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Plantas medicinales: Efecto
antibacteriano in vitro de
Plantago major L, Erythroxylum
novogranatense, Plowman var
truxillense y Camellia sinensis
sobre bacterias de importancia
estomatologica

Medicinal plants: Antibacterial effect in vitro de Plantago major L, Erythroxylum
novogranatense, Plowman var truxillense and Camellia sinensis on stomatologic im-
portance bacteria

Resumen

El objetivo de la investigacién fue comparar la actividad antibacteriana 7z vizro de los extractos hi-
droalcohdlicos de tres plantas medicinales: Plantago major L. (lantén), Erythroxylum novograntense var
truxillense (coca trujillo) y Camellia sinensis (té verde) mediante el método de difusién en agar con
discos, sobre cinco cepas patrones de bacterias orales: Streptococcus mutans ATCC 25175, Lacrobacillus
acidophilus. ATCC 314, Actinomyces viscosus ATCC 15987, Prevotella melaninogenicus ATCC 25845 y
Fusobacterium nuclearum ATCC 25586. Se obtuvieron extractos hidroalcohdlicos de principios activos
totales procedentes de las hojas secas de cada una de las plantas, mediante maceracién alcohdlica con
alcohol etilico al 70 % y posterior evaporacién del solvente con el empleo del rotavapor. Cada extracto
se diluyd en alcohol etilico al 70 % en las concentraciones de 25 pg/mL y 50 pg/mL. Estas soluciones
fueron comparadas con PerioAid” (clorhexidina 0,012 %) como control positivo y con alcohol etilico al
70 %, como control negativo. Al realizar las pruebas de sensibilidad 77 vitro, se obtuvieron los siguientes
resultados: los tres extractos hidroalcohdlicos en ambas concentraciones presentaron actividad antibac-
teriana mayor al alcohol etilico (5,8 mm) y menor que el PerioAid® (22,0 mm) sobre las cinco cepas
bacterianas en estudio. La mayor actividad presentd el extracto hidroalcohdlico de Camellia sinensis a
50 pg/mL, la menor actividad presento Plantago major a 25 pg/mL. Se concluye que los tres extractos
hidroalcohdlicos en las diluciones de 25 y 50 pg/mL presentaron actividad antibacteriana sobre Strepro-
coccus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscosus, Prevotella melaninogenica y Fusobacterium
nucleatum. El efecto antibacteriano aumenté con la concentracién en P melaninogenica, que fue la cepa
mds sensible y A. viscosus la menos sensible.

Palabras clave: Plantas medicinales, efecto antibacteriano, Plantago major L, Erythroxylum novograntense
var truxillense, Camellia sinensis.

Abstract

The objective of this research was to compare the antibacterial activity in vitro of the hydroalcoholic ex-
tracts of three medicinal plants: Plantago major L. (plantago), Erythroxylum novogranatense var truxillense
(trujillo coca) and Camellia sinensis (green tea) by the agar disk diffusion method on five strains of oral
bacteria: Streptococcus murans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus. ATCC 314, Actinomyces viscosus
ATCC 15987, Prevotella melaninogenica ATCC 25845 and Fusobacterium nuclearum ATCC 25586. The
hydroalcoholic extracts were obtained from total active principles from the dry leaves of each plant, by
maceration in alcohol with ethyl alcohol at 70 % and subsequent evaporation of the solvent with the
use of a rotary evaporator. Each extract was diluted in ethyl alcohol at 70% in concentrations of 25 ug/
mL and 50 ug/mL. These solutions were compared with Perio Aid” (chlorhexidine 0.012%) as positive
control and with ethyl alcohol at 70% as negative control. When performing the sensitivity tests iz vitro,
the following results were obtained: the three hydroalcoholic extracts in both concentrations showed a
higher antibacterial activity than the ethyl alcohol (5.8 mm) and lower than the Perio Aid® (22.0 mm)
on the five bacterial strains being studied. The highest activity showed the hydroalcoholic extract of
Camellia sinensis at 50 ug/mL, the lowest activity showed Plantago major L. at 25 ug/mL. It is conclu-
ded that the three hydroalcoholic extracts in the dissolutions of 25 and 50 pg/mL showed antibacterial
activity on Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces viscosus, Prevotella melaninogenica
and Fusobacterium nucleatum. The antibacterial effect was increased with the concentration on P mela-
ninogenica, which was the most sensitive strain, and A. viscosus was the less sensitive.

