contraste
con el NaOCl 5,25%.
Z&rate Caesalpinia Streptococcus Difusion  El efecto antibacteriano del
(2015) spinosa pyogenes con extracto comparado con
(Acuoso) discos amoxicilina presentd una
alta sensibilidad y en
comparacion con
cotrimoxazol present6 el
mismo efecto.
Benites Caesalpinia Candida albicans  Difusion  El efecto inhibitorio varia al
(2016) spinosa con utilizar el extracto a
(Alcohdlico) discos diferentes concentraciones, y
25%, 50%, 75% este efecto se incrementa en
y 100%. relacion directamente
proporcional a las
concentraciones  utilizadas
en el estudio.
Castro Caesalpinia Streptococcus Difusion  -A mayor concentracién del
(2017) spinosa mutans con extracto mayores halos de
(Metandlico) pozos inhibicion.
70% Streptococcus -El efecto antibacteriano del
sanguinis Prueba extracto se mantiene hasta
de MTT  las 48 horas.
-El extracto no tiene efecto
citotdxico con las

concentraciones utilizadas.
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Como puede observarse la mayoria de investigaciones desarrollaron la técnica de
difusién con discos; sin embargo, Alvares™ y Stella® sefialaron que este método
tiene algunas desventajas, la mas relevante es que el papel filtro Whatman se
compone de celulosa, la cual permite que la superficie del disco sea hidrofilica,
interviniendo directamente con algunos compuestos de los productos naturales
absorbiéndolos en la superficie del disco e impidiendo la difusién. Cruz Carrillo®
comparé ambos métodos (disco y pozo), llegando a la conclusion que la técnica
con pozos muestra halos de inhibicion mas grandes. Asimismo otros estudios
sefialan que la técnica con pozos concentra y difunde mayor cantidad del extracto
en el agar dando mejores resultados.>** Apoyados de estas investigaciones, este
estudio utilizé la técnica de difusion en agar con pozos para determinar el efecto
antibacteriano del extracto metandlico de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

“tara” por su mayor precisiony sensibilidad.

No se encontraron estudios realizados a esta planta con el método de difusion con
pozos, por este motivo no se ha podido comparar el resultado de los halos de
inhibicion encontrados en esta investigacion.; sin embargo, coincidimos con la
mayoria de las investigaciones antes realizadas que sefialan la existencia de
propiedades antibacterianas del extracto de tara provenientes de la vaina de esta
planta y que a mayor concentracion del extracto existe un mejor efecto
antibacteriano. Esta investigacion ademas encontr6 que el efecto antibacteriano, se
mantiene hasta las 48 horas, siendo este hallazgo un aporte para futuras
investigaciones donde se evalué mayores tiempos de inhibicién a los observados

en esta investigacion.
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Otra de las metas de este estudio fue determinar la concentracion minima
inhibitoria del extracto, para lo cual se utilizaron los métodos antibacterianos de
dilucion, los cuales se pueden realizar en agar o caldo. EI método de dilucion en
caldo utiliza tubos o microplacas que contienen concentraciones crecientes del
extracto, mientras que la del agar utiliza placas con una determinada

concentracion del extracto y luego se inoculan los microorganismos.

Cuadro 2. Comparacion de la concentracion minima inhibitoria de diferentes

extractos

Autor Extracto Método Concentracion Bacteria (CMI)

Afanca C. spinosa En caldo 17,5ug/ml hasta  Staphylococcus 13.7 pg/ml
(2009) (Acuoso) Contubos 6,25 pg/ml aureus
Streptococcus  16.25pg/ml
pyogenes

Sampio C. spinosa En caldo 400 hasta 10 Candida 25 pg/ml

(2009) (Acuoso) Con ug/mi albicans, 40 pg/ml
microplacas S. mutans, 66 pg/ml
S.salivarius, 100 pg/ml
S.oralis
Camere Mpyrciaria  Encaldo 500- 0 pg/ml S.mutans 125ug/ml
(2015) dubia Con
(Metanolico) Microplacas S. sanguinis 125ug/ml
Merino Bixa En caldo 500- 0 pg/ml S.mutans 31.25pg/ml
(2015)  orellanaL. Con
(Metanolico) microplacas S. sanguinis 125 pg/ml
Castro C. spinosa En caldo 0.25mg/ul S.mutans 0.063mg/ul
(2017)  (Metanolico) Con tubos hasta 0.004
mg/ul S.sanguinis  0.02 mg/ul
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Se ha reportado que la principal ventaja del uso del método de dilucion en caldo
radica en un aumento de sensibilidad para cantidades pequefias, lo cual es de vital
importancia al momento de hallar la concentracién minima inhibitoria.? Para este
estudio, se utilizé el método de dilucion en caldo para determinar la concentracion
minima inhibitoria. El caldo con el que se trabajo fue BHI (Brain Heart Infusion),
el cual se caracteriza principalmente para el cultivo de microorganismos de dificil
crecimiento y microorganismos de crecimiento rapido entre los que se incluyen a

bacterias aerobias.>®

Finalmente, esta investigacion tuvo como uno de sus objetivos principales
determinar el efecto citotdxico de este extracto para su posterior utilizacién como
colutorio o como agregado en productos que requieran el perfil antibacteriano.
Para determinar la citotoxicidad encontramos al ensayo de captacion del rojo
neutro, el enlazamiento al azul de kenacid y la prueba de MTT (bromuro de 3 (4,5
dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico),® los cuales son los métodos més
utilizados para esta evaluacion. En el presente estudio, se utiliz6 el ensayo de
reduccion del MTT debido que es un método simple y se usa para determinar la
viabilidad celular, esto es dado por el numero de células presentes en el
cultivo.®*° El extracto en estudio no fue citotéxico frente a la linea celular
MDCK, puesto que su viabilidad celular disminuye al 50% (CC50) a una
concentracion de 17 mg/ul. Al realizar la bisqueda de estudios sobre el efecto
citotoxico de esta planta no se encontro literatura, sin embargo, se encontraron
investigaciones de las propiedades antioxidantes de C. spinosa concluyendo que

esta planta tiene una buena actividad antioxidante en diferentes ensayos in vitro
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(DPPH, TEAC, radical hidroxilo, radical superdxido). Sin embargo, encontramos
numerosas investigaciones que determinan el efecto citotdxico de otros extractos,
entre estos tenemos a Del Valle*, Camere®® y Medina®, quienes evaluaron la
citotoxicidad de diferentes extractos metanolicos naturales con el método de MTT
y sobre la linea celular de MDCK, calculando la viabilidad celular con el
porcentaje de la absorbancia obtenida en cada pocillo versus el control de células
no tratadas. Estos valores fueron medidos en un lector de ELISA (Biorad), del
mismo modo en este estudio se realizaron procedimientos similares, determinando
que la concentracion en estudio no es citotdxica, debido a que la CC50 se

encontrd en la concentracién de 17 mg/ul.

Esta investigacion confirma la alta actividad antibacteriana de la Caesalpinea
spinosa (Molina) Kuntze “tara” sobre S. mutans y S. sanguinis, ademas sefiala la
concentracion maxima que se puede utilizar sin causar dafio celular; asimismo, se
observd que el efecto antibacteriano se mantiene estable hasta las 48 horas. Lo
encontrado, abre un abanico de posibilidades de investigaciones futuras; en las
cuales, se puedan evaluar el efecto de esta planta en diferentes tiempos para ver la
estabilidad del mismo, ademas observar qué tipo de efecto antibacteriano tiene
sobre estas bacterias puesto que es de suma importancia no dafar biofilm, que
como sabemos tiene un efecto protector sobre el huésped; para asi continuar con
estudios que permitan conducir a la innovacion con el desarrollo de un nuevo
producto como agente antibacteriano, con mejores efectos, menor costo gracias a
la ventaja productiva de esta planta en nuestro pais y con la seguridad de no

causar dafio a la salud de poblacion.
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IX. CONCLUSIONES

1. El extracto metanodlico de Caesalpinea spinosa Molina (Kuntze) presentd
efecto antibacteriano para Streptococcus mutans con una media de 25.6 mm
de halos de inhibicion y para Streptococcus sanguinis de 21.6 mm a las 24

horas. Mantuvo el efecto hasta 48 horas, sin cambios significativos.

2. La concentracion minima inhibitoria del extracto para Streptococcus mutans

fue de 0.063 mg/ul y para Streptococcus sanguinis fue de 0.02 mg/ul.

3. El extracto metandlico de Caesalpinea spinosa (Molina) Kuntze presento
mayores halos de inhibicion que Clorhexidina al 0.12% frente a Streptococcus
mutans y Streptococcus sanguinis con una media de 25 mm y 21 mm

respectivamente a las 24 y 48 horas.

