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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etanolico de Caesalpinia Spinosa (Tara) sobre Streptococcus
mutans ATCC 35668.

La muestra estuvo conformada por 64 observaciones, distribuidas en 4 grupos
de 4 placas Petri cada uno, en cada placa se colocd el porcentaje de
concentracion de estudio, frente a tres controles: control positivo
(Clorhexidina al 0.12%), control negativo (Etanol) y un porcentaje de
concentracion similar (para comparacion).

Los resultados mostraron que la concentracion al 30% del extracto etandlico
de Caesalpinia mostré el mayor halo de inhibicion (34.5 mm) y concentracion
minima inhibitoria.

La presente investigacion concluye que el extracto etanolico de Caesalpinia
Spinosa (Tara) posee efecto antibacteriano in vitro sobre el Streptococcus

mutans ATCC 35668.

PALABRAS CLAVES: Caesalpinia Spinosa (Tara), Streptococcus mutans y

extracto etanolico.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine the antibacterial effect in vitro of
ethanol extract of Caesalpinia Spinosa (Tara) on Streptococcus mutans ATCC
35668.

The sample consisted of 64 observations in 4 groups of 4 Petri dishes each, on
each plate the percentage concentration of study, compared with three controls
are placed: positive control (Chlorhexidine 0.12%), negative control (Ethanol)
and a percentage of similar concentration (for comparison).

The results showed that the concentration of 30% ethanolic extract of
Caesalpinia halo showed the greatest inhibition (34.5 mm) and minimum
inhibitory concentration.

This research concludes that the ethanol extract of Caesalpinia Spinosa (Tara)

has in vitro antibacterial effect on Streptococcus mutans ATCC 35668.

KEY WORDS: Caesalpinia Spinosa (Tara), Streptococcus mutans and

ethanol extract.
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INTRODUCCION:

La caries dental es una enfermedad del sistema estomatognatico con mayor
prevalencia en la poblacién mundial, por lo que constituye uno de los mayores
problemas de salud publica.'*** La caries es una entidad patoldgica, infecciosa,
cronica, progresiva y transmisible, de origen multifactorial, que es producida por la
accion de microorganismos de la placa bacteriana, los cuales por su metabolismo
producen é&cido, especialmente por la fermentacion de hidratos de carbono,
originando la desmineralizacion gradual del esmalte seguida de la destruccion
proteolitica rapida de la estructura dental, hasta llegar a la pérdida total del
diente. >33

Los principales microorganismos de la placa bacteriana implicados en el inicio y
desarrollo de la caries son: Streptococcus mutans, Lactobacillus sp. y Actinomyces
sp. 411839 | os estudios de Clark, desde 1924 hasta la fecha, diversas investigaciones
han asociado al S. mutans con la formacién de caries dental;**®*“° de tal manera que,
en la actualidad dicho microorganismo se considera como uno de los principales
factores causales de dicha enfermedad en el ser humano.*”*

El S. mutans presenta diferentes caracteristicas que son determinantes en su
cariogenicidad, entre éstas tenemos: la produccién de polisacaridos extracelulares a
partir de la sacarosa, en especial los glucanos insolubles que son muy importantes en
la colonizacion y mantenimiento de esta bacteria sobre el diente; posee elementos que
determinan fendmenos de adhesion, agregacion y congregacion; la produccion y

metabolizacion de polisacaridos intracelulares, lo que le permite obtener energia y

producir acido durante largos periodos de tiempo; rapido metabolismo de los azlcares



a acido lactico y otros acidos organicos; poder aciddgeno, aciddfilo y aciduarico;
también puede conseguir un pH critico para la desmineralizacion del esmalte de
manera més rapida que otro microorganismo de la placa.*”*?

Estudios establecen que el control de la infeccion cariogénica; y consecuentemente, el
control de la caries, pueden ser hechos dados a través de: la interrupcion de la
transmision del Streptococcus mutans, su eliminacion o reduccion y la proteccion de
las personas susceptibles, con la implementacion de control dietético y el uso de
sustancias antimicrobianas.®? En este enfoque se ha probado el uso de antibiéticos:
bacitricina, eritromicina, lincomicina, penicilina, espiramicina, tetraciclina,
vancomicina, entre otros, mostrando enormes desventajas en este tipo de recurso,
como los predecibles efectos de produccion de cepas resistentes, de alteraciones
ecoldgicas en la poblacion bacteriana que resultan dafiinas para el huésped
(candidiasis), reacciones laterales, alergia, etc.?

Aun asi, se investiga el uso de sustancias con propiedades antibacterianas especificas
para la placa bacteriana, que no compitan con aquellos cominmente utilizados en la
terapéutica general.®

El efecto antibacteriano se define como la destruccion o impedimento del desarrollo
de las bacterias a través del uso de diferentes quimicos. °

Entre los méas utilizados, en forma de colutorios y geles, tenemos al gluconato de
clorhexidina, sanguinaria, triclosan, hexitidina, compuesto fenolico, etc. Dentro de los
cuales, en diversos estudios, el gluconato de clorhexidina presenta mejores resultados

en su capacidad de inhibir el crecimiento de Streptococcus Mutans,®'%*’

pero con el
inconveniente de producir efectos toxicos locales como: tincion de dientes y

obturaciones, pigmentacion del dorso de la lengua y con menor frecuencia,



descamacion de la mucosa bucal, gusto amargo o modificacién gustativa, sensacién
de quemadura, sequedad bucal e inflamacién ocasional y transitoria de la parétida.>*
En este sentido, el advenimiento de la fitoterapia o terapia empirica con plantas
medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades, tanto orgéanicas,
nutricionales e infecciosas, ha planteado la necesidad de estudiarlas en el marco del
rigor cientifico. En varias plantas se han visto empiricamente y determinado
metodolégicamente principios activos de naturaleza antimicrobiana diversa.” Uno de
estos recursos es la Caesalpinia Spinosa (Tara), ya que, técnicamente los extractos
contienen una buena actividad cicatrizante, antioxidante y alto contenido de
polifenoles totales.*

La Tara es un arbol siempre verde de 3-5 m. de altura, a veces mas, con la copa
globosa y ramas cortas, estriadas, puberulentes de jovenes, con espinas conicas
recurvadas entre los nudos; tronco corto, a menudo ramificado desde la base y dando
la apariencia de varios troncos, con la corteza rugosa de color gris.*

Las hojas bipinnati-compuestas, paripinnadas, con el raquis ligeramente tomentoso,
con 2-5 pares de pinnas de 6-14 cm. de largo, articuladas y a menudo espinosas en el
raquis, cada una con 5-8 pares de foliolos sésiles, oblongos o elipticos, de 2,5 - 4 x
1,5 -2 cm., con la base oblicua, el margen entero, y obtusos o emarginados en el
apice; son de textura coriacea, de color verde oscuro y glabros en el haz, y algo méas
claros, con puntitos y a veces algo purulentos por el envés, donde la nerviacion es
més evidente. 4

Las inflorescencias en racimos espiciformes terminales, densos, de 8-20 cm. de

longitud, finamente pubescentes, agrupados en los extremos de las ramificaciones;



flores bisexuales, sobre pedicelos puberulentos de 5-10 mm. de largo, articulados
bajo el céliz.*

Céliz caduco tras la antesis, de 6-7 mm. de largo, con 5 sépalos desiguales y unidos
en la base formando un tubo, siendo el sépalo inferior de mayor tamafio, concavo
(cuculado) y fuertemente dentado en el apice (pectinado); corola con 5 pétalos de
espatulados a oblongados, amarrillos y rojizos, de 8-9 mm. de largo, el inferior
reflexo; androceo con 10 estambres libres, con los filamentos pubescentes, amarillos,
tan largos o mas que los pétalos, con anteras subglobosas. Ovario supero, ligeramente
pubescente, unilocular, con estilo filiforme y estigma truncado.”

Fruto en legumbre indehiscente, oblonga, comprimida, de 6-10 x 1,5 — 2,5 cm. glabra
0 puberulente, con las semillas bien marcadas, rojizas en la madurez; las valvas son
gruesas y carnosas al principio, tornandose luego esponjosas o coriaceas; semillas de
4 a 8, de orbiculares a ovadas, lisas, pardas, de unos 8-10 mm. de largo. *

El principio activo de la Tara contiene polisacaridos derivados de la manosa
(mucilagos neutros), Galactomanana soluble con una relacion galactosa — manosa
intermedia entre la goma de algarroba y el guar.?

Su clasificacion cientifica es la siguiente: Reino: Plantae; Division: Magnoliophyta;
Clase: Magnoliopsida; Orden: Fabales; Familia: Fabaceae; Subfamilia:
Caesalpinioideae; Tribu: Caesalpinieae, Género: Caesalpinia; Especie: Caesalpinia
Spinosa; Nombre binominal: Caesalpinia Spinosa (Molina) Kuntze.?

Los arboles de Tara son nativos de Sudamerica, especialmente en Venezuela,
Colombia, Bolivia, Ecuador, Pert, Argentina y Chile. En nuestro pais se ha usado la
Tara desde tiempos prehispanicos como especie tintdrea y desde época de la Colonia

se la empled en el curtido de cueros. Hoy en dia, también es muy requerido por sus



propiedades curativas, donde la parte del arbol que es mas utilizada medicinalmente
son las vainas trituradas.**°

El uso de la Tara tiene muchos enfoques: La medicina tradicional en nuestro Pais usa
la Tara para combatir la amigdalitis, al hacer gargaras con la infusion de las vainas
maduras y como cicatrizante cuando se lavan heridas con dicha infusion. Ademas, la
Tara es utilizada contra la estomatitis, lesiones cariosas, gripe y fiebre.**

Liu et al*® (Pert, 2002), evaluaron la actividad antibacteriana in vitro tanto de los
extractos de las vainas y semillas de C.Spinosa utilizando cepas Gram positivas
(Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y Gram negativas (Escherichia coli,
Klebselia sp. y Shigella flexneri) mediante técnica de difusion en disco; los extractos
fueron preparados usando como solvente alcohol-acetona (1:1), encontrando
actividad inhibitoria sobre cepas Gram positivas para el extracto de la vaina de la
“tara”, mas no para el de la semilla, pero no determinaron la concentracién minima
inhibitoria. Esto respaldaria los resultados encontrados en el presente trabajo;
teniendo en cuenta que, se ha utilizado la vaina, quedando asi demostrada su

actividad antibacteriana.

Infantes, Y. (2004). Determin6 el efecto antiinflamatorio de una pasta dental
conteniendo “tara” en el tratamiento de la gingivitis marginal crénica. Al grupo
experimental compuesto por 64 nifios se les aplicd esta pasta dental; el sangrado
gingival desaparece al noveno dia, el enrojecimiento y el edema gingival desaparece
al doceavo dia y la presencia de puntillado al décimo quinto dia, contra lo que ocurre

al aplicarse una pasta dental placebo (grupo control).