Key words: Medicinal plants, Antibacterial effect, Plantago major L, Erythroxylum novograntense var
truxillense, Camellia sinensis.
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Introduccion

En muchas ocasiones para curar deter-
minadas patologfas que afectan la salud
se ha tenido que recurrir a ciertos pro-
cedimientos terapéuticos que se apartan
de la medicina tradicional. En la actua-
lidad, esta alternativa médica experi-
menta un auge cada vez mas creciente,
sin embargo estas no son absolutamen-
te nuevas, sino que casi en su totalidad
son los resultados de técnicas y procedi-
mientos usados tradicionalmente.

El uso de las plantas con fines terapéu-
ticos es de gran utilidad, ya que de ellas
son obtenidas innumerables sustancias
quimicas. La investigacion, en este sen-
tido, brinda la oportunidad de encon-
trar nuevos principios activos desde el
punto de vista farmacoldgico, a partir
de una materia prima mds econémica
y natural.

Para la presente investigacion se se-
leccionaron a tres plantas medicinales
usadas en medicina tradicional que se
cultivan o crecen en el Perd debido a
que existen numerosos antecedentes
de sus propiedades antibacterianas
sobre diversas bacterias patdgenas, el
objetivo fue el comparar la actividad
antibacteriana de los extractos hidroal-
cohdlicos obtenidos de tres plantas me-
dicinales: Plantago major L. (llantén),
Erythroxylum novogranatense (Rusby)
Plowman var. truxillense (coca Trujillo)
y Camellia sinensis (té verde) en con-
centraciones de 25 pg/mL y 50 pg/
mL sobre cinco bacterias patégenas
orales de importancia estomatolégica
presentes en caries dental y enferme-
dad periodontal: Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophilus, Actinomyces
viscosus, Prevotella melaninogenica 'y
Fusobacterium nucleatum; mediante el
método de Difusién en Agar con el
uso de discos. Estas bacterias se van a
encontrar en la placa dental y aunque
existen diversos métodos utilizados
para el control de la placa ninguno
ha demostrado—ser totalmente eficaz.
Cada vez estd mids extendido el deno-
minado control quimico de la placa de
manera complementaria a un control
mecdnico ineficaz, para lo cual se utili-
zan antisépticos bucodentales; sin em-
bargo existen efectos secundarios no
deseados como la pigmentacién. Por
eso al demostrar la actividad antibac-
teriana de sustancias de origen natural
se estarian planteando alternativas eco-
ndémicas y de mayor aceptacién por la
poblacién peruana.

Metodologia
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1. Obtencién de las plantas medici-

nales

Las hojas de las plantas provienen de
diversas zonas del territorio peruano.
Las hojas frescas de Plantago major L. se
recolectaron en el valle de Carapongo a
la altura del km 17 de la Carretera Cen-
tral, Chosica, Lima, Perti; se lavaron y
se pusieron a secar bajo sombra durante
dos dias; la hojas secas de Erythroxylum
novogranatense (Rusby) Plowman var.
truxillense se obtuvieron en el caserio de
Huayobamba, Huaranchal, Provincia
de Otuzco, La Libertad, Perd. Las hojas
secas de Camellia sinensis fueron adqui-
ridas en forma del producto comercial
Te verde “Schagreen” (Alprosur), tipo
granel por 100 g que contiene 100 %
hojas de té verde, las cuales provienen
del valle Yanayaco Chico s/n, Huayopa-
ta, La Convencién, Cusco, Pert.

2. Obtencién de principios activos
totales

Para la obtencién de los principios ac-
tivos totales se empled la técnica de
maceracién alcohélica.'*** El procedi-
miento fue el siguiente: en un envase
estéril de vidrio dmbar de 4 litros de ca-
pacidad se colocé en su interior ¥2 Kg.
de hojas secadas en estufa por 24 h a
60°C, de la planta seleccionada previa-
mente molida. Luego se afiadi6 alcohol
etilico rectificado de 70 % hasta que
cubra por completo el contenido de las
hojas molidas. Este frasco se agito tres
veces por dia; el tiempo de maceracién
fue por 7 dfas.

Después de los 7 dias de maceracion se
filtro por una membrana estéril. Poste-
riormente se procedid a la evaporacion
del contenido alcohdlico de lo filtra-
do con la ayuda del Buche Rotavapor
V-805 a 270 mbar de presién, 40 °C

de temperatura y a una rotacién de 100

rpm, obteniéndose, de esta manera los
principios activos totales.

3. Andlisis Fitoquimico >¢

El andlisis fitoquimico de los extractos
hidroalcohélicos de principios activos
totales de las plantas medicinales, com-
prendié la identificacién de los grupos
funcionales que con mds frecuencia se
encuentran en estas plantas, mediante
pruebas especificas y claras (Tabla 1).

4. Reactivacion de las cepas estinda-

res ATCC
Cada una de las cepas ATCC se mantu-

vo en condiciones de refrigeracién nor-
mal (2-8 °C) hasta su reactivacién bajo
las condiciones de crecimiento que cada
una de ellas requiere (Tabla 2).

Prueba para la determinacién de la
sensibilidad antibacteriana

Se tomaron las colonias con asas de
siembra de cada una de las cepas reacti-
vadas y se diluyeron en suero fisiolégico
hasta obtener la escala de turbidez de
0.5 de Mc Farland, 1,5 x 10® excepto
para el caso de Lactobacillus que fue de
2, 6x 10* UFC/ml, con el fin de poder
apreciar mejor los halos de inhibicién.
Con micropipeta se extrajeron 100 pL
de cada una de las suspensiones men-
cionadas y este contenido se deposité
en las placas con agar. Con ayuda de
un hisopo estéril, se realizo la siembra
por diseminacién. Fueron sembrados:
Streptococcus mutans en agar TSA, Lac-
tobacillus acidophilus en agar Rogosa vy,
en los casos de Actinomyces viscosus, Pre-
votella melaninogenica y Fusobacterium
nucleatum en Agar Shadler suplementa-
do con sangre de cordero al 5 %

Con pinzas estériles se procedi6 a co-
locar en cada placa un disco de papel
de filtro embebido en 10 pL de diglu-
conato de clorhexidina al 0,12 % (con-
trol positivo), un disco de papel filtro

Tabla 1. Principios activos encontrados en los extractos hidroalcohdlicos de

plantas medicinales.

Prueba Principio activo Llantén Téverde Coca
Prueba de la espuma Saponinas E + E
Reaccién de Shinoda Flavonoides + - -
Reaccién de cloruro férrico Fenoles + + +
Reaccion de Draguendorf Alcaloides - E +
Reaccion de Mayer Alcaloides - - +
Reaccion de Baljet Lactosas - - +
Reaccion de Bortranger Quinonas + + -
Reacciéon de Hidroxamato férrico Cumarinas - E E

Intensidad de la respuesta, (+) Positivo, (E) Escaso, (-) Negativo
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embebido en 10 ul de alcohol al 96 %
(control negativo), un disco de papel de
filtro embebido con 10 pL del extracto
hidroalcohdlico a la concentraciones de
25 pg/mLy 50 pg/mL de las siguientes
plantas: Plantago major L, Erythroxylum
novogranatense (Rusby) Plowman var.
Truxillense y Camellia sinensis; a una
distancia no menor de 15 mm entre
ellos y a 1,5 cm del borde de la placa,
presiondndolos firmemente sobre la su-
perficie del agar. Seguidamente se incu-
baron bajo las condiciones menciona-
das en tabla 2, para proceder a la lectura
de los resultados en términos de mm de
didmetro de halos de inhibicién. Todo
el procedimiento se realizé en el Labo-
ratorio de Microbiologia de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos.

Resultados

En el Cuadro 3 se presentan los resulta-
dos de las actividades antibacterianas de
los extractos hidroalcohélicos de las tres
plantas medicinales en las diluciones 25
y 50 pg/mL, del Control positivo (Pe-

rioAid®) y del control negativo (alcohol
etilico al 70 %), basados en los prome-
dios de las de los halos de inhibicién de

crecimiento bacteriano.