4. EIl extracto metandlico de Caesalpinea spinosa (Molina) Kuntze no presenta

citotoxicidad en la concentracion de 0.5 mg/ul la cual fue analizada en esta

investigacion.

5. EIl extracto metandlico de Caesalpinea spinosa es citotoxico a partir de la

concentracion de 17 mg/ul.
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XI.  ANEXOS

Figura 1. CAESALPINIA SPINOSA MOLINA (KUNTSE)

C. spinosa (Arbol)

Fuente: http://www.elhogarnatural.com/Arboles/Caesalpinial.jpg

C. spinosa (vaina y semillas)

Fuente:http://img.webme.com/pic/d/davidmauriciog/tara47.jpg



Figura 2. OBTENCION DE CAESALPINIA SPINOSA
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Figura 3. LIMPIEZA Y SEPARACION DE C. SPINOSA
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Figura 4. ELABORACION DEL EXTRACTO DE C. SPINOSA MOLINA (KUNTZE)

Pesado del polvo de Caesalpinia spinosa Molina (Kuntze)

Colocacion del metanol al polvo de C. spinosa Molina (Kuntze)



Figura 5. FILTRADO Y EVAPORIZACION DEL EXTRACTO

Evaporacién del metanol



Figura 6. EXTRACTO METANOLICO DE CAESALPINIA SPINOSA MOLINA (KUNTZE)

Extracto sélo de las vainas de Caesalpinia spinosa Molina (Kuntze)



Figura 7. PRINCIPALES MATERIALES PARA REALIZAR LA INVESTIGACION

Anaerotest

Anaerocult A
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Figura 8. EQUIPOS PARA REALIZAR LA INVESTIGACION
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Figura 9. PREPARACION DE PLACAS PARA EVALUAR EL EFECTO ANTIBACTERIANO
Y CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

BHI + Agua destilada
Adicionar Bacteria en
estudio

BACTERIAS EN ESTUDIO
S.mutans y S.sanguinis

Plaqueado y Secado en Cabina de
flujo laminar tipo Il

Preparacién de pocillos (9
mm)




Figura 10. PRUEBA DEL EFECTO ANTIBACTERIANO
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Figura 11. MEDICION DE HALOS DE INHIBICION A LAS 24 Y 48 HORAS

Streptococcus mutans

Streptococcus sanguinis




Figura 12. EFECTO ANTIBACTERIANO: Streptococcus mutans

Figura 13. EFECTO ANTIBACTERIANO: Streptococcus sanguinis
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Figura 14. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Diluciones del extracto C.spinosa + PBS

Colocacién de diluciones del extracto C.spinosa



CAMPANA DE
ANAEROBIOSIS +
ANAEROCULT +
ANAEROTEST A 37°C

Figura 15. MEDICION DE HALOS DEL MIC A LAS 24 Y 48 HORAS

Streptococcus mutans

Streptococcus sanguinis




Figura 16. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (S. mutans)

Figura 17. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (S. sanguinis)




Figura 18. VERIFICACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
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Figura 20. CONTEO DE COLONIAS A LAS 24 Y 48 HORAS (S. sanguinis)

Presencia de bacteria en la dilucién 7y 8



Figura 21. CITOTOXICIDAD DEL EXTRACTO DE C. SPINOSA

Viabilidad celular

Cultivaron 1x10* células/pocillo 200 pL de medio



Colocacién de diluciones del extracto de C.spinosa

Microplaca de 96 pocillos con el extracto y control



Figura 22. INCUBACION Y LECTURA DE MICROPLACA

Lectura de citotoxicidad en Lector de ELISA (Biorad)



Caesalpinia spinosa 0.5mg/ul Bacteria: Streptococcus mutans ATCC 25175
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Caesalpinia spinosa 0.5mg/ul Bacteria: Streptococcus sanguinis (ATCC
10556)
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Caesalpinia spinosa 0.5mg/ul Bacteria: Streptococcus mutans ATCC 25175

PLACA DILUCIONES (C. spinosa mg/ul)

PETRI D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

10

11

12




Caesalpinia spinosa 0.5mg/ul Bacteria: Streptococcus sanginis (ATCC
10556)

PLACA DILUCIONES (C. spinosa mg/ul)
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Caesalpinia spinosa 0.5mg/ul Bacteria: Streptococcus mutans ATCC 25175

PLACA Conteo de Colonias
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Caesalpinia spinosa 0.5mg/ul Bacteria: Streptococcus sanginis (ATCC
10556)

PLACA Conteo de Colonias
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