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Resumen Fuente de financiamiento: Autofinanciado
Objetivo: El propésito del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana de
Croton lechleri (C. lechleri) sobre cepas de S. mutans ATCC 35668. Métodos: Se utilizd
concentraciones al 50, 75y 100% de C. lechleri, como control positivo a la clorhexidina
0,12% vy al agua destilada como control negativo. Se midieron los halos de inhibicién
producidos alrededor de discos embebidos con cada una de las concentraciones de C.
lechleri sobre colonias de S. mutans sembradas en Agar Muller Hinton. Resultados: Las
concentraciones al 75% y 100% de C. lechleri mostraron actividad antibacteriana i vitro
sobre S. mutans, la concentracién al 50% no manifestd ninguna actividad. La clorhexidi-
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na al 0,12% mostré mayor actividad antibacteriana 7z vitro que las concentraciones de C.
lechleri en los grupos de estudio evaluados. Conclusiones: Crozon lechleri puede ser una
alternativa natural, accesible y de bajo costo para métodos de prevencidn en caries dental
al utilizarse al 75 y 100%.
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Abstract

Objective: The purpose of this study was to determine the antibacterial activity of Croron
lechleri (C. lechleri) on strains of S. mutans ATCC 35668. Methods: It was used 50%,
75% and 100% concentrations of C. lechleri, and chlorhexidine (0.12%) as a positive
control and distilled water as a negative control. It was measured the inhibition halos
produced around imbibed discs with each of the concentrations of C. lechleri on colo-
nies of S. mutans which were seeded in Muller Hinton Agar. Results: 75% and 100%
of C. lechleri concentration showed antibacterial activity in vitro over S. muzans, 50%
concentration showed no activity. 0.12% chlorhexidine concentration showed a higher
antibacterial activity in vitro than all the concentrations of C. lechleri groups evaluated.
Conclusions: Croton lechleri can be a natural, accessible and low-cost alternative for
prevention methods in dental caries when used at 75% and 100%.
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Introduccién
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) calcula

que en el mundo alrededor de cinco mil millones de
personas han sufrido de caries dental, es decir, casi la
totalidad de la poblacién mundial ha sido afectada .
En Ecuador la caries dental y la enfermedad periodontal
son las alteraciones bucales més prevalentes y de mayor
demanda de atencién sanitaria, convirtiéndose su pre-

vencién y tratamiento en un reto para los profesionales
de la salud *°.

Se describe a la caries dental como una alteracién mul-
tifactorial, que se desarrolla por la interaccién entre un
huésped susceptible, dieta rica en hidratos de carbono
y bacterias del biofilm dental durante un periodo de
tiempo. Su evolucién es dindmica y se da por la pérdi-
da del mineral de la superficie dental como consecuen-
cia de la accién de dcidos, productos del metabolismo
bacteriano, sobre el diente pudiendo formar una lesién
irreversible ¢7.

El Streptococcus mutans (S. mutans) sintetiza polisacdri-
dos extracelulares de la sacarosa a través de las enzimas
glucosiltransferasa (GTF) y fructosiltrasterasa (FTF), las
cuales son capaces de producir glucano y fructano res-
pectivamente, y le facilitan la adherencia y nutricién al
microorganismo®. La superficie dental es un hébitat nat-
ural para el S. mutansy el sistema de quorum sensing del
biofilm facilita su proliferacién y dominio de la bacteria
en esta estructura '’

Es claro que el tratamiento no es por si mismo la solu-
cién para combatir el problema de la caries dental. La
implantacién de métodos preventivos en el primer nivel
de atencién en salud permitird disminuir la prevalencia de
dicha enfermedad 2. Por tanto, es evidente la necesidad
del uso de antimicrobianos locales, a base de productos
naturales o convencionales, que actien disminuyendo la
proliferacién bacteriana, eliminando el biofi/m ya forma-
do y alterando el desarrollo del mismo .

Croton lechleri (C. lechleri) es una planta originaria de
la Amazonia Sudamericana que produce una resina de-
nominada sangre de drago, por su gran parecido con
la sangre humana. Diversos estudios actuales han dem-
ostrado sus propiedades medicinales, cicatrizantes y an-
tivirales !¢, Segtin Cayo la sangre de drago tiene accién
inhibitoria sobre cepas de S. mutans, en un andlisis real-
izado in vitro V7, ademds, actda inhibiendo el crecimien-
to del Helicobacter pylori en concentraciones elevadas '*.

Dentro de sus principios activos podemos mencionar
metabolitos secundarios pertenecientes a diferentes gru-
pos: fenoles, terpenoides, alcaloides, leptinas, polipép-
tidos, tales como: la taspina que actia activamente en
la cicatrizacién de heridas. La proantocianidina SP-303
con su accién antiviral y ciertos compuestos fendélicos,
dcido clorequinico y coberinas A y B que cumplen fun-
ciones antimicrobianas '°.

Con estos antecedentes, el presente estudio buscé deter-
minar si la sangre de drago (C. lechleri) produce una ac-
tividad antibacteriana sobre el crecimiento 7z vitro de S.
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mutans, buscando impulsar el uso de este agente natural
de origen ecuatoriano como un coadyuvante alternati-
vo, asequible y accesible, en la prevencién de la caries
dental en la poblacién que tiene dificultad para acceder
a los servicios de atencién sanitaria en nuestro pafs.

Métodos

El estudio fue de tipo experimental, iz vitro; realizado en
los laboratorios de botdnica y microbiologfa de la Uni-
versidad Central del Ecuador en condiciones controla-
das, sin COmpromiso con seres vivos, se trabajé con ce-
pas bioldgicas adquiridas mediante importacién directa,
que crecen en el laboratorio, por tanto, no fue necesario
un consentimiento informado. Todos los aspectos éti-
cos, juridicos, metodolégicos y el procedimiento a desa-
rrollar fueron previamente analizados y aprobados por el
Comité de Etica de la Universidad Central del Ecuador.

La sangre de drago se obtuvo en estado puro, directa-
mente de los drboles de C. lechleri desarrollados en sue-
los aluviales a una altura aproximada de 800 m.s.n.m.
en los bosques tropicales himedos de la provincia de
Morona Santiago en la Amazonia ecuatoriana, realizan-
do una seccién longitudinal en la corteza del tronco de
donde brota el ldtex al exterior. Posteriormente se pro-
cedié a la dilucién del litex de C. lechleri, para lo cual
se preparé 10 ml en concentraciones de 50%, 75% y
100% respectivamente y que fueron irradiadas para evi-
tar cualquier tipo de contaminacidn.

El medio agar Mueller Hinton fue utilizado para rea-
lizar pruebas de sensibilidad debido al buen desarrollo
que presentan las bacterias y la amplia evidencia que lo
avala. La cepa de S. mutans ATCC 35668 fue adquirida
mediante la empresa importadora Medibac, en estado
liofilizado y almacenada a una temperatura de 5 °C de
acuerdo a la recomendacién del fabricante previo a su
activacion.

La activacién de la cepa fue realizada en medio de cul-
tivo Tripticasa Soya Agar (TSA) y fueron incubadas por
24 horas a 35 °C siguiendo el protocolo recomendado
por el fabricante. Se realizé la prueba de tincién Gram la
cual resulté positiva y la prueba de la catalasa que obtuvo
resultado negativo descartando contaminacién. La acti-
vidad antibacteriana se comprobé siguiendo el protoco-
lo establecido por la CLSI en su documento M02-A12
segin el método de difusién en disco de Kirby-Bauer*’,
como se describe a continuacién.

1. Estandarizacién. Para estandarizar la densidad
del in6culo para realizar la prueba de sensibilidad
se prepard la suspension en Tripticasa Soya Caldo
(TSC) de forma que presente la misma turbidez
que la escala 0,5 McFarland, la suspension bacteria-
na tuvo aproximadamente 1,5 x 10 UFC/ml de S.
mutans ATCC 35668.

2. Inoculacién. La siembra de la bacteria se realizd
durante los 15 minutos posteriores a la estandari-
zacién con un hisopo estéril, el cual fue sumergido
en el tubo de ensayo con la muestra y presionado
contra la pared del mismo para remover los excesos.
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El experimento se realizd en duplicado realizando
la siembra en tres direcciones diferentes para lograr
distribuir la bacteria en toda la superficie del agar.

3. Colocacién de discos. Los discos de papel fueron
embebidos con las diluciones de sangre de dra-
go (50, 75 y 100%) mediante una pipeta con una
cantidad 20 pL en cada disco. Ademis, se realizé el
control positivo con clorhexidina al 0,12% y el con-
trol negativo con agua destilada en cada placa Petri.

4. Incubacién. Finalmente se trasladé a una jarra Gas-
Pak de incubacién que brinda condiciones de anae-
robiosis para el desarrollo bacteriano. Una vez colo-
cadas las placas Petri se cierra la jarra GasPak, para
dar condiciones de anaerobiosis a 35 °C y CO2 al
5%; y asi lograr una adecuada incubacién de los mi-
Croorganismos.

5. Recoleccién de resultados. Los resultados obteni-
dos fueron leidos mediante las mediciones de los
halos de inhibicién a las 48 horas de incubacién,
con la ayuda de una regla graduada en milimetros y
un equipo Quebec (contador de colonias) para pro-

porcionar luz y lograr una mejor observacién de la
actividad antibacteriana.

Cabe indicar que se realizaron 15 repeticiones de cada
una de las muestras y todo el procedimiento se desarroll6
en una cdmara de flujo laminar clase II e instrumental
estéril suministrado por el laboratorio. Una vez termina-
da la fase experimental, se eliminaron los desechos pro-
ducidos durante el estudio, procedimiento realizado de
acuerdo al protocolo de manejo de desechos establecido
por el laboratorio de Andlisis Clinico y Bacteriolégico
de la Facultad de Quimica de la Universidad Central
del Ecuador.

Resultados

Se estudié la inhibicién de crecimiento bacteriano que
produce C. lechleri sobre la cepa de S. mutans, aplicando
la prueba de sensibilidad de difusién en disco de Kirby
— Bauer *°. Los datos se obtuvieron con una regla mili-
metrada midiendo los halos de inhibicién producidos
por la actividad de la sangre de drago embebida en los
discos sobre el cultivo bacteriano como se puede ver en
la Figura 1.

Figura 1. Medicién de los halos inhibitorios
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Una vez recolectados los datos de la medicién de los ha-
los de inhibicién producidos por C. lechleri sobre S. mu-
tans se realizd el andlisis estadistico de los mismos, uti-
lizando el programa de anilisis estadistico SPSS 20,0.,
cuyos resultados los podemos observar en la Tabla 1.

Como parte del andlisis estadistico se observé que los
halos inhibitorios presentan una mediana de 8,20 mmy
10,8 mm para las diluciones de sangre de drago al 75%
y 100% respectivamente, en el grupo control positivo
con clorhexidina una mediana de 23,07 mm. En la di-
lucién al 50% y en el grupo control negativo con agua
destilada no se produjo efecto alguno, tal como se en-
cuentra expresado en la Figura 2.

La prueba estadistica de comparacién por pares de
Mann-Whitney determiné que la clorhexidina al 0,12%
produjo una actividad antibacteriana mayor que C. /e-
chleri. Sin embargo, cabe mencionar que los halos de
inhibicién producidos por el litex, excepto la concen-
tracién al 50%, son aceptables para tenerlo en cuenta
como agente antimicrobiano accesible y asequible frente
al S. mutans.

Tabla 1. Andlisis descriptivo de los resultados

Discusion

La odontologia contempordnea tiene como premisa uti-
lizar medidas que permitan prevenir la caries dental y las
enfermedades periodontales, patologias bucales més pre-
valentes en el mundo. Son cada vez mayores las sustancias,
naturales o sintéticas, estudiadas para inhibir la accién del
S. mutans, microorganismo que al interactuar con otros
factores de riesgo puede desarrollar caries dental.

La investigacién evalué la existencia de una actividad
antibacteriana de C. lechleri sobre cepas de S. mutans
ATCC 35668 mediante la prueba de difusién en disco
de Kirby — Bauer, luego de analizar los resultados se de-
mostré la actividad antibacteriana producida por el ldtex
del C. lechleri. Ademds, dependiendo de la concentra-
cién aplicada en el estudio, se encontraron variaciones
significativas en la actividad producida (halo inhibito-
rio). Asilo demuestran estudios realizados por Corrales
etal. °, y Lebn et al.*', quienes en sus investigaciones 77
vitro, concluyen que la sangre de drago C. lechleri tiene
una actividad antibacteriana sobre cepas de microorga-
nismos Gram positivos anaerobios facultativos presen-

] 95% del intervalo de
QX =] ' . ) °
< TS P confianza para la media g g
] s g s = -2
MEDIDAS N 4 £ & EE E =
= ta Mg Limite Limite s S
/A inferior superior
Sangre de drago 100% 15 10,80 0,775 0,200 10,37 11,23 10 12
Sangre de drago 75% 15 8,20 0,414 0,107 797 8,43 8 9
Sangre de drago 50% 15 6,00 0,00 0,00 6,00 6,00 6 6
Clorhexidina (Control Positivo) 15 23,07 0,961 0,248 22,53 23,60 22 24
Agua (Control Negativo) 15 6,00 0,00 0,00 6,00 6,00 6 6
Total 75 10,81 6,445 0,744 9,33 12,30 6 24
Comparacion de medias
23.07
10.80
6.00 6.00

I ]

Croton lechleri Croton lechleri

al 100% al 75%

Croton lechleri
(sangre de drago) (sangre de drago) (sangre de drago)
al 50%

Agua Destilada
(Control Negativo)

Clorhexidina al
0,12% (Control
Positivo)

Figura 2. Comparacién de medidas de los halos inhibitorios
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tes en la cavidad bucal, como Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis, Strepcoccus sanguis 'y Staphylococcus
aureus.

Los resultados mencionados se correlacionan con esta
investigacién teniendo en cuenta que el S. mutans es
un microorganismo caracteristico de la cavidad bucal,
Gram positivo, catalasa negativo, anaerobio facultativo,
en agar sangre se distinguen colonias ordenadas en pare-
jas y cadenas, altas, convexas, en forma de cojin, mucoi-
de, de 0,5 a 1 mm de didmetro y opacas ®.

El estudio utilizé a C. lechleri en tres concentraciones
diferentes: 50, 75 y 100% desarrollando halos de inhi-
bicién con promedios de 6, 8 y 11 mm respectivamente
sobre cepas de S. mutans. Estos resultados coindicen con
los presentados por Cayo ez al."’, cuyo estudio se realizé
con distintas concentraciones de C. lechleri, originaria
de Perd, obteniendo actividad antibacteriana in vitro
sobre cepas de S. mutans. En la concentracién al 40%
utilizada por Cayo et al'’, se observaron halos de inhibi-
cién minimos mientras que la concentracién al 50% no
obtuvo actividad alguna, sin embargo, esta diferencia no
es significativa debido a que en ambos casos la bacteria
no fue sensible. Ademds, cabe mencionar que en el es-
tudio realizado, se comparé con un agente antibacteria-
no muy utilizado a nivel bucal como es la clorhexidina
al 0,12%, diferenciandose de esta manera del estudio
mencionado.

Segtn Lazo et al. **, C. lechleri tiene la capacidad de
disminuir en cierto modo la sobrepoblacién bacteriana
patégena de cavidad bucal, reduciendo de esta forma la
sintomatologia relacionada con la gingivitis del embara-
zo. De acuerdo con el estudio mencionado se determiné
la actividad antibacteriana sobre S. mutans, colonizador
nativo del medio bucal, por accién de C. lechleri en dis-
tintas concentraciones.

La sangre de drago posee en su composicion dcido sa-
licilico, el cual podria tener interacciones farmacols-
gicas con tromboliticos y antiagregantes ?*, ademds de
los flavonoides, cuya ingesta desmedida podria presen-
tar sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y danos al ADN como a su proceso de repli-
cacién, los cuales pueden verse exacerbados durante el
desarrollo fetal incrementando la sensibilidad a estos
compuestos .

En estudios realizados por Cevallos ez al. >, se evalué la
toxicidad dérmica de C. lechleri aplicando una dosis de
2 000 mg/kg en ratas Wistar, concluyendo que dichas
dosis no producen toxicidad aguda dérmica, ademds
no se observaron cambios de peso, dafio en mucosa,
ojos, ni el en sistema respiratorio, circulatorio, nervio-
so central y auténomo, en la actividad somatomotora
y en los patrones de comportamiento a los 14 dias de
inspeccion.

Ademds de las caracteristicas antibacterianas sobre ce-
pas bacterianas de cavidad bucal, se ha promovido otro
tipo de propiedades de este compuesto como lo ase-
veran estudios 7 vitro realizados por Risco ez al. *; en
cuyas investigaciones demuestran que la sangre de dra-
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go posee un efecto inmunomodulador, con capacidad
para eliminar los radicales libres y dependiendo de la
concentracién puede poseer propiedades antioxidantes
y pro oxidantes; a su vez la capacidad antiinflamatoria
es una de las principales caracteristicas de este com-
puesto natural.

La sangre de drago ha demostrado una capacidad de
inhibicién en la via cldsica y alternativa del sistema de
complemento, asi como también de la proliferacion
linfocitaria estimulada por mitosis con concavalina A
y el crecimiento celular en leucemia linfoide, lo cual
resulta en la capacidad de inhibicién de las respuestas
inmunes mediadas por células, que se puede atribuir
a su componente 3’,4-O-Dimethylcedrusin, el mismo
que posee actividad potencialmente anti proliferativa y
antitumoral .

Sus propiedades antiinflamatorias significativas en la re-
duccién de edema o formacién de granulomas se deben
al contenido del alcaloide taspina. El efecto antiinflama-
torio se debe a la inhibicién de la inflamacién neurogé-
nica al lograr un bloqueo en la activacién de los nervios
aferentes sensitivos a nivel pre y post sindptico *. Se ha
descrito también la capacidad de la sangre de drago de
estimular la fagocitosis en neutréfilos y monocitos hu-
manos de una manera dosis dependiente en un rango de

5 pg/mL a 20 pg/mL .

Las caracteristicas cicatrizantes de la sangre de drago
han sido ampliamente documentadas en la literatura,
sin embargo, existe muy poca evidencia cientifica de
su efecto antimicrobiano en el medio bucal. Por tan-
to, se tuvieron limitaciones de tipo bibliografico debido
a la poca evidencia cientifica existente en este campo,
siendo el primer estudio realizado en el Ecuador para
determinar la actividad antibacteriana de C. lechleri y
necesitando nuevos estudios que ayuden a confirmar las
propiedades antibacterianas de la sangre de drago.

Cabe mencionar que el estudio fue realizado con C. /e-
chleri como se obtiene en estado natural, para futuras
investigaciones se plantea la posibilidad de separar los
distintos componentes por procedimientos como cro-
matografia para aprovechar de forma independiente sus
propiedades, se sugiere estudios que analicen las caracte-
risticas inmunoldgicas de la sangre de drago.

La prueba estadistica de comparacién por pares de
Mann-Whitney determiné que la clorhexidina al 0,12%
produjo una mayor actividad antibacteriana que C. /e-
chleri. Sin embargo, cabe mencionar que la actividad del
ldtex, excepto la concentracién al 50%, es aceptable para
tenerlo en cuenta como agente inhibitorio accesible y
asequible frente al S. mutans.

Se concluye que las concentraciones al 75 y 100% de
C. lechleri presentan una actividad antibacteriana sobre
cepas de S. mutans, mientras que al 50% de C. lechleri,
el microorganismo presenta resistencia. La clorhexidina
al 0,12% como control positivo demostré mayor activi-
dad antibacteriana que la sangre de drago, pero puede
ser una alternativa natural, accesible y de bajo costo para
métodos de prevencién en caries dental.
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