En general se aprecia que dicha activi-
dad siempre fue mayor que la del con-
trol negativo y menor que la del con-
trol positivo, se observa también que de
entre los grupos de estudio los resulta-
dos mayores los obtuvo el extracto hi-
droalcohdlico de C. sinensis a 50 pg/
mL sobre S. mutans (20 mm), mientras
que la menor la presenta el extracto hi-
droalcohdlico de 2 major L a 25 pg/mL
sobre A. viscosus (7,4 mm). Se aplicé la
prueba estadistica de Kruskall y Wallis
comparando la actividad antibacteriana
de los tres extractos a 25 pg/mL con los
controles positivo y negativo por tipo
de bacteria, el mismo procedimiento
se realizd con los extractos a 50 pg/mL,
obteniéndose como resultado de dicha
prueba que existen diferencias estadisti-
camente significativas (valores p<0,05)
entre la actividad antibacteriana de los
extractos hidroalcohélicos y los con-
troles por tipo de bacterias al 95 % de
confianza. Posteriormente se aplicé la

Tabla 2. Condiciones para la reactivacion de cepas utilizadas para el estudio.

Tipo de Numero | Temperatura Tiempo Condiciones Medio de
microorganismo ATCC incubacion | incubacién | de aerobiosis cultivo
Agar

Streptococcus mutans 25175 370C 48 h Mlc_roqnae— Tripticasa
robiosis soya(TSA)

Lactobacillus

acidophilus 314 37°C 48 h Anaerobiosis A.Rogosa

Actinomyces

viscosus 15987 37°C 48 h Anaerobiosis A.Schaedler

Prevotella

melaninogenigenica 25845 37¢9C 7 dias Anaerobiosis A.Schaedler

Fusobacterium

nucleatum 25586 37¢C 7 dias Anaerobiosis A.Schaedler

Tabla 3. Halos de inhibicion promedio de extractos hidroalcohdlicos frente a cinco ce-

pas bacterianas.

Extractos hidroalcohdlicos Controles
. . . . E.
Bacterias P. major C. sinensis
novogranatense  Control Control
25 pg/ 50 pg/ 25 pg/ 50 pg/ 25 pg/ 50 pg/ positivo  negativo
mL mL mL mL mL mL

S. mutans 7,6 8,8 15,4 20,0 8,8 10,4 22,0 5,0
L. acidophilus 9,0 9,2 10,6 11,6 9,8 10,0 13,2 5,4
A. viscosus 7,4 9,2 7,6 9,4 8,8 9,4 13,2 5,8
P.melaninoge- 15, 115 136 152 126 134 17,0 5,8
nica
F. nucleatum 9,0 11,0 9,6 10,6 9,6 11,0 15,4 5,8
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prueba de Comparaciones Multiples
HSD de Tukey, comparando la activi-
dad antibacteriana de cada extracto con
cada control y los extractos entre ellos
por tipo de bacteria y de esa manera se
determino que solamente en la com-
paracién de la actividad antibacteriana
de Camellia sinensis a 50 pg/mL con el
Control positivo sobre la bacteria Pre-
votella melaninogenica se obtuvo un va-
lor p= 0,127, lo que indica que estadis-
ticamente dichas sustancias presentan el
mismo comportamiento.

En la Figura 1 se observan los halos de
inhibicién formados por la actividad
de los extractos hidroalcohélicos de
las tres plantas medicinales en ambas
concentraciones, del control postivo y
del control negativo sobre Streptococcus
mutans.

En las Figuras 2, 3, 4 y 5 se observa
dicha actividad pero sobre las bacterias
Lactobacillus  acidophilus, Actinomyces

Fig. 1. Halos de inhibicién de los extractos hi-
droalcohdlicos sobre Streptococcus mutans ATCC
25175. 1. Té verde 50 %; 2. Té verde 25 %; 3.
Alcohol; 4. Llantén 25 %; 5. Llantén 50 %; 6.
Coca 25 %; 7. Coca 50 %; 8. Clorhexidina al
0,12 %.

Fig. 2. Halos de inhibicién de los extractos hi-

droalcohdlicos de tres plantas medicinales sobre
Lactobacillus acidophilus ATCC 314. 1. Té verde
50 %; 2. Té verde 25 %; 3. Alcohol; 4. Llantén 25
%; 5. Llantén de 50 %; 6. Coca 25 %; 6. Coca
50 %; 8. Clorhexidina 0,12 %.
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Fig. 3. Halos de inhibicién de los extractos hi-
droalcohdlicos de tres plantas medicinales sobre
Actinomyces viscosus ATCC 15987.1. té verde 50
%, 2. té verde 25 %,3. llantén 25 %, 4. llanwén
50 %, 5.coca 25 % 6. coca 50 % 7. Alcohol,8.
Clorhexidina 0,12 %

Fig. 4. Halos de inhibicién de los extractos hi-
droalcohdlicos de tres plantas medicinales sobre
Prevotella melaninogenica ATCC 25845. 1. té
verde 50 %, 2. té verde 25 %, 3.llantén 25 %,
4.llantén 50 % 5. coca 50 % 6. coca 25 % 7.
alcohol, 8. Clorhexidina 0,12 %

Fig. 5. Halos de inhibicién de los extractos hi-
droalcohdlicos de tres plantas medicinales so-
bre Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.
1.té verde 50 %, 2. té verde 25 %, 3. alcohol,4.
llantén 50 %, 5. llantén 25 %, 6. coca 25 %,
7, coca 50 %, 8 Clorhexidina 0,12 %
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viscosus, Prevotella melaninogenica y Fu-
sobacterium nucleatum respectivamente.

Discusion

Los extractos obtenidos mediante ma-
ceracién alcohélica de las hojas de
Plantago major L. (llantén), Erythro-
xylum novogranatense (Rusby) Plowman
var. truxillense (coca Trujillo) y Came-
lia sinensis (té verde) en concentracio-
nes de 25 y 50 pg/mL , demostraron
tener propiedades antibacterianas in
vitro sobre cepas de bacterias patége-
nas orales como: Streptococcus mutans,
Lactobacillus - acidophilus, Actinomyces
viscosus, Prevotella melaninogenica 'y
Fusobacterium nucleatum que confor-
man parte de la microbiota bucal y
estdn implicadas en patologias orales
como caries dental y enfermedad perio-
dontal. El comportamiento de los ex-
tractos, en términos de tamafio de halo
de inhibicidn, siempre fueron menores
a la presentada por el control positivo
(PerioAid) y mayores a la del control
negativo (alcohol 70 %).

Complementariamente al estudio se
realizé el andlisis fitoquimico de los ex-
tractos hidroalcohdlicos empleados en
la investigacién, comprobdndose que
contienen en su composicion principios
activos a los cuales se les puede atribuir
sus propiedades antibacterianas.

Si bien no existen antecedentes que
comparen la actividad antibacteriana
de los tres extractos empleados en este
estudio, los resultados presentados por
cada uno de ellos, y analizados de ma-
nera individual, coinciden con la in-
vestigaciones realizadas acerca de los
extractos hidroalcohdlicos de Plantago

major,'  Erythroxylum  novogranatense
var. truxillense 7% ° y Camellia sinensis.
2,10

En la comparacién de la actividad anti-
bacteriana de los tres extractos hidroal-
cohdlicos, Camellia sinensis presento,
en ambas concentraciones, los mejores
resultados sobre la mayoria de las bac-
terias patdgenas orales, este resultado se
explicaria por la presencia de polifeno-
les, los cuales tienen diferentes mecanis-
mos de accidn, entre ellos la inhibicién
de la produccién de 4cidos y de la enzi-
ma glucosiltransferasa.

Conclusiones

1. Los tres extractos hidroalcohélicos
en las diluciones de 25 y 50 pg/mL pre-
sentaron actividad antibacteriana sobre
Streptococcus mutans, Lactobacillus aci-

dophilus, Actinomyces viscosus, Prevorella
melaninogenica 'y Fusobacterium nu-
cleatum.

El efecto antibacteriano aumenté con
la concentracién en P melaninogenica,
que fue la cepa mds sensible y A. visco-
sus la menos sensible

2. De la comparacidn entre los extrac-
tos diluidos a 25 pg/mL, los resultados
con mayores valores los presentd el
extracto hidroalcohélico de Camellia
sinensis, excepto sobre A. viscosus; mien-
tras que los menores se observaron con

el de Plantago major L.

3. De la comparacién entre los extractos
diluidos a 50 pg/mL, los resultados con
mayores valores los presenté el extrac-
to hidroalcohélico de Camellia sinensis,
excepto sobre F nucleatum, en cuyo
caso los mayores valores los presento el
extracto de Plantago major L; en el resto
de los casos esta ultima sustancia regis-
tro los menores resultados.
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