Sampaio, F.** (2009). En la regién amazoénica de Brasil los frutos de Caesalpinia
ferrea Martius fueron utilizados ampliamente como antimicrobiano para curar
algunas infecciones orales. En este estudio se determind la actividad antimicrobiana
del extracto de la C. ferrea Martius contra los microorganismos patdgenos orales mas
comunes. Los valores de la concentracion minima inhibitoria para Candida albicans,
S. mutans, S. salivarius, S.oralis y Lactobacillus casei fueron de 25.0, 40.0, 66.0,
100.0, 66.0 ug/mL, respectivamente. Se utiliz0 la clorhexidina como control positivo
y solucién salina como control negativo. El extracto de C. ferrea Martius inhibi¢ el
crecimiento in vitro de las bacterias patdgenas orales.

Liu H. % (Per(, 2010), evalu6 la actividad antibacteriana in vitro de extractos de
Caesalpinia Spinosa "tara" y Eucalyptus sp. "eucalipto” utilizando cepas bacterianas
Gram positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y Gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella sp. y Shigella flexneri). Se utilizo como solvente de
extraccion una mezcla de alcohol-acetona (1:1) y se analiz6 la actividad biolégica de
los extractos obtenidos mediante la técnica de difusion en disco. La cascara del fruto
de Caesalpinia Spinosa y las hojas del Eucalyptus sp. mostraron una actividad
selectiva sobre las bacterias Gram positivas evaluadas.

Santiago J.* (Perd, 2012), realizé un estudio en la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos sobre la utilizacion de extractos de Tara (Caesalpinia Spinosa) en la
confeccion de apdsitos para el tratamiento de quemaduras, aplicandola directamente

en pacientes humanos; obteniendo resultados que indican un 85% de efectos



benéficos de la Tara en el proceso de retraccién de quemaduras y cicatrizacion de
heridas.

Debido a que la caries dental es una de las enfermedades orales con mayor
prevalencia en el mundo y considerando al Streptococcus mutans como el principal
microorganismo responsable del inicio de este proceso, se han realizado estudios
cientificos para encontrar la forma de eliminarlo o controlarlo; sin embargo, ain no
se ha encontrado un agente ideal que permita lograr estos objetivos.

Por ende, hoy en dia, se mantiene una permanente busqueda de alternativas
terapéuticas en la biodiversidad de plantas medicinales; una de ellas es la Caesalpinia
spinosa, que por poseer polifenoles, es usada frecuentemente de manera empirica en
el campo odontolégico debido a sus propiedades curativas para combatir procesos
inflamatorios e infecciosos producidos por la caries dental.

Por todo lo expuesto con anterioridad, se plantea este estudio para determinar el
efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre el Streptococcus mutans ATCC 35668; ya que, la utilizacion de un producto
natural tendria un alto beneficio para la salud oral con un costo reducido; y de esta

manera, evitar dafos toxicos colaterales.



1. FORMULACION DEL PROBLEMA:

¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro de las diferentes concentraciones del
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans

ATCC 35668?

2. HIPOTESIS DE INVESTIGACION:

El extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa (tara) a diferentes concentraciones

posee efecto antibacteriano in vitro frente a Streptococcus mutans ATCC 35668.

3. OBJETIVOS DE INVESTIGACION:

3.1. OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones
del extracto etanolico de Caesalpinia spinosa (tara) frente a Streptococcus

mutans ATCC 35668.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar la susceptibilidad in vitro producido por los extractos
etandlicos a las concentraciones de 5%, 10%, 20% y 30% de

Caesalpinia spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans ATCC 35668.

- Determinar la concentraciébn minima inhibitoria in vitro del aceite
esencial de Caesalpinia Spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans

ATCC 35668 en sus diversas concentraciones.



1. DISENO METODOLOGICO:

1. Material de estudio.

Material biologico:

» Streptococcus mutans ATCC 35668, que representa al lote 969-36-2,

producido por Microbiologics™.

» Caesalpinia spinosa “tara” fue colectada de la Hacienda “El Centurién”
ubicada en el caserio Condebamba, valle Chimin, Provincia Cajabamba,

Departamento Cajamarca — Peru.
Farmaco:

» Clorhexidina 0,12%.

1.1. Tipo de investigacion.

Segun el periodo | Segun la evolucion Segun la Segun la
en que se capta la del fenbmeno comparacion de interferencia del
informacion estudiado poblaciones investigador en el
estudio
PROSPECTIVO TRANSVERSAL | COMPARATIVO | EXPERIMENTAL

1.2. Area de estudio.

- El Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo.



1.3.
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- El Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Microbiologia de la

Universidad Nacional de Trujillo.

Definicion de la poblacién muestral:
1.3.1. Caracteristicas generales:

1.3.1.1. Criterios de inclusion:

- Tubo de ensayo con la macrodilucion de caldo
tioglicolato de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 35668 y la dilucion del extracto etanolico de
Caesalpinia Spinosa (tara) a la concentracion
correspondiente.

- Placa petri con la macrodilucion en agar soya tripticasa
del microorganismo de prueba: Streptococcus mutans
ATCC 35668 y la dilucion del extracto etandlico de
Caesalpinia Spinosa (tara) a la concentracion
correspondiente.

- Placa petri en medio agar sangre del microorganismo
de prueba: Streptococcus mutans ATCC 35668 y la
diluciéon  del extracto etanolico de Caesalpinia

Spinosa (tara) a la concentracion correspondiente.
1.3.1.2. Criterios de exclusion:
- Tubo de ensayo con la macrodilucion que presente

algun tipo de dafio o rajadura en su estructura durante

el proceso de incubacion.
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- Tubo de ensayo con la macrodilucion cuyo resultado
en el proceso de incubacion pueda ser dudoso.

- Placa petri con la macrodiluciéon que presente algin
tipo de dafio o rajadura en su estructura durante el
proceso de incubacion.

- Placa petri con la macrodilucion cuyo resultado en el
proceso de incubacién pueda ser dudoso.

1.3.1.3. Criterios de eliminacion:

- Tubo de ensayo con la macrodilucién que sufra
deterioro, dafio o rajadura durante la conservacién y
los procedimientos que no permitan su medicion
posterior.

- Placa petri con la macrodilucién que sufra deterioro,
dafio o rajadura durante la conservacion y los
procedimientos que no  permitan su medicion

posterior.

1.3.2. Disefio estadistico de muestreo:

1.3.2.1. Unidad de analisis.

- Constituido por cada placa petri con la concentracién
respectiva del extracto etandlico de Caesalpinia
Spinosa (tara) con siembras de Streptococcus mutans

ATCC 35668.
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- Constituido por cada tubo de ensayo con la
concentracion respectiva del extracto etandlico de
Caesalpinia Spinosa (tara) con siembras de

Streptococcus mutans ATCC 35668.

1.3.2.2. Unidad de muestreo.

- Constituido por cada placa petri con la concentracién
respectiva del extracto etanolico de Caesalpinia
Spinosa (tara) con siembras de Streptococcus mutans
ATCC 35668.

- Constituido por cada tubo de ensayo con la
concentracion respectiva del extracto etanolico de
Caesalpinia Spinosa (tara) con siembras de

Streptococcus mutans ATCC 35668.

1.3.2.3. Tamafo muestral.

La muestra estuvo constituida por 64 observaciones,
distribuidas en 16 placas petri (cuatro placas por grupo),
en cada placa se colocd el porcentaje de concentracidn
del estudio frente a tres controles: control positivo
(Clorhexidina al 0.12%), control negativo (Etanol) y un
porcentaje de concentracion similar (para comparacion).

El tamafio de la muestra fue calculada segun la férmula

estadistica siguiente:
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(Zuia+ ZB) 2 8° = (1.96+0.84) ? (2.85)°

=]
|

n = 64.13 = 64 observaciones en total.

Donde:
Zy2 = 1.96 (para una confiabilidad de 95%)
ZpB = 0.84 (para un poder de prueba de 80%)

0 = 2.85 (variacion relativa maxima entre tratamientos)*

* §: Variacion relativa entre tratamentos que toma valores entre 1 a 3.

1.3.3. Método de seleccidn.

Se dividieron en cuatro grupos:

- GRUPO A (al 5%): Se emplearon 4 placas petri, donde cada una
fue dividida en cuatro partes (concentracién al 5%, control
positivo-Clorhexidina al 0.12%, control negativo-OH y un
porcentaje de concentracion similar para comparacion).

- GRUPO B (al 10%): Se emplearon 4 placas petri, donde cada
una fue dividida en cuatro partes (concentracion al 10%, control
positivo-Clorhexidina al 0.12%, control negativo-OH y un
porcentaje de concentracion similar para comparacion).

- GRUPO C (al 20%): Se emplearon 4 placas petri, donde cada
una fue dividida en cuatro partes (concentracion al 20%, control
positivo-Clorhexidina al 0.12%, control negativo-OH y un

porcentaje de concentracion similar para comparacion).
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- GRUPO D (al 30%): Se emplearon 4 placas petri, donde cada
una fue dividida en cuatro partes (concentracion al 30%, control
positivo-Clorhexidina al 0.12%, control negativo-OH y un
porcentaje de concentracion similar para comparacion).

1.4. Consideraciones éticas:

Para la ejecucion de la presente investigacion, no se consideran los

principios de la Declaracion de Helsinki, puesto que, es un estudio in vitro.

Métodos, Procedimiento e Instrumento de recoleccidon de datos:

2.1. Método:

Observacional.

2.2. Descripcion del procedimiento:
2.2.1. Obtencion del extracto etandélico de Caesalpinia spinosa (tara):

e Colecta de vainas de Caesalpinia spinosa (tara):

Las vainas de Caesalpinia spinosa (tara) fueron colectadas de la
Hacienda “El Centurién” de la Provincia Cajabamba (Cajamarca-
Per(), ademas, se colectaron frutos y hojas de la planta para su
posterior identificacién taxondmica en el Herbarium Truxillensis de

la Universidad Nacional de Trujillo.
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e Obtencion del extracto etandlico de vainas de Caesalpinia

spinosa (tara):

Las vainas de Caesalpinia spinosa (tara) fueron limpiadas con
alcohol al 70%, secadas a 40°C vy trituradas hasta obtener un fino

polvo.

La preparacion del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (tara)
se realizo en el Laboratorio de Quimica de la Facultad de Farmacia
y Bioguimica de la Universidad Nacional de Trujillo. El triturado
fue macerado en etanol 50° durante 14 dias, con una agitacion cada
cuatro horas, lo obtenido fue considerado como “selucién madre”
para la preparacion de las concentraciones. Asimismo, la solucion
fue filtrada en una bomba al vacio y se dejé en reposo durante 8

dias a 4°C. (ANEXO 2)

e Luego, se prepararon las concentraciones 5, 10, 20 y 30% de
Caesalpinia spinosa (tara), se utiliz6 como diluyente etanol
absoluto. Las soluciones obtenidas fueron esterilizados con filtros
bacterioldgicos de 0.02 um, para evitar que otros microorganismos
contaminen el cultivo de Streptococcus mutans ATCC 35668.

(ANEXO 3)
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2.2.2. Activacién de la cepa liofilizada de Streptococcus mutans ATCC

35668:

La cepa liofilizada ATCC 35668 de S. mutans fue obtenida de los

laboratorios de Microbiologics™. (ANEXO 1)

La cepa fue activada en caldo cerebro-corazén (BHI) durante 48
horas a 37°C; posteriormente, esta fue sembrada en placas con medio
Muller Hinton enriquecido con sangre al 5% por 24 horas para

obtener colonias aisladas.

2.2.3. Ejecucion de los ensayos de las diferentes concentraciones de

Caesalpinia spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans:
e Establecimiento de los grupos experimentales y controles:

Se establecieron cuatro grupos experimentales (A: 5%, B: 10%, C:
20% y D: 30%) de Caesalpinia spinosa (tara), asi mismo, se
formularon dos grupos controles: un control negativo (etanol

absoluto) y otro positivo (Clorhexidina al 0,12%).

e Ejecucion de los ensayos:

De una colonia aislada se procedi6 a realizar una siembra en tubos
con Muller Hinton-Sangre 5% para obtener la cantidad necesaria

de la bacteria para realizar la suspension para los ensayos.

Una vez obtenida las colonias esta fue suspendida en BHI vy

comparada con el Tubo N° 2 del Nefelometro de McFarland, para
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su posterior siembra en placas con Muller Hinton enriquecido con

sangre al 5%.

Luego, de la siembra las placas fueron perforadas (cuatro orificios
equidistantes por placa; control positivo y negativo y dos grupos
experimentales) con un sacabocados para la posterior inoculacion

de los grupos experimentales y controles.

Se inocularon en cada pocillo 10pL de las diferentes
concentraciones del grupo experimental y controles, las cultivos

fueron incubadas a 37° C durante 24 horas.

e Lectura de los ensayos:

Para la lectura de los halos de inhibicion de cada grupo
experimental (A: 5%, B: 10%, C: 20% y D: 30%) de Caesalpinia
spinosa (tara) y controles (positivo y negativo), se utilizd una
regla milimetrada (marca PRISMA) abarcando el diametro del

halo.

2.2.4. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de
Streptococcus mutans ATCC 35668 sobre las diferentes

concentraciones del extracto de Caesalpinia spinosa (tara):

e Ejecucion de los ensayos:

Se realiz6 una suspension madre de colonia de S. mutans en BHI,

con una turbidez 0,5 del Standard de Mac Farland, las cuales



18

fueron sembradas en placas Petri con un espesor uniforme de
4mm que contenian Agar Mueller-Hinton con sangre de conejo al
10% desfibrinada: el medio fue distribuido antisépticamente en
cuatro placas para cada concentracion de Caesalpinia spinosa
(tara) en los diferentes grupos (A: 5%, B: 10%, C: 20% vy
D: 30%). Luego fueron introducidas a una incubadora a 37° C en

donde fueron mantenidos por un tiempo de 24 horas.

e Lectura de los ensayos:

La lectura de las placas se realizd a través del conteo de colonias

(ufc: unidades formadoras de colonias) y se reportaron en ufc/mL.

2.3. Instrumento de recolecciéon de datos:

Regla milimetrada marca PRISMA.
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3. Variables:
TIPO ESCALA
SEGUN ) DE
VARIABLES | DEFINICION | DIMEN- DEFINICION SU SEGUN SU | \iep.
SIONES OPERACIONAL NATURA- | FUNCION )
CONCEPTUAL LEZA CION
(INDICADORES)
Son soluciones
de metabolitos
obtenidos de las
Extracto | vainas de Concentracion
etandlico de | Caesalpinia
Caesalpinia | Spinosa (TARA) 5%
Spinosa | en etanol a 50° 10% Cualitativa | Independiente | Ordinal
(TARA) y luego diluidos
cada uno de 20%
ellos en etanol, 30%
en las
concentraciones
correspondiente
s al presente
estudio.22
Susceptibilidad
del
Streptococcus
Mutans ATCC CMI Conteo de UEC Numérica | Dependiente | De razon
Efecto 35698 bajo la
antibacteria accion de las
-No in vitro . d!ferentes
de diluciones de los Suscep- Diametro de Halo de Numérica | Dependiente | De razén
Streptococc ext,rqctos o o )
us mutans. etanollco_s f:ie tibilidad | Inhibicibn medido en mm.
Caesalpinia
Spinosa

(TARA).15
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4. Analisis estadistico de la informacion:

Se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad de los
datos obtenidos, obteniéndose p<0.05; por lo cual, al no seguir una distribucion
normal, aplicamos las pruebas NO PARAMETRICAS de Kruskal-Wallis para
determinar diferencias significativas entre tratamientos, posteriormente se realizd
la prueba de comparaciones multiples no paramétrica de Dunn, si p es < 5%, la
diferencia se considera significativa. Se utilizaron los programas estadisticos IBM

SPSS Statistics 20 para Windows, G-Stat 2.0 y Microsoft Office Excel 2013.
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RESULTADOS:

En la Tabla 1 muestran las medianas segun las pruebas no paramétricas
(ANEXO 4) de los didmetros de los halos de inhibicion de diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa frente a
Streptococcus mutans ATCC 35668 a las 24 horas en donde la Concentracién
al 30% mostré el mayor halo 34.5mm, para la menor concentracion al 5%
mostro un halo de 16 mm, los halos de inhibicion de la Clorhexidina 0.12%
tienen una mediana de 12 mm. (ANEXO 5)

En la Tabla 2 y Tabla 3, se determind que el extracto etanodlico de C. spinosa a
la concentracion de 30% es la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

(ANEXO 6)
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Tabla 1. Halos de inhibicion del efecto antimicrobiano in vitro del extracto etanolico
de Caesalpinia spinosa frente a Streptococcus mutans ATCC 35668 segun

las diferentes concentraciones (24 horas de incubacién).

10%
18mm

20% 30%
29.5mm 34,5mm

Concentracion C+ 5%
Mediana 12mm 16mm

Tabla 2. Diferencia entre didmetros de inhibicion segun niveles de concentracion del

extracto etandlico de Caesalpinia spinosa frente a Streptococcus mutans

ATCC 35668.
Suma de Rangos
Grupo n (Kruskal-Wallis) Rango Medio
Rm
Control positivo 8 36.0000 4.5000
(P)
5% (A) 8 106.5000 13.3125
10% (B) 8 157.5000 19.6875
20% (C) 8 240.5000 30.0625
30% (D) 8 310.5000 38.8125
P = 0.0004E-4

Tabla 3. Comparaciones multiples de didmetros de halo segin el nivel de
concentracion al 95%.

Grupo n Rango Medio | Grupos Homogéneos | MEDIANAS
Control positivo (P) | 8 4.5000 X 12 mm
5% (A) 8 13.3125 XX 16 mm
10% (B) 8 19.6875 XX 18 mm
20% (C) 8 30.0625 XXX 29.5 mm
30% (D) 8 38.8125 XXX 34.5mm
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DISCUSION:

La Caesalpinia spinosa (tara), tiene diversos usos tradicionales, como por
ejemplo: la infusién de las vainas maduras, se utiliza para la amigdalitis en
forma de gargaras; la infusion de las hojas, se utiliza para la estomatitis; la
coccion de las ramas tiernas, se usa como abortivo, igualmente se prepara una
bebida que se toma como depurador del colesterol; el cocimiento de las vainas,
se usan para secar las llagas de las piernas. En general, es también muy utilizada
para el tratamiento de infecciones vaginales y micéticas, para el lavado de ojos
inflamados, para el dolor de estomago y diarreas, para el reumatismo y
resfriado, para curar Ulceras, como cicatrizante, entre otros’.

El efecto antibacteriano se consideré en funcion al didmetro de los halos de
inhibicién de crecimiento del microorganismo: nula (-) si fue inferior o igual a
8 mm; sensibilidad limite (sensible = +) de 9 a 14 mm; media (muy sensible =
++) de 15 a 19 mm y sumamente sensible (S.S. = +++) si fue igual o superior a
20 mm*. Al evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto etanélico de
C. spinosa frente a S. mutans ATCC 35668, se evidencidé que la actividad
antibacteriana del extracto en las cuatro concentraciones ensayadas (5%,10%,
20% y 30%) (Tabla 1) fue mayor, en comparacion al control positivo
(Clorhexidina al 0.12%) y control negativo (etanol absoluto); se encontraron
diferencias significativas (P<0,05) entre el uso de la Clorhexidina al 0,12% y
las concentraciones al 20% y 30% de la C. Spinosa.

La actividad antibacteriana de la Clorhexidina al 0,12% que generalmente se usa

como antiséptico oral, reportada por otros autores tanto en cepas nativas como
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cepas referenciales, es casi similar; lo que concordaria con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, donde el halo de inhibicion fue de 12.3+0.5 de
didmetro para S. mutans ATCC 2652263.

Borja* reporta halos de inhibicién de 15,5 mm + 2,03 mm para cepas nativas;
asimismo, Mayta y Sacsaquispe®® reportan halos de inhibicién de 11.77 mm
para Streptococcus mutans ATCC 25175, lo que explicaria que no existe
variacion en cuanto a cepas nativas y caracterizadas o referenciales, las cuales
serian muy sensibles al producto.

El efecto antibacteriano del extracto de C. Spinosa (tara) se debe a que las
vainas contienen taninos hidrolizables (galotaninos) en un rango de 40% a 60%,
las cuales puede variar segun las condiciones ecoldgicas en las que vegeta, la
hidrélisis de estos taninos conduce a la separacion del &cido galico; asimismo,
se ha aislado galato de etilo y cuatro galatos del &cido quimico correspondiente
a los ésteres metilicos de 4,5-di-O-galoilquinico y de 3,4,5- tri-O-galoilquinico,
y a los 4cidos 3,4-di-O- galoilquinico y 3,4,5-tri-O-galoilquinico®®. Las semillas
contienen hidrocoloides galactomananicos ricos en componentes monoméricos,
como: galactosa y manosa®>.

En investigaciones realizadas se encontr6 que los taninos son metabolitos que se
encuentran en diferentes partes de la planta. Estos son solubles en agua, etanol,
acetona; y otorgan resistencia a la planta contra parasitos. Para el hombre es util
por su actividad farmacoldgica, como: antihemorragico local, antidiarreico y
antibacteriano; ya que, al combinarse con las proteinas de la membrana celular
de las bacterias son desnaturalizadas. Los flavonoides son otros principios

activos encontrados en el estudio fitoquimico del extracto de C. Spinosa. Estos
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son pigmentos que derivan de un nucleo basico denominado flacona, que es uno
de los grupos mas numerosos y ampliamente distribuidos dentro de los
constituyentes naturales de las plantas conocidos también como antoxantinas,
solubles en agua, etanol y otros disolventes orgénicos; los flavonoides tienen
accion  farmacoldgica, como: dilatadores coronarios, espasmolitica,
antihepatotoxica, diurética y antibacteriana'®. Los taninos de este vegetal son
utilizados en la curtiembre; debido a que sus extractos evitan la putrefaccion
gracias a que los taninos constituyen un grupo de sustancias fenodlicas
poliméricas en su forma hidrolizable, y condensados con propiedades
antimicéticas y bactericidas™.

Kloucek et al'’, demostraron el efecto antimicrobiano de extractos etanélicos
al 80% de nueve plantas obtenidos por maceracion durante 5 dias, una de las
muestras ensayadas fue la C. Spinosa (vainas), para ello utilizaron cinco cepas
Gram positivas y tres Gram negativas usando el método de microdilucion del
caldo de cultivo; los resultados son poco relevantes para la muestra mencionada
a excepcion del ensayo contra Enterococcus faecalis en el que se observéd una
CMl de 0,5 mg/mL, mientras que para Bacillus cereus fue de 8 mg/mL, y de 16
mg/mL para Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Bacteroides fragilis; cabe indicar que estos autores utilizaron C.
Spinosa de procedencia peruana. En el presente trabajo, la CMI se encontro
con la dilucion al 30%; estas variaciones en su efecto podria deberse a que
existe una gran variabilidad en composicion y accion, como consecuencia de
variaciones de la composicion de su habitat; principalmente el suelo que

contribuye con los nutrientes.
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Otro ensayo incluyd ademas del extracto etandlico de las vainas de tara, las
fracciones de acetato de etilo, butandlica y acuosa, los cuales fueron evaluados
por su actividad in vitro, en presencia o ausencia de oxacilina, contra la bacteria
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Se observo que la fraccion de
acetato de etilo fue la més activa, por lo que fue sometida posteriormente a un
fraccionamiento biodirigido, llegando asi al aislamiento de cuatro galatos del
acido quimico, cuyas estructuras fueron determinadas por técnicas
espectroscopicas. EI 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. La comparacion de las estructuras de los dos
compuestos activos permite sugerir que los grupos galoilos en las posiciones C-
3 y C-5 son importantes para la actividad bioldgica. Igualmente, un estudio
similar condujo al aislamiento del galato de etilo como componente activo de la
vaina de tara, lo que condujo a que los autores hicieran ensayos comparativos
con diferentes galatos de alquilo, demostrando que la longitud de la cadena
alquilica juega un rol importante en esta actividad biolégica®.

En el campo de la odontologia, la C. Spinosa ha sido evaluada para el
tratamiento curativo de la gingivitis cronica con preparaciones; a manera
tradicional, el uso de las vainas mostraron su eficacia al desaparecer los
indicadores clinicos de la inflamacion gingival en pocas sesiones (6-8 dias, 3-4
sesiones) en comparacion con el grupo control que utilizo el doble de tiempo,
por lo que se demuestra con este ensayo, la propiedad hemostéatica, antiseptica,

antiinflamatoria, anestésica y cicatrizante de la tara®’.
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También, se ha demostrado el efecto antiinflamatorio de una pasta dental
conteniendo tara en el tratamiento de la gingivitis marginal crénica, al término
del cual todos los 64 nifios a los que se le aplicaron esta pasta dental; desaparece
el sangrado gingival al noveno dia, el enrojecimiento y el edema gingival
desaparece al doceavo dia y la presencia de puntillado al dia 15, contra lo que
ocurre al aplicarse una pasta dental placebo™.

Huarino®® ha demostrado el efecto antibacteriano del extracto alcohélico de las
vainas de la C. Spinosa en las concentraciones 6.25mg/mL, 12.5mg/ mL, 25mg/
mL, 50mg/ mL y 75mg/ mL sobre la flora bacteriana mixta salival,
encontrando valores de los halos de inhibicion entre los valores limite y
sumamente sensible, concluyendo que a medida que se aumenta la
concentracion del extracto alcohdlico se obtiene un mayor didmetro del halo de
inhibicion; los resultados en el presente trabajo para Streptococcus mutans
ATCC 35668, determinaron halos de inhibicion de mayor didmetro (16 mm al
5%) (Tabla 1); y en cuanto al andlisis estadistico, concuerda en la diferencia
significativa (P<0,05) entre los grupos experimentales y grupo control
(Clorhexidina0.12% y alcohol 50°).

La sensibilidad in vitro de las bacterias a los antimicrobianos se puede ensayar
mediante varios métodos disponibles en el laboratorio, uno de ellos es la técnica
de dilucion en agar, la cual permite determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del antimicrobiano frente al microorganismo ensayado. El
valor de CMI obtenido por este método, orienta al clinico sobre qué
concentracion de biocida necesita alcanzar en el sitio de la infeccion para

inhibir al microorganismo infectante. La CMI encontrada en este trabajo (30%)
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(Tabla 2 y Tabla 3), indicaria que a mayor concentracion es mejor su efecto
antibacteriano, y posiblemente no tenga efecto toxico, pues se han determinado
valores de DL50 que corresponden a taninos de origen no especificado y cuyos
valores son: DL50 oral en ratas 3100 mg/kg, DL50 cutaneo en ratas 7000
mg/kg y DL50 intraperitoneal en ratas 360 mg/kg’.

Cabe destacar que una gran proporcion de productos sintetizados con carécter
antimicrobiano, mostraron en las pruebas de sensibilidad in vitro una CMI alta
(100-1000 mg/L) en comparacion con las obtenidas por antimicrobianos
convencionales; lo que explicaria la CMI encontrada con C. spinosa (30%)
frente a Streptococcus mutans ATCC 35668; por la existencia en los
microorganismos, de compuestos anfipaticos que actuarian como auténticas
bombas de expulsion de un amplio espectro de sustancias, incluidas aquellas
con actividad antimicrobiana®®.

Los extractos etandlicos de C. Spininosa empleados a concentraciones
superiores al 5%, evidencian su potencial uso en estomatologia. De esta manera,
al contrastar los resultados en la accion antibacteriana del extracto etanolico,
confirma la hipotesis.

Por lo antes expuesto, el presente estudio sirve como base para que
posteriormente se continte ampliando los conocimientos sobre el empleo de este
vegetal en la prevencion y tratamiento de ciertas patologias de la cavidad oral.
Por lo tanto, la accion antibacteriana del extracto observado sugiere ser de

importante uso como un complemento en el control de ciertos patdgenos orales.
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V. CONCLUSIONES:

v

El extracto etandlico de las vainas de C.Spinosa a las concentraciones de
5%, 10%, 20% y 30% tienen efecto antibacteriano sobre el Streptococcus
mutans ATCC 35668.

La concentracion Minima Inhibitoria de C.Spinosa fue del 30% sobre el
Streptococcus mutans ATCC 35668.

Se demostrd en este estudio que la C.Spinosa podria ser una opcién de

tratamiento natural para prevenir la caries dental.

VI. RECOMENDACIONES:

v

Realizar mas estudios que demuestren las propiedades de las plantas
medicinales para que tengan un respaldo cientifico y puedan utilizarse
como posible medicacion en la terapéutica clinica odontoldgica.

Evaluar el efecto antibacteriano en concentraciones inferiores similares a la
Clorhexidina al 0.12%, para que sea empleado también como colutorio
bucal.

Realizar un estudio de toxicidad de los extractos de C.Spinosa en seres
humanos.

Realizar el estudio utilizando cepas nativas, con la finalidad de evaluar la
variacion entre cepas referenciales y cepas nativas (homogéneas).

Realizar formulas preparadas para hacer ensayos en cavidad oral de seres
humanos, previo estudio ético.

Contribuir con la produccion cientifica odontologica, en el Per,
relacionada con las publicaciones y las propiedades de las plantas

medicinales empleadas en cavidad oral.
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ANEXO 1

¢ Microbiologics®

A safer, healthier world.

217 Osseo Avenue North ¢ St. Cloud, Minnesota 56303
(320) 253-1640 * (800) 599-BUGS (2847) * Fax (320) 253-6250
www.microbiologics.com ¢ info@mbl2000.com

17025

Good news to all,

MicroBioLogics, Inc. has improved our shipping policy to increase inventory of lower volume, but
very important microorganisms. MicroBioLogics will begin shipping products with no less than 6
months of remaining shelf-life.

This change will decrease backorders, decrease delivery time, control costs and eventually lower
costs of the rarely ordered strains. With increased global demand of the most popular
microorganism strains, we must concentrate our production attention on more frequently ordered
products.

If you have any questions relating to this change, please contact MicroBioLogics or your authorized
MicroBioLogics distributor. As always, all MicroBioLogics® products are fully guaranteed to the
last day of the shelf life, so buy with confidence.

No other company has the range of microorganism strains, the speed of delivery and global Quality
System Credentials of MicroBioLogics.

We thank you for your continued support and the opportunity to serve you.

Best Regards,

The MicroBioLogics Team

DR International
Iso Organization for
NS Standardization I
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ANEXO 2

Solucién madre de Caesalpinia spinosa (tara).

C. spinosa

filtrada
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ANEXO 3

Concentracion minima inhibitoria de Streptococcus mutans
ATCC 35668 frente a las concentraciones de 5, 10, 20 y 30% del
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) y solucién madre

de S. mutans (SM).

0,
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ANEXO 4

Pruebas no paramétricas.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra.

halo
N 48
Media 24,1458
Parametros normales®” Des'vllacmn 951368
tipica
Absoluta ,206
Diferencias mas extremas Positiva ,206
Negativa -,153
Z de Kolmogorov-Smirnov 1,425
Sig. asint6t. (bilateral) ,034

a. La distribucion de contraste es la Normal.
b. Se han calculado a partir de los datos.
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ANEXO 5

Halos de inhibicidn de crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 35668 a las
concentraciones de 5y 10% (A) y 20y 30% (B) de Caesalpinia spinosa “tara” y
control positivo (F: Clorhexidina 0.12%) y negativo (OH: etanol absoluto).
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ANEXO 6

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de extractos de Caesalpinia
spinosa frente a Streptococcus mutans ATCC 35668 en agar Muller-Hinton
enriquecido con sangre 5% e incubado durante 24 horas, (A) Placa control sin
extracto (B) extracto al 5% (C) extracto al 20 % y (D) extracto al 30% (ndtese que

no hay crecimiento bacteriano).




