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RESUMEN

La mucosa humana presenta diversas comunidades microbianas y ha sido estimado que
mas de 700 diferentes especies microbianas, son capaces de habitar en medio de
interacciones sinérgicas, mutualistas y antagonicas entre los diferentes microorganismos,
contribuyendo asi al desarrollo y acumulacion de comunidades polimicrobianas que

forman una biopelicula denominada placa dental.

Cuando el equilibrio microbiano es afectado, suceden en la biopelicula alteraciones que
conllevan a enfermedades tales como la gingivitis, la periodontitis y la caries, las cuales
afectan un gran nimero de personas. La caries dental es una enfermedad microbiana que
sigue constituyéndo un problema de salud en todo el mundo, afectando mayoritariamente
a la poblacion adulta y escolar entre el 60% y 90% segun la OMS en el 2007. Por lo tanto,
dentro del amplio espectro de bacterias de la microbiota oral, el género Streptococcus
spp. es el mas importante y prevalente, siendo la especie mutans el principal agente

etioldgico relacionado con la caries.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar la actividad antibacteriana de un
enjuague bucal natural a base de los aceites esenciales de Lippia origanoides y Mentha
piperita evaluando su aceptacién organoléptica en un grupo de donantes voluntarios,
analizando su citotoxicidad (ensayo MTT) y genotoxicidad (ensayo cometa) en cultivos in
vitro de células HepG2 y evaluando su accion microbiolégica. Posteriormente, fue
evaluada la actividad antimicrobiana y comparada con un enjuague bucal comercial,
ademas de valorar de la concentracién minima inhibitoria (CMI) frente a cepas ATCC de
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona

aeruginosa.



El enjuague bucal presentd una efectiva aceptacion organoléptica. Los resultados
obtenidos en la citotoxicidad (ensayo MTT) demuestran que a bajas y altas
concentraciones las células HepG2 pueden tolerar el aceite, para el caso de la
genotoxicidad (ensayo cometa) las concentraciones mas bajas sugieren una baja
sensibilidad de las células HepG; a L. origanoides. El enjuague bucal natural presenta
actividad antibacteriana en las concentraciones de 5% y 10%. El método utilizado para
valorar la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue el de microdilucién en caldo con
placas de 96 pozos. Las cepas de S. mutans y S. aureus tuvieron un grado de inhibicion a
concentraciones de 50 mg/mL, 100 mg/mL y 150 mg/ mL, a diferencia de las cepas de K.

pneumoniae y P. aeruginosa, en las que no hubo actividad inhibitoria.

Recientemente un gran nimero de aceites esenciales y sus componentes han sido
investigados por su actividad biolégica, en particular por sus propiedades antibacterianas,
antifingicas y antioxidantes, generando un creciente interés debido a su gran aceptaciéon
por los consumidores y sus multiples usos. Entre sus cualidades mas importantes est4,
gue son capaces de penetrar en la placa dental, ejerciendo un efecto antimicrobiano
sobre el crecimiento de bacterias en la biopelicula con la reduccién de la carga

bacteriana, la maduracion de la biopelicula y la patogenicidad.

Palabras claves: Aceites esenciales, Mentha piperita, Lippia origanoides, actividad

antimicrobiana.
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INTRODUCCION

La formacion de las biopeliculas son la causa primaria de las enfermedades
infecciosas en la boca, entre ellas se destaca la caries dental, la cual es el
resultado de la interaccion de bacterias especificas y sus productos metabdlicos
con elementos salivales y carbohidratos de la dieta que se producen en la
superficie dental susceptible, por medio de la formacion de una matriz rica en
polisacaridos extracelulares, acidificacion del medio y el mantenimiento de un pH
bajo en la interfase del diente-biopelicula, jugando asi Streptococcus mutans un

papel clave en el desarrollo de la placa dental (Jeon et al., 2011).

Por otra parte, la clave para la prevencion y tratamiento de enfermedades orales
radica en el control efectivo de la formacion de la biopelicula, razén por la que
muchos estudios han intentado la identificacion de un agente antimicrobiano eficaz
con caracteristicas favorables, tales como la seguridad, el bajo costo y la alta
efectividad (Lobo et al., 2011). Por lo tanto, un sin nimero de agentes quimicos
presentes en los enjuagues bucales utilizados, son eficaces para la eliminacion de
las biopeliculas, pero con la desventaja de ser abrasivos, creando
microporosidades en las superficies de la dentadura, y de esta manera la

colonizacion de los microorganismos (André et al., 2011).

Estos efectos no deseados, derivados del uso regular han traido varias

desventajas, las cuales no han sido cominmente observadas en los enjuagues



bucales que contienen aceites esenciales (Rasooli et al., 2008). En este sentido,
algunos productos naturales que se originan en las plantas pueden influir en la
formacion de biopeliculas microbianas, mediante compuestos de origen vegetal
que inhiben la sintesis de péptidoglucano, dafios en las estructuras de la
membrana microbiana y la modulacion del quérum, contribuyendo de esta manera

con la reduccion de la biopelicula (Rasooli et al., 2008).

Por lo anterior, el uso de productos naturales se ha convertido en una fuente
importante de agentes terapéuticos innovadores y eficaces a lo largo de la historia
humana, ofreciendo una amplia gama de moléculas bioactivas estructuralmente
conocidas (Jeon et al., 2011). La mayoria de estas moléculas son derivadas de
metabolitos secundarios de origen vegetal, las cuales sirven como mecanismo de
defensa contra los microrganismos, insectos y herbivoros (Cowan, 1999; Rasooli

et al., 2008; Jeon et al., 2011).

Finalmente, los efectos secundarios asociados con el uso de estos agentes han
estimulado la busqueda de alternativas para el control de la biopelicula oral (Harini
y Anegundi, 2010). El interés en la alternativa de enjuagues bucales compuestos
de sustancias naturales como los aceites esenciales que contienen mentol y timol
pueden contribuir en las propiedades antisépticas de estos productos (Yigit et al.,

2008; Jeon et al., 2011).



1 MARCO TEORICO
A continuacidén se presenta una revision general de las diferentes comunidades
bacterianas asociadas a la biopelicula oral, infecciones orales mas frecuentes y
los distintos métodos que han sido utilizados para el control y equilibrio microbiano
de la flora oral, ademéas de nuevas alternativas en el uso de productos naturales

con propiedades antimicrobianas importantes.

1.1 Comunidades bacterianas y biopelicula oral. La cavidad oral ofrece un
entorno propicio para la colonizacion y crecimiento de un amplio numero de
microorganismos, de los cuales las bacterias son las mas comunes. Su presencia
es natural y esencial para el desarrollo normal de la fisiologia de la misma (Marsh,
2010). La mucosa humana presenta diversas comunidades microbianas y ha sido
estimado que mas de 700 diferentes especies microbianas, son capaces de
habitar en medio de interacciones sinérgicas, mutualistas y antagonicas entre los
diferentes microorganismos, contribuyendo asi al desarrollo y acumulacion de
comunidades polimicrobianas formando una biopelicula (Bamford et al., 2009;

Marsh, 2010; Huang y Gregory, 2011; Rode Sde et al., 2012).

La biopelicula oral, esta dividida en dos partes: la placa supragingival organizada
por bacterias gram positivas incluyendo a las especies de Streptococcus
sanguinis, S. mutans, S. sobrinus, S. mitis, S. salivarius y Lactobacilluss spp
(Kuramitsu et al., 2007; Linossier et al., 2011); y la placa subgingival, que esta

formada principalmente por bacterias anaerobias gram negativas, tales como
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Actinobacillus spp, Campylobacter spp, Porphyromonas gingivalis, entre otras
(Kuramitsu et al., 2007; Bamford et al., 2009; Nobbs et al., 2009; Rode Sde et al.,

2012; Mannaa et al., 2013).

El equilibrio microbiano es afectado cuando suceden en la biopelicula alteraciones
gue conllevan a enfermedades, este desequilibrio, es producto de la respuesta a
los cambios en las condiciones ambientales y alteran la competitividad de las
bacterias (Marsh, 2010; Nyvad et al., 2013). En la etiologia de la caries, el pH de la
biopelicula juega un papel esencial, donde varios microorganismos producen
acidos organicos de los carbohidratos de la dieta fermentables (Schlafer et al.,
2011; Gross et al., 2012). Esto disminuye el pH de la interfase biopelicula-diente
por debajo de pH 5,5, favoreciendo asi a las especies bacterianas acidogénicas y
acidotolerantes, tales como las del grupo Streptococcus, especificamente S.

mutans y Lactobacillus spp (Shrestha et al., 2011).

Ademas, otras enfermedades asociadas a la biopelicula oral estan dadas
dependiendo de la localizacion en el margen gingival en los cuales los
microorganismos colonizan (Belibasakis et al., 2011). Esto puede ser subgingival
cuando una respuesta inflamatoria limita a la superficie del tejido gingival y
supragingival cuando la inflamacion se expande sobre los tejidos profundos

periodontales (Nobbs et al., 2009; Rode Sde et al., 2012).
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De esta manera, cuando una respuesta inflamatoria induce dafo a los tejidos en la
superficie recibe el nombre de gingivitis (Belibasakis et al., 2011). Sin embargo,
cuando la inflamacion se extiende a los tejidos mas profundos se convierte en una
periodontitis, la cual se caracteriza por la destruccion de los dientes circundantes y
la interconexion del ligamento periodontal que puede conducir a la pérdida de los
dientes (Marsh, 2010; Belibasakis et al., 2011). Por lo tanto, La gingivitis y la
periodontitis son consideradas enfermedades comunes relacionadas con la
biopelicula oral, las cuales afectan a muchas personas en todo el mundo (Cortelli

et al., 2010).

1.2 Caries dental. Es una enfermedad multifactorial infecciosa, causada por la
microbiota cariogénica que constituye un problema de salud publica a nivel
mundial (Huang et al., 2008; Jeon et al., 2011). Resulta de la disolucion de
minerales en el esmalte y la dentina de los dientes por los acidos organicos que
son los productos metabdlicos finales secretados por ciertos microorganismos de
la biopelicula dental (Giacaman et al., 2010; Cantekin et al., 2012). Los nifios
poseen el mayor riesgo de adquirirla, de igual manera los adolescentes,

adolescentes adultos y los adultos mayores de 55 afios (Taubman et al., 2005).

El principal agente etioldgico en el desarrollo de la caries dental en humanos es S.
mutans (Pidamale et al., 2012), frecuentemente aislado de la biopelicula oral (Ahn
et al., 2008), cuya colonizacién en las superficies dentales ha sido considerado el

primer proceso para la induccién de la caries dental, asi como la presencia de
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factores de virulencia incluidos en la patogénesis de esta enfermedad (Huang et
al., 2008). Desde el punto de vista morfolégico, S. mutans corresponde a un coco
gram positivo. Capaz de producir una matriz extracelular rica en polisacaridos, que
participa en el desarrollo de las biopeliculas (Bowen and Koo., 2011). Sus
necesidades bioquimicas las adquiere mediante la utilizacion de la sacarosa de la

dieta.

Adicionalmente, este microorganismo posee factores de virulencia denominados
factores cariogénicos, los cuales podrian enumerarse asi: la adhesion o las
bacterias adherirse firmemente a la superficie del diente en presencia de
sacarosa, la cual es mediada principalmente por la accion enzimatica de las
enzimas glucosiltransferasas (Gtfs) (Napimoga et al., 2005). La acidogénicidad
definida como la capacidad de producir acido y la aciduricidad, la cual se entiende

como la capacidad de tolerar el acido (Matsui y Cvitkovitch, 2010).

Las Gtfs sintetizan glucanos de la fraccion de glucosa de la sacarosa, las cuales
son absorbidas en la superficie del esmalte de los dientes recubiertos de saliva
(Jeon et al., 2011; Ogawa et al., 2011). Son fundamental para la virulencia de S.
mutans en la patogénesis de la caries dental (Bowen y Koo., 2011). S. mutans,
produce al menos tres (3) Gtfs separadas genéticamente: GtfB conocido como Gtfl
el cual sintetiza principalmente glucano insoluble, la GtfC (GtfSIl) produce una
mezcla de glucanos solubles e insolubles y GtfD (gtfs) encargado de los glucanos

solubles (Bowen y Koo, 2011).
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La formacion de la biopelicula estd dada por la acumulacion microbiana en la
superficie del diente, proceso mediado por tres mecanismos sacarosa-
dependientes. Los polisacaridos extracelulares estan compuestos principalmente
de glucanos, los cuales son sintetizados por Gtfs presentes en la saliva; estos
proporcionan el sitio adecuado para la colonizacion de S. mutans y otros

organismos acidogénicos y aciduricos (Jeon et al., 2011).

El otro factor de virulencia denominado acidogénicidad, depende de la cantidad de
particulas de comida atrapadas en las superficies de los dientes y que pueden
servir como fuentes de carbohidratos fermentables, promoviendo asi la produccion
de acido por la placa bacteriana (Wu, 2009). S. mutans posee la capacidad de
fermentar una gran variedad de azucares, siendo de especial interés metabolizar
la sacarosa en acido lactico con mayor rapidez que otras bacterias orales, esta
propiedad esta relacionada con las enzimas que expresa tanto para el transporte

como para el metabolismo de la sacarosa (Kuramitsu, 1993).

Por dltimo la aciduricidad, se constituye como la habilidad de tolerar acido, este
inicia la caries por la produccién de acido en el metabolismo de los carbohidratos
de la dieta, la cual se da por el cambio del pH desde 7.0 una vez son estos
ingeridos por el huésped hasta valores acidos de pH 3.0 en menos de 20 minutos
(Matsui y Cvitkovitch, 2010). S. mutans ha desarrollado varios mecanismos para
sobrevivir a los cambios de pH encontrados en la placa, uno de ellos es el

mecanismo acido-inducido, denominado respuesta acido tolerante (RAT) por
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medio de la cual puede alterar su fisiologia y sobrevivir en un ambiente acido

(Welin-Neilands y Svensa‘ter, 2007; Matsui y Cvitkovitch, 2010).

1.3 Terapia antimicrobiana utilizada en la biopelicula. Los agentes
antimicrobianos son utilizados para mantener la biopelicula en niveles compatibles
con la salud oral, mediante la reduccion de la biopelicula existente, evitando asi la
formacion de biopelicula nueva, lo que inhibe de manera selectiva las bacterias,
en particular aquellas asociadas con enfermedades, al igual que la expresion de

determinantes de virulencia (Ellepola et al., 2011).

Una amplia gama de agentes han sido formulados en productos para el cuidado
oral con el fin de mejorar el control de la biopelicula oral, reconociéndose entre
ellos sales de metales (por ejemplo Zinc, Cobre, Estafio), fenoles (triclosan),
bisbiguanidas (Clorhexidina), extractos de plantas y aceites esenciales (Yigit et al.,

2008).

Otros productos tales como la Clorhexidina, con amplio espectro de actividad
frente a las bacterias gram-positivas, gram-negativas y levaduras, han sido Utiles
en la preparacion de enjuagues bucales (Marsh, 2010). No obstante, la
Clorhexidina ha sido asociado a efectos secundarios, tales como, la coloraciéon
marron de los dientes, la lengua y la erosion de la mucosa oral (Harini y Anegundi,

2010).
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1.4 Enjuagues bucales. Los enjuagues bucales son una herramienta cada vez
mas popular en el régimen de la higiene oral, de los cuales diferentes fabricantes
comercializan estos productos en el area de los cosméticos y la medicina
(Marcelis et al., 2010). Varios compuestos han sido evaluados para determinar su
eficacia en la placa supragingival y la gingivitis, incluyendo bisbiguanidas
(gluconato declorhexidina), fenol, aceites esenciales, triclosan, compuestos de

amonio cuaternario y extracto de hierbas (Botelho et al., 2007).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos productos podrian asociarse a
enfermedades tales como cancer oral y de faringe (Botelho et al., 2007; Marcelis
et al., 2010). Debido a su uso, y a su contenido de alcohol. No obstante, esta
apreciacion todavia no ha sido demostrada, pero seria considerable eliminar el
alcohol presente en los enjuagues bucales para uso diario y realizar la bausqueda

de nuevas formulaciones (Marchetti et al., 2011).

Los aceites esenciales de las plantas son utilizados desde hace cientos de afios
en enjuagues bucales, y ademas han sido previamente probados tanto in vivo e in
vitro, como agentes prometedores en el tratamiento de enfermedades orales y

otras infecciones (Lobo et al., 2011; Marchetti et al., 2011).

1.5 Aceites esenciales y sus propiedades antimicrobianas. Recientemente, un
gran numero de los aceites esenciales y sus componentes han sido investigados

por su actividad biolégica, en particular las propiedades antibacterianas,
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antifingicas y antioxidantes, generando un creciente interés, debido a su gran

aceptacion tanto por los consumidores como multiples usos (Zarai et al., 2011).

Los aceites esenciales poseen un amplio espectro de actividad, llegando a ser
ambientalmente seguros y econémicos (Lodhia et al., 2009). Las plantas producen
una amplia gama de mas de 100.000 metabolitos secundarios y estos pueden ser
clasificados en tres grupos principales: los compuestos fendlicos, que se hacen a
partir de azlUcares simples, que contienen hidrégeno y anillos de benceno,
oxigeno; y los terpenoides, que estan formados por acido mevalonico y
compuestos casi en su totalidad por carbono e hidrégeno, y los alcaloides que son

compuestos nitrogenados (Jeon et al., 2011).

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales ha sido atribuida a los
compuestos fendlicos, tales como el carvacrol, eugenol y timol, los cuales tienen
caracteristicas hidrofobicas e interactian con diferentes sitios de la célula
microbiana, convirtiétndose en agentes potenciales contra bacterias gram

positivas, negativas y levaduras (Teles and Teles, 2009; Qiu et al., 2010).

Actualmente, existe gran interés en los aceites esenciales debido a que son vistos
como alternativas naturales preferenciales aun para los quimicos y en algunos
antibidticos (Jeon et al., 2011). La actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales ha sido demostrada frente a Escherichia coli, Salmonella enterica,

Staphylococcus aureus, entre otras (Lodhia et al.,, 2009). Por lo tanto estas
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sustancias son potentes contra un amplio espectro de bacterias orales y son
utiizadas ampliamente en enjuagues bucales antisépticos (Wallace, 2004;

Marchetti et al., 2011).

En las Ultimas décadas, ha habido un particular interés en la utilizacién de
antimicrobianos de origen natural, debido a sus propiedades antibacterianas,
antifangicas, antivirales, entre otros, convirtiéndose de esta manera en una fuente
potencial de nuevos compuestos antimicrobianos y en una alternativa para el
tratamiento de enfermedades infecciosas (Prabuseenivasan et al., 2006; Klancnik
et al., 2010; Solérzano y Novales, 2012). Por lo tanto, han sido empleados
métodos para evaluar la actividad antimicrobiana de estos agentes naturales
frente a microorganismos, uno de los mas utilizados es la concentracion minima
inhibitoria, la cual es definida como la concentracion mas baja capaz de inhibir el

crecimiento microbiano visible (Budzynska et al., 2011).

Muchos aceites esenciales son conocidos por ejercer actividad antimicrobiana, sin
embargo, su mecanismo de accion es poco entendido (Alviano y Alviano, 2009).
Una de las caracteristicas mas importantes de estos productos naturales es su
hidrofobicidad, el cual les permite crear particiones con los lipidos de la membrana
celular bacteriana y las mitocondrias, alterando las estructuras de las células y asi
volviéndolas mas permeables (Alviano y Alviano, 2009; Solérzano y Novales,

2012).
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Los aceites esenciales son cada vez mas de mayor interés, de los cuales un gran
namero de ellos han sido implementados ademas por sus propiedades
insecticidas o repelentes contra diversas plagas de insectos (Olivero et al., 2009;
Caballero et al., 2012). Dentro de estos productos naturales, los aceites esenciales
mas utilizados estan Cymbopogon spp., Ocimum spp., Yy Eucalyptus spp., entre

otras especies (Caballero et al., 2012).

Por otra parte, otros aceites esenciales de limén, Citronella y geranio han sido
formulados en repelentes comerciales (Arthur et al., 2011), velas impregnadas y

dispositivos de difusion (Revay et al., 2013).

Algunos reportes han provisto informacion de la actividad repelente de algunos
aceites esenciales tales como Cymbopogon martinii "palmarosa”, Cymbopogon
flexuosus "limoén", Lippia origanoides "orégano silvestre” y Citrus sinensis
“naranja”; demostrando la actividad repelente sobre el escarabajo rojo, Tribolium
castaneum, una plaga que vive en los granos almacenados y afecta la produccion
de alimentos mediante la reduccion de la calidad y cantidad de la cosecha
producida (Olivero et al., 2009; Caballero et al., 2012). En la Tabla 1 estan
resumidos algunos aceites esenciales extraidos de plantas colombianas que han
sido investigados por su actividad repelente (Jaramillo et al., 2012). Este reporte
fue proporcionado por el Centro de Investigacion de Excelencia de la Universidad

Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia (CENIVAM).
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Tabla 1. Listado de algunos aceites esenciales extraidos de plantas Colombianas.

Tomado de Jaramillo et al., 2012.

Especies Familia Localizacion
Achyrocline olata Asteraceae Potosi/Narifio
Condylidium cuatrecosasii Asteraceae Piedecuesta/Santander
Hyptis mutabilis Lamiaceae Villavicencio/Meta
Lepechinia betonicifolia Lamiaceae Bogota/Cundinamarca
Lepechinia schiedeana Lamiaceae Bucaramanga/Santander
Ocinum campechianum Lamiaceae Toll Viejo/Sucre
Lippia alba Verbenaceae Colorado/Bolivar
Lippia alba Verbenaceae Bucaramanga/Santander
Lippia origanoides Verbenaceae Soata/Boyaca
Lippia origanoides Verbenaceae Pedregal/Narifio
Lippia origanoides Verbenaceae Bucaramanga/Santander
Lippia origanoides Verbenaceae Bucaramanga/Santander
Montanoa ovalifolia Rivularaceae Tibasosa/Boyaca

Por otra parte, de acuerdo a la actividad antimicrobiana que presentan algunos
aceites esenciales, el Eucalyptus globulus Labill (Myrtaceae) comercialmente
conocido es la principal fuente de aceite de eucalipto en el mercado mundial con el
nombre de “aceite de eucalipto” y ha sido utilizado como antiséptico, ayuda a
aliviar los sintomas de la tos, el resfriado, el dolor de garganta y otras infecciones
(Mulyaningsih et al., 2011). Ademas, ingredientes activos de algunos enjuagues
bucales comerciales incluyen el mentol, el eucalipto y el timol para controlar los
niveles de bacterias cariogénicas y la formacion de biopelicula oral (Bagan et al.,

2012).
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Para el caso de la Mentha pipperita, el cual es uno de los ingredientes mas
populares del té de hierbas, reconocido por su sabor y su aroma refrescante, con
propiedades antimicrobianas reportadas para la Clamydia pneumoniae, S. mutans,

entre otros (Rasooli et al., 2008; Kapp et al., 2013).

Por su relevante actividad, estos productos naturales han recibido gran atencion y
hoy en dia se les consideran beneficiosos (De Rapper et al., 2013). Por lo tanto,
son utilizados en los campos de la dermatologia, la gastritis, problemas
respiratorios, infecciones orales, cicatrizacion de heridas, e infecciones genitales
(De Rapper et al., 2013). Es asi como los aceites de Cinnamomum verum,
Cymbopogon citratus, Origanum compactum, Thymus vulgaris y Satureja
montana, han sido evaluados frente a Streptococcus pyogenes, considerandose
los mas activos contra este patdgeno, principal causante de la amigdalitis (Sfeir et
al., 2013). Asi mismo, ha sido utilizado frente a Rosmarinus spp, Streptococcus
mutans, S. mitis, S. sanguinis, S. salivarius y S. sobrinus, asi como lo son frente a
Enterococcus faecalis, microorganismos potencialmente responsables de la

formacion de la caries dental (Bernardes et al., 2010).

Los aceites esenciales son usados también en la aromaterapia, una forma de
medicina complementaria y alternativa para una variedad de aplicaciones,
incluyendo la mejora del humor, el alivio del dolor, la ansiedad, la depresion, el
estrés y la mejora de la funcion cognitiva, entre otros (Setzer, 2009; Zhang et al.,

2013). Comercialmente “el aceite de lavanda” fabricado a partir de Lavandula
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angustifolia es muy popular (de Rapper et al., 2013; Zhang et al., 2013). De igual
manera, “La hierba de limon” Cymbopogon citratus ha sido utilizada en la
aplicacion de la terapia naturista por sus propiedades anti-amebianos,
antibacterianos, antidiarreicos, antifilaricos, antifingica y anti-inflamatoria (Shah et

al., 2011).

Otros aceites ansioliticos son muy populares, tales como la “lavanda” (Lavandula
angustifolia), “rosa” (Rosa damascena), “naranja” (Citrus sinensis), “bergamota”
(Citrus aurantium), “liméon” (Citrus limon), “sandalo” (Santalum album), “salvia”
(Salvia sclarea) y “manzanilla romana” (Anthemis nobilis), entre otros (Setzer,

2009; Zhang et al., 2013).

Lippia origanoides (Familia: Verbenaceae) es un arbusto aromatico o un arbol
pequefio (hasta 3 m de altura) nativa de Ameérica Central y el norte de América del
Sur (Figura 1). Ampliamente usado como condimento en la medicina tradicional
para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales y respiratorias (Oliveira et

al., 2007).

En Colombia, L. origanoides es comunmente conocida como "Orégano de monte"

con propiedades antimicrobianas, antiparasitarias e insecticidas, destacandose por

sus principales compuestos, carvacrol y timol (Vicufia et al., 2010).
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El aceite esencial Mentha pipperita perteneciente a la Familia Labiatae y al género
Mentha. Es una planta herbacea de pequefio tamafio. A nivel mundial las hojas
son utilizadas en diversas formas de preparacién (Taher, 2012). Considerada una
de las diez plantas tradicionales de Brasil (Figura 1). Cuya utilidad est4d dada
comunmente en el resfriado comdn, la bronquitis, la fiebre, las nauseas, los
vomitos, célicos, antimicrobianos y antioxidantes, entre otros (Barbalho et al.,
2011; Kapp et al., 2013). M. piperita cuyo componente principal es el mentol,
posee una demostrada actividad antimicrobiana, formacion antibiopelicula,
analgésica, antioxidante, entre otras caracteristicas (Saharkhiz et al., 2012; Taher,

2012).

Lippia origanoides Mentha piverta

Figura 1. Plantas de Lippia origanoides "Orégano de monte" y Mentha pipperita “menta”.

Tomado de CENIVAM.

1.5.1 Efectos bioldgicos de los aceites esenciales. Estas sustancias naturales
son reconocidas por sus propiedades antisépticas, tales como bactericida, virucida

y fungicida, ademas poseen una amplia gama de usos en la medicina, la
29



proteccién de cultivos, saborizantes, fragancias y en industrias de alimentos entre

otras aplicaciones (Ipek et al., 2005; Bakkali et al., 2008; Hyldgaard et al., 2012).

Por otra parte, recientemente ha sido demostrado que los aceites esenciales
actian como prooxidantes, afectando las membranas celulares internas y
organelas, tales como mitocondrias. Dependiendo del tipo y la concentracion,
pueden exhibir efectos citotoxicos en células vivas, y a su vez ser genotoxicos
(Bakkali et al., 2008). Los efectos citotoxicos de los mismos han sido evaluados in
vitro en varias lineas celulares de cancer humano, especificamente en HepG2,

MIA PaCa-2, Hela, entre otras (Yan et al., 2009; Mulyaningsih et al., 2010).

En algunos casos, los aceites esenciales pueden estar asociados por esa
capacidad de ejercer efectos antigenotoxicos, los cuales podrian estar
relacionados con la presencia de algunos componentes principales de estas

sustancias naturales (Ipek et al., 2005).

1.5.2 Métodos para determinar genotoxicidad, toxicidad de las plantas y sus

productos naturales.

Las plantas y sus productos naturales han recopilado informacién acerca de su
uso en la prevencion y tratamiento de enfermedades comunes, convirtiéndose en
alternativas mundiales (Alviano y Alviano, 2009). Por sus propiedades

antibacterianas y antifingicas, pocos estudios de toxicidad han sido evaluados.
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Sin embargo, los mas utilizados son el ensayo Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-
2,5-difeniltetrazélico (MTT) y actualmente el ensayo cometa (Bakkali et al., 2008;

Ouedraogo et al., 2012).

El Ensayo MTT Figura 2, es considerado un método colorimétrico ampliamente
utilizado para estudiar la citotoxicidad y la viabilidad celular (Ulukaya et al., 2008).
Su fundamento consiste en la formacién de una solucién acuosa amarilla que es
reducida por las deshidrogenasas mitocondriales presentes en las células
metabolicamente activas a un producto denominado Formazan, de color azul-

violeta (Stockert et al., 2012).

De esta manera, la capacidad de las células para la reduccion del MTT a
Formazan después de su exposicion a un compuesto permite obtener informacién

acerca de la toxicidad del compuesto evaluado (Ulukaya et al., 2008).

Incubacion
por4 horas

Tratamiento de
célulasHepG2
conMTT i
Formacionde
cristales de
Formazan

Figura 2. Ensayo MTT.
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El método de ensayo cometa Figura 3, es un ensayo de genotoxicidad simple,
rapido y economico, ampliamente utilizado para la evaluacion de dafio en las
cadenas del ADN. Por su alta sensibilidad, posee ventajas sobre el ensayo de
micronudcleos debido a su capacidad de detectar rupturas de hebras de ADN en
células individuales, por esta razon es denominado electroforesis en gel de una
Unica célula (Lee y Steinert, 2003). Este ensayo es utilizado para visualizar los
fragmentos de ADN desnaturalizados, los cuales migran fuera del nicleo durante
la electroforesis. La imagen obtenida es un “‘cometa” con una cabeza distinta que
consiste en ADN intacto y una cola que contiene las rupturas de las hebras de

ADN (Berthelot et al., 2011).

"
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; ¢/ /
Células se mezclan ’
con agarosa de bajo
punto de fusion
Inmovilizacién
decélulas
v S @
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Q A"m e g ‘g. :
—UN\E
Electroforesis (separacion
& de hebras de ADN)
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Tratar_n’iento de células con (=
solucion de lisis (ruptura de A
membranas y aislamiento de ’Tv
ADN)

v

Marcaje del ADN
con SYBR Green
(visualizacion  de
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Figura 3. Procedimiento realizado para la evaluacién del ensayo cometa. Fuente:

Modificado de http://www.amsbio.com/Comet-Assays.aspx.

32


http://www.amsbio.com/Comet-Assays.aspx

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana del enjuague bucal a base de Lippia
origanoides y Mentha piperita frente a la flora oral de estudiantes de la

Universidad de Cartagena.

2.2 Objetivos especificos

- Valorar la toxicidad y genotoxicidad del aceite esencial Lippia origanoides

con ensayos in vitro en células HepG2.

- Comparar la actividad microbiolégica del enjuague bucal natural preparado
a partir de los aceites esenciales Lippia origanoides y Mentha piperita

frente a un enjuague bucal comercial.

- Valorar la actividad microbiol6gica del enjuague bucal natural frente a
cepas ATCC de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomona aeruginosa por el método de la concentracion

minima inhibitoria (CMI).
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3 METODOLOGIA

La metodologia de este trabajo de investigacion estuvo enmarcada en cinco
etapas descritas a continuacién. Asi mismo, los métodos se resumen en las

Figuras 4y 5.

ETAPAI

ACEITE ESENCIAL DE
Lippiaoriganoides

/\

CITOTOXICIDAD GENOTOXICIDAD
(Ensayo MTT) (Ensayo cometa)

ETAPAII

PREPARACION Y VALORACION
DEL ENJUAGUE BUCAL

/\

CARACTERISTICAS PRUEBAS
ORGANOLEPTICAS MICROBIOLOGICAS

Figura 4. Procedimiento general para la valoracion del enjuague bucal natural (CENIVAM,

2012).
ETAPAII
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ENJUAGUE BUCAL
Tratamiento del Enjuague Andlisis microbiol6gico
bucal Obtencion de muestras
5%, 10% y 5% Enjuague desaliva Recuento de colonias
bucal comercial (UFC/mL)
ETAPAIV
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
CEPASATCC
S. mutans S.aureus K.pneumoniae P.aeruginosa
ETAPAV
ANALISIS ESTADISTICO

Figura 5. Procedimiento general de los analisis microbioldgicos del enjuague bucal

natural.
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3.1 Etapa I. Evaluacion in vitro de la toxicidad del aceite esencial de Lippia

origanoides en células HepG2.

El test in vitro para la evaluacién del aceite esencial de Lippia origanoides en
células HepG2 fue realizado utilizando los métodos de ensayo MTT y ensayo
cometa evaluando la toxicidad y genotoxicidad de este producto natural, el cual es
uno de los ingredientes activos del enjuague bucal natural “Limpieza refrescante”

(Oliveira et al., 2007; Vicuia et al., 2010).

Para su realizacion fue utilizada una linea celular HepG2 (American Type Culture
Collection (ATCC). Reference HB-8065. LOT: 58987012, la cual estuvo mantenida
en condiciones de laboratorio utilizando el medio de cultivo DMEM (Codigo 10567;
Invitrogen, NY, USA), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco,
USA) y penicilina-eritromicina (Sigma, USA) de acuerdo con el protocolo descrito
por Donato (2008). Luego para las pruebas de citotoxicidad, el método utilizado
fue el ensayo Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT,
M5655 Sigma), el cual fue realizado siguiendo el protocolo descrito por Zarai

(2011).

Las células HepG2 (células de hepatocarcinoma) fueron depositadas en platos de
cultivo para ser expuestas a diluciones del aceite esencial L. origanoides a
diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 1.0, 10 y 100 pg/mL) disueltos en

dimetilsulféxido (DMSO: C,HsOS, Merck) por un periodo de 24 horas. Las células

35



fueron posteriormente lavadas con buffer fosfato salino (PBS), tratadas con MTT
por 4 horas a 37°C para promover la formacion de los cristales de Formazan, los
cuales luego fueron sucesivamente disueltos con dimetilsulféxido (DMSO:
C,HeOS, Merck). La viabilidad de las células fue determinada al comparar las
lecturas espectrofotométricas de los grupos tratados con respecto al control
utilizando el equipo Multiskans ascent (Thermo scientific, Germany) a una longitud
de onda de 540 nanémetros (nm) (Wagner-Ddbler et al., 2005). El fundamento de

este ensayo es presentado de manera esquematica en la Figura 6.

001 01 10 10 100 (ug/mL)

{ 3 .. 4 .
HepG2 American Type Inoculacion de czeilﬁlas y cultivo
Culture Collection por )

Células HepG2 (ATCC). Reference HB-
en DMEN 8065. LOT: 58987012

Adicion de diluciones del L. origanoides
(0.01,0.1, 1.0, 10y 100 pg/mL).
24 horas.

Lecturaa — -
540nm :

Adiciénde MTT
Incubacién 4h. =

Cristales de

) ¥ \ .’ ‘
e .9
Disolucién de Formazan
cristales con DMSO

Figura 6. Procedimiento realizado para la evaluacion del ensayo MTT.
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Ademas, fue utilizada la prueba de genotoxicidad mediante el ensayo cometa
neutro propuesto por Trevigen (Trevigen; Gaithersburg, MD) con algunas
modificaciones (Cabarcas et al., 2012). Para la evaluacion del dafio al ADN, las
células HepG; tratadas y los controles fueron suspendidos en gel de agarosa
sobre un portaobjetos CometSlide™ (trevigen, CAT 425005003) y sumergidas
posteriormente en una solucion de lisis preenfriada por 1 hora (Cabarcas et al.,
2012). Una vez lavados, los portaobjetos fueron llevados a la camara de
electroforesis aplicando un voltaje de 1 V/cm por 1 hora. Finalmente, SYBR®
Green (Fermentas, USA) fue utilizado para el marcaje de ADN y su visualizacion
fue hecho utilizando el microscopio de epifluorescencia (NIKON, USA). Las
imagenes de las células seleccionadas fueron analizadas al azar en cada uno de
los pozos del portaobjetos para su clasificacion de acuerdo con el dafio al ADN

(Burlinson, 2012; Hartley et al. 2011).
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Tabla 2. Clasificacion de los diferentes niveles de dafio al ADN.

Clasificaciéon de dafio al ADN

Etapa 0 Células sin dafio.
Etapa 1 Células con menor
dafio.
Células con la cola
Etapa 2 igual o menor del

tamafio de la cabeza.
La cola es mayor que
Etapa 3 el tamafo de la
cabeza.
Dafio mayor, no se le
observa la cabeza.

Etapa 4

Células HepG2

o
| N
2 well % : %
oltajede 1 V/icm
por 1 hora
| | 0 1

SYBR® Green
(Marcaje del
ADN)

Figura 7. Metodologia y fundamento del ensayo cometa (Burlinson, 2012) para evaluar la
genotoxicidad del aceite esencial L. origanoides, un componente del enjuague bucal

100% natural.



3.2 Etapa Il. Preparacién y valoracién del enjuague bucal. El enjuague bucal
utilizado en esta investigacion es 100% natural. Fue patrocinado por el centro
Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacién de Especies Vegetales
Arométicas y Medicinales Tropicales — CENIVAM, y fabricado en las instalaciones
del Grupo de Quimica Ambiental y Computacional. Actualmente, el tramite de su

registro para el INVIMA esta en proceso.

Antes de iniciar los analisis correspondientes a determinacion de la calidad de este
producto, fue necesario tener en cuenta las normas de calidad de uso de
enjuagues bucales para el cuidado oral establecido en la Norma Técnica
Colombiana numero o identificada (NTC 5257), la cual establece que para
garantizar su control y calidad en este tipo de producto sera sometido a los

siguientes ensayos: caracteristicas organolépticas y pruebas microbiologicas.

3.2 a. Preparacion del enjuague bucal: Para 100 mL del enjuague bucal fue
utilizado propilenglicol, los aceites esenciales de Lippia origanoides y Mentha
piperita designados, en cantidades de 20 pyL y 2000 pL respectivamente. Luego,
en agua desionizada caliente fueron agregados sorbitol (6.3 g) y glicerina (0.6 g),
estos fueron mezclados bien por 3 minutos y finalmente fue agregado citrato de
sodio, &cido citrico y un colorante verde menta. Todo el proceso de preparacion

fue realizado con agitacion continua.
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Caracteristicas organolépticas: De acuerdo a lo anterior, primero fueron
realizadas las pruebas organolépticas, para tal fin fueron seleccionados un grupo
de 15 personas voluntarias de la Universidad de Cartagena, de ambos sexos.
Inicialmente fue realizada la valoracion organoléptica del enjuague bucal 100%
natural. Seguido de la prueba de aceptabilidad del mismo, la cual fue evaluada
teniendo en cuenta el color, sabor, olor y sensacion de aliento refrescante,
estableciendo una calificacién en escala de 1 a 10 para cada uno de los atributos

siguiendo el protocolo descrito por Shinada (2010).

Cada uno de los participantes voluntarios fue orientado acerca del objetivo del
trabajo con la aplicacion de una encuesta y el previo consentimiento informado
(Anexo 1) y siguiendo los lineamientos del Articulo 11 Resolucion 008430, 1993
del Ministerio de Proteccion Social, Protocolo de Helsinki. Estos individuos, una
vez aceptaron, fueron instruidos para realizar el enjuague de la boca con 5 (cinco)
5 mL del enjuague bucal durante aproximadamente 1 minuto de acuerdo al

procedimiento descrito por Shinada (2010).

Pruebas microbioldgicas: Fueron realizados de acuerdo con los protocolos
descritos por Veléz y Cuadrado (2005) mediante la valoracion de la
ausencia/presencia de microorganismos aerobios y/o anaerobios facultativos
viables tales como bacterias, hongos y levaduras. Para la busqueda de
microorganismos fue utilizado el método de recuento de aerobios mesdfilos con el

medio de cultivo Agar Plate Count (Merck, Germany), coliformes totales, fecales y
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para la determinacion de E. coli fue utilizado el medio de cultivo Agar Chromocult
(Merck, Germany). Ademas, para los recuentos de mohos y levaduras fue utilizado
el medio Agar Sabouraud 4% de glucosa (Merck, Germany). El enjuague bucal fue
sometido a diluciones seriadas, las cuales fueron preparadas de la siguiente
manera: del producto final utilizando agua peptonada pH 7.0 (Merck, Germany),
fueron preparadas diluciones en 10, 10? y 107 agitando varias veces. De cada
dilucion 1mL fue sembrado por extension con incubacién a 37°C por 48h. El
recuento de mohos y levaduras fue sometido a incubacion a 25°C - 30°C durante 5
dias en incubadora (Inducell, USA). Todos los procedimientos de esta etapa

fueron realizados por triplicado.

3.3 Etapa Ill. Actividad antimicrobiana del enjuague bucal natural. El

desarrollo de esta etapa fue dividida de la siguiente manera:

Tratamiento del enjuague bucal. Durante el desarrollo de esta etapa,
previamente a partir de alicuotas del medio de cultivo Luria Bertani (LB, Merck,
Germany) con un volumen final de 100 mL, fueron preparadas cuatro (4)
concentraciones que consistieron en: 5 % y 10 % del enjuague bucal natural y 5 %
del enjuague bucal comercial siguiendo el protocolo descrito por Lobo (2011). Los
medios preparados fueron distribuidos en cajas de petri, adicionando un volumen
de 25 mL en cada caja, respectivamente. En este ensayo la concentracion
denominada como cero (0 %) fue utilizada como control, el cual fue considerado

para fines comparativos durante el andlisis de los datos. Todos los tratamientos
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fueron realizados por triplicado y en caAmaras de anaerobiosis (Oxoid, Germany)

para el control de la esterilidad.

Obtencién de muestras. Para la toma de las muestras fueron convocados 70

estudiantes de la Universidad de Cartagena de diferentes Facultades.

Dado que el estudio es de variable cualitativa, y la poblacion es conocida, el

tamafio de la muestra fue calculado utilizando la férmula: (Daniel Wyne, 2000).

B NZ?pq
T d2(N —1) + Z2pq

n

Donde

N: Tamafio de la poblacion o universo

n: Tamafno de la muestra obtener (nUmero de encuestas a realizar)

Z. Nivel de confianza (segun la distribucion normal estandar, para esta
investigacion Z=1.96)

d: Error muestral deseable (en este trabajo d=0.1)

p: Proporcion de individuos que poseen en la poblacién la caracteristica de
estudio

g: Proporcion de individuos que no poseen esa caracteristica, es decir, es 1-p.

Como p es generalmente desconocido, se suele suponer que p=g=0.5 que es la

opcién mas segura, porque esta dando la misma probabilidad a los grupos.
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La toma de las muestras de saliva fue realizada siguiendo los protocolos descritos
por Tabchoury (2008) y Lobo (2011). Los estudiantes fueron informados y de
manera voluntaria en el horario de la mafiana les fueron practicados los analisis
correspondientes. La recoleccion de 1ml de saliva previo a la masticacion de un
pedazo de Parafilm de 3x3 cm durante 60 segundos, esto con el fin de estimular la
secrecion y liberacién de la placa en el fluido salival. Después fueron almacenadas
en tubos eppendorf estériles y finalmente diluciones de 1:100, 1:1000 y 1:10000

fueron realizadas con cloruro de sodio 0.9% (NaCl) estéril.

Andlisis microbioldgico de la saliva. Una vez fueron preparados los diferentes
medios de cultivos necesarios con las diferentes concentraciones detalladas en las
etapas anteriores, la dilucion correspondiente a 1:10000 fue escogida. Una
siembra masiva en caