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Resumen

El objetivo del estudio fue establecer la efectividad in vitro del extracto hidroalcohdlico sobre cepas
patrones ATCC de Streptococcus mutans'y R gingivalis; y la eficacia in vivo de un colutorio a base de
dicho extracto. Los resultados /in vitro mostraron la formacion de halo de inhibicién frente a las cepas
mencionadas, con diametros entre 13-17 mm para S. mutansy 7-8 mm de diametro para R gingivalis,
en concentraciones de 10 %, 20 %, 50 % y 100 %, donde la efectividad aumenté en relacién directa
con la concentracion del extracto. La efectividad del colutorio aplicado en 10 sujetos fue evidente en la
reduccion de la flora microbiana presente en la saliva hasta los 10 minutos, notandose una recuperacion
de dicha flora, luego de 30 minutos, tanto en el recuento total de microorganismos en el Agar Tripticasa
soya, asi como del S. mutans en el Agar mitis salivarius bacitracina. Solo hubo diferencia significativa
en el caso de los recuentos de S. mutans. Se concluye que hay evidencia del efecto antimicrobiano del
Myrciaria dubia tanto in vitro como in vivo.

Palabras clave: Myrciaria dubia, Saliva, bacterias orales, colutorio, S.mutans, R gingivalis

Abstract

The study aimed to establish the effectiveness of the hydroalcoholic extract in vitro on strains of Strepto-
coccus mutans ATCC 25175 and R gingivalis ATCC 33277, and the in vivo efficacy of a mouthwash base
to extract. The /in vitro results showed the formation of inhibition zone versus the strains mentioned with
diameters between 13-17 mm for S. mutans and 7-8 mm in diameter for R gingivalis, in concentrations
of 10 %, 20 %, 50 % and 100%, with increased effectiveness in direct relation to the concentration of
the extract. The effectiveness of the mouthwash applied in 10 subjects was evident in the reduction of
the microbial flora present in saliva for 10 minutes, noticing that recovery of microorganism after 30
minutes, both the total count of microorganisms in Trypticase Soy Agar , and of S. mutans in the Mitis
salivarius bacitracin Agar. Only significant differences in the case of S. mutans counts. It is concluded
that evidence of Myrciaria dubia antimicrobial effect /in vitro and in vivo.

Key words: Myrciaria dubia, saliva, oral bacteria, mouthwashing, S.mutans, R gingivalis
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Introduccion

La salud oral es el resultado de la interrelacion
de los diversos factores presentes en la cavidad
oral, entre estos los microorganismos, siendo los
de mayor importancia el Streptococcus mutans y
Porphyromonas gingivalis, los relacionados con
las dos patologias mas comunes en tal ecosiste-
ma como son la caries dental y las enfermedades
periodontales. Los esfuerzos en las investigacio-
nes para la prevencién, control y tratamiento asi
como una mejor comprension de estas enfermeda-
des, se dirigen con énfasis hacia estas bacterias.
Diversos estudios han demostrado los beneficios
de las plantas medicinales como la Myrciaria
dubia; teniendo como referencia la definicion de
la OMS sobre una planta medicinal a toda es-
pecie vegetal en la que todo o parte estd dotada
de actividad farmacoldgica, que puede ser usa-
da para propésitos terapéuticos. En la actuali-
dad, las bacterias productoras de enfermedades
infecciosas estan generando una alta resistencia
a los antimicrobianos y por ello la busqueda de
nuevos productos que tengan un origen en plan-
tas medicinales, como la Myrciaria dubia, de la
Amazonia peruana, que tiene multiples beneficios
entre ellos: antibacteriano, antioxidante y otros—
ha motivado el desarrollo de este estudio.

La caries dental es una enfermedad de alta preva-
lencia en el Per( y su origen microbiano asociado
a otros factores deja en la poblacién una pérdida
de la estructura dentaria en las diferentes etapas
de la vida. Se han reportado muchos estudios
respecto al Streptococcus mutans, que determi-
nan sus caracteristicas de crecimiento, factores
de virulencia, metabolismo? y tratamiento a base
de antimicrobianos que dan resultados positivos?
Por otra parte, las enfermedades periodontales se
inician y se sustentan en el biofilm dental* siendo
los factores genéticos y externos modificadores de
su gravedad. Si bien es cierto que su etiologia es
polimicrobiana, la bacteria mas relacionada con
este proceso es Porphyromonas gingivalis® que
con sus multiples factores de virulencia, como sus
toxinas y enzimas la hacen sumamente agresiva.
En el tratamiento y prevencidn de estos procesos,
se utilizan una serie de procedimientos mecanicos
(fresado de superficie dentaria, raspaje y alisado
radicular), productos quimicos de uso comercial
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como colutorios que complementan el tratamien-
to. Una de estas alternativas complementarias
es el uso de productos a base de plantas, por sus
caracteristicas y propiedades asi como la posibi-
lidad de acceso a la poblacion de menos recursos
econémicos.

El objetivo del estudio fue determinar la efectivi-
dad in vivo e in vitro de un colutorio elaborado del
extracto de Myrciaria dubia (camu camu) sobre
bacterias de importancia en procesos o patolo-
gias orales, con el fin de contribuir a la posible
aplicacién individual y masiva, en la prevenciény
control de las principales enfermedades generales
con énfasis en las bucales, presentar alternativas
de facil acceso a la poblacién en general para
complementar y optimizar el control de los mi-
croorganismos presentes en los procesos bucales.

La Myrciaria dubia es un producto de la Amazo-
nia peruana que crece en forma silvestre en los
suelos aluviales que son inundados durante las
épocas de lluvia.®> Sus propiedades estan susten-
tadas en varios estudios que muestran beneficios
como el ser antibacteriano,® antioxidante,®? anti-
inflamatorio,** asi como un inmunoestimulante.

Entre sus principales componentes se identifi-
can a los flavonoides, acido ascérbico,'® tiamina,
riboflavina, niacina, siendo el primero el que pre-
senta una actividad antibacteriana comprobada.®
La presencia del acido ascérbico estaria dirigida
a reducir la accién citoletal de bacterias como
Porphyromonas gingivalis ¥ y una mejor recupe-
racion de los tejidos periodontales, ya que esti-
mularia la formacion de colageno.'**? Por otro
lado, la carencia de la vitamina C incrementa la
permeabilidad de la mucosa y epitelio del surco
gingival a las endotoxinas y disminuyen la qui-
miotaxis de los neutréfilos que afecta la destruc-
cion oxidativa de los microorganismos. Estudios
recientes del 2010 realizados por la Facultad de
Biologia de la Universidad Nacional de la Ama-
zonia Peruana han demostrado su actividad anti-
bacteriana contra bacterias Gram positivas.® Otro
estudio® ha evaluado la actividad antibacteriana
de frutos citricos, indicando la responsabilidad
de los flavonoides de la accién antibacteriana
sobre bacterias Gram positivas y negativas.

Es evidente entonces que los productos natura-
les han sido y siguen siendo una gran alternativa
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para la solucién de muchas enfermedades. Estos
requieren de mayor investigacién para determi-
nar sus beneficios, ya que paises como el Perl es
rico en una flora tan variada que atn falta mucho
por descubrir.

Hipotesis
La efectividad del colutorio a base de Myrciaria

dubia esta relacionada con la concentracion del
extracto y el tiempo utilizado.

Objetivo general:

Determinar la efectividad /in vitro e in vivo del
colutorio elaborado del extracto hidroalcoholico
de Myrciaria dubia.

Objetivos especificos:

1. Identificar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcoholico de Myrciaria
dubia sobre cepas ATCC de S.mutansy R
gingivalis en concentraciones porcentuales:
100, 50, 20, 10 y 1.

2. Identificar el efecto antibacteriano in vitro
del colutorio de Myrciaria dubia en concen-
traciones porcentuales: 100, 50, 20, 10 y 1.

3. Identificar la efectividad in vivo del colutorio
de Myrciaria dubia, a intervalos de 10 y 30
minutos después de su aplicacion.

Material y métodos
Recoleccidn de las plantas

La coleccion de las muestras de Myrciaria dubia
(Kunth) Mc Vaugh, se realizé en el campo; luego
de identificarlas, se lavaron y procesaron en el
herbario amazonense de la Universidad Nacional
de la Amazonia. Fig 1

Fig1l

Plantones identificados.
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Preparacion del extracto®

1. Las muestras de las hojas fueron pesadas por
separado.

2. Se cortaron en pequefios fragmentos.

3. Se macerd en alcohol de 96 °C a temperatura
ambiente (32 °C).

4. La extraccion fue realizada por 5 dias por 3 ve-
ces.

5. Se filtro.
6. Se concentré al vacio mediante el rotavapor.
Preparacion del colutorio

A partir del extracto de Myrciaria dubia, se realizd
una dilucion en alcohol de 96°, incorporando previo
filtrado a la solucién conteniendo: alcohol 25 %,
agua, propilenglicol, stevia, benzoato de sodio, aci-
do benzoico, colorante verde. Para la preparacion se
procedid a disolver el benzoato de sodio en caliente
a temperatura no mayor a 50 °C. En el mismo reci-
piente se incorpord, previa disolucion en agua, can-
tidades proporcionales de stevia, colorante verde y
acido benzoico. En otro recipiente se incorpord alco-
hol con el total del extracto (el extracto previamente
fue reconstituido con alcohol y filtrado para evitar el
contenido de materia insoluble en ella). Se incorpord
al contenido total del producto. Finalmente se obtuvo
aproximadamente 600 mL de producto final, como
colutorio bucal.

Prueba experimental
Estudio in vivo

La poblacion en estudio consistié en 10 estudiantes
con los siguientes criterios de inclusion:

1. Presentar caries dental y/o gingivitis.
2. No tener enfermedad sistémica.

3. No fumador.
4

No haber consumido antibidticos en un periodo
anterior a 30 dias.

5. Aceptacion a participar (consentimiento infor-
mado).

Toma de muestra y transporte

1. Muestra 1, antes del colutorio: previo cepillado y
enjuague con agua, se procedid a la recoleccion
de la saliva no estimulada por dos minutos.
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2. Muestra 2: se obtuvo luego de diez minutos
de la aplicacién del colutorio, a razén de 10
mL haciendo buches por espacio de un mi-
nuto.

3. Muestra 3: se obtuvo luego de 30 minutos
de aplicacién del colutorio.

Las muestras fueron recolectadas en recipientes
estériles para su inmediato transporte al labo-
ratorio.

Procesamiento:

Cada una de las muestras fueron homogenei-
zadas y diluidas correspondientemente para la
siembra en medio de Agar tripticasa soya (ATS)
para el recuento total de las colonias y en el
Agar mitis salivarius bacitracina (AMSB) para
el recuento del S.mutans, la incubacion a 37 °C
en aerobiosisy en CO2 al 5 %, respectivamente,
alas 24 y 48 horas, mediante el nimero de uni-
dades formadoras de colonias (UFC) y el calculo
correspondiente a la dilucién de la placa.

Estudio in vitro:

A partir del extracto de Myrciaria dubia, elabo-
rado con 800 mg/mL para constituir el 100 %,
se procedié a la preparacion de las soluciones
con alcohol de 96° en las concentraciones de 1
% (8 mg) , 10 % (80 mg), 20 % (160mg), 50
% (400 mg).

Las cepas utilizadas para el estudio fueron S.
mutans ATCC 25175y R gingivalis ATCC 33277

Procedimiento:

Para la observacion del efecto del extracto en las
diversas diluciones se utilizé la técnica de difu-
sién mediante discos embebidos con las diferen-
tes concentraciones. Previamente se procedid a
la siembra con hisopo de 100 uL de la suspension
de cada cepa a la concentracidon de 0.5 de la es-
cala de Mac Farland en el medio de A.Shaedler
para R gingivalis, incubados en anaerobiosis por
7 dias a 35-37 °C y en Agar mitis salivarius para
S.mutans, incubado por 48 horas a 37 °C. Se
utilizé como control negativo el alcohol y control
positivo la clorhexidina al 0,2 %.

Efecto del colutorio:

El colutorio a base de extracto fue enfrentado a
las cepas en estudio, por medio de la técnica de
difusion en disco, las lecturas se realizaron con-
siderando los halos de inhibicidon a las 48 horas
para el S. mutansy 7 dias para B, gingivalis.

Resultados y discusion

La efectividad del colutorio aplicado en 10 suje-
tos fue evidente en la reduccién de un promedio
del 55 % de la flora microbiana presente en la
saliva hasta los 10 minutos de su aplicacién, no-
tandose una recuperacién de un promedio del 84
% de dicha flora luego de 30 minutos en el re-
cuento total de microorganismos anaerobios fa-
cultativos en el Agar Tripticasa soya, no habien-
do diferencia significativa en los tres momentos.
Cuadro 1, Fig 2

Cuadro 1 Recuento bacteriano de la saliva en Agar Tripticasa soya por accion del colutorio a base del

extracto de Myrciaria dubia

Muestra Antes del colutorio 10 minutos después 30 minutos después
1 310 x 10° 200 x 10° 336 x 10°
2 320 x 10° 34 x10° 136 x 10°
3 142 x 10° 398 x 10? 200 x 10°
4 240 x 10° 19 x 10° 134 x 10°
5 280 x 10° 50 x 10° 180 x 10°
6 288 x 10° 70 x 10° 280 x 10°
7 320 x 10° 152 x 10° 240 x 10°
8 200 x 10° 45 x 10° 265 x 10°
9 240 x 10° 104 x 10° 194 x 10°
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10 320 x 10° 124 x 10° 280 x 10°
Promedio 266,6 x 10° =+ 119,60 x 10° =+ 224,50 x 10° +
60,044 113,334 66,672

Luego de la aplicacién del ANOVA p 0,054, se encontrd que no hay diferencia en el recuento bacteriano
en saliva en ATS entre los tres momentos de evaluacion.

Figura 2. Recuento bacteriano x 10° de la saliva en Agar Tripticasa soya por accidn del colutorio a base del extracto de Myr-
ciaria dubia. Luego de la aplicacion del ANOVA p 0,054, se encontrd que no hay diferencia en el recuento bacteriano en ATS
en los tres momento de evaluacion.

En el caso del recuento del S. mutans en el Agar mitis salivarius bacitracina, se observé una reduccion
del 85 % de la flora de la saliva a los 10 minutos, lo que muestra diferencias significativas entre los tres
momentos. Cuadro 2, Fig 3

Cuadro 2. Recuento bacteriano de la saliva en Agar mitis salivarius bacitracina por accion del colutorio
a base del extracto de Myrciaria dubia

Muestra Antes del colutorio 10 minutos después 30 minutos después
1 3120 x 102 520 x 10?2 2440 x 10?
2 2400 x 102 440 x 10?2 4000 x 10?2
3 2560 x 10? 120 x 10? 2160 x 102
4 1320 x 10? 108 x 10?2 2080 x 10?
5 2280 x 10? 680 x 10? 4040 x 102
6 1920 x 10? 144 x 10? 1640 x 10?
7 2560 x 10? 125 x 10? 3400 x 102
388
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8 1200 x 102 99 x10° 960 x 10?

9 3200 x 10? 560 x 102 1760 x 102

10 2560 x 102 312 x10° 4400 x 10?
Promedio 2072,00 x 10% = 310,80 x 10% = 2688,00 x 10% *

987,171 222,012 1185,213

Luego de la aplicacién del ANOVA p 0.000, hay diferencia significativa en el recuento bacteriano en
saliva en Agar mitis salivarius, entre las tres evaluaciones: antes, a los 10 y a los 30 minutos posteriores.

Figura 3. Recuento bacteriano x 102 de la saliva en Agar mitis salivarius bacitracina por accién del colutorio a base del extracto
de Myrciaria dubia. Luego de la aplicacion del ANOVA p 0.000, existe diferencia significativa en el recuento bacteriano en
saliva en Agar mitis salivarius, entre las tres evaluaciones: antes, a los 10 y a los 30 minutos después.

El resultado refleja que solo ha sido posible evidenciar el efecto casi inmediato del colutorio no asf un
efecto residual, a diferencia de un estudio anterior utilizando soluciones de té verde, donde se evidencid
una disminucién a los 10 minutos y se mantuvo hasta los 30 minutos, inclusive.7

Por otro lado, el colutorio utilizado solo evidencié ligera accién in vitro frente al S. mutans en concen-
traciones de 10 %, 20 %, 50 % y 100 %, no se observd ninguna accién frente a R gingivalis. Cuadro 3
y Fig4y 5.

Concentracion porcentual Diametro de inhibicion en
de Mpyrciaria dubia mm

S.mutans P, gingivalis

100 17 8

50 13 8

20 13 7

10 - -

1 - -
89
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Control negativo: Alcohol

96 ° 6 7
Control positivo:
Clorhexidina 0,2 % 15 8

Cuadro 3. Efectividad antimicrobiana /n vitro del extracto de hojas de Myrciaria dubia

Figura 4. Figura 5.
Cultivo de S. mutans Cultivo P. gingivalis

Como se aprecia en el cuadro 3 y 4, el extracto de Myrciaria dubia frente a cepas de S. mutans produjo
un mayor halo de inhibicion en las diferentes concentraciones con énfasis al 100 % (800 mg/mL) com-
parado como el colutorio.

Para el caso de R gingivalis solo se observo ligero halo de inhibicion en el caso del extracto.

Concentracion Diametro de inhibicion en
porcentual mm

S.mutans R gingivalis
100 8 6
50 7 6
20 7 6
10 8 -
1 6 -
Control negativo:
Alcohol 96 ° 6 6
Control positivo:
Clorhexidina 0,2 % 15 13

Cuadro 4. Efecto in vitro del colutorio de Myrciaria dubia frente a cepas de S. mutans y P. gingivalis

Los resultados coinciden en que el extracto de Myrciaria dubia tiene accion antibacteriana mostrado con
Staphylococcus aureus,® y en el presente estudio observado frente a la cepa de S. mutans. No se pudo
evidenciar accion frente a R gingivalis.

Es conocido que muchos productos naturales tienen accién antimicrobiana, entre otros, los extractos
como mangos, guayaba, frente a E. coli,? dando halos de inhibicion de 14 mm y E. faecalis de 10 mm
de diametro.

En general se considera a los polifenoles, ciertos flavonoides que se encuentran en los productos natura-
les de diversas presentaciones, como responsables de este efecto antimicrobiano, tal como los hallados
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con Erythroxylum novogranatense (coca), Min-
thostachys mollis (muia), Camellia sinensis (té
verde), Plantago mayor (llantén)1,8 entre algu-
nos de los que se han estudiado.

Conclusiones y recomendaciones

1.

El colutorio a base del extracto de Myrcia-
ria dubia (camu camu) mostrd efectividad in
vitro frente al S. mutans, no asi en R gingi-
valis.

El colutorio base del extracto de Myrciaria
dubia (camu camu) redujo en un 55 % el re-
cuento total de bacterias y en 85 % en el re-
cuento de S. mutans de la saliva después de
10 minutos de su aplicacién in vivo.

La mayor efectividad del extracto y del colu-
torio de Myrciaria dubia fue en la concentra-
cién del 100 %, observandose su efectividad
a partir de la concentracién del 20 %.

Los productos a base de extractos vegetales
pueden ser una alternativa para ser utiliza-
dos en diversas formulaciones y contribuir a
mejorar o mantener la salud oral de la po-
blacion.

Considerando que Myrciaria dubia contiene
gran contenido de Vitamina C, el consumo
puede ayudar a mantener una buena salud
periodontal, y aparejada de sus propiedades
antimicrobianas evidenciadas, tanto in vitro
como en in vivo; plantea la necesidad de con-
tinuar con otros estudios méas detallados para
complementar y fortalecer los conocimien-
tos, a fin de optimizar su utilizacion.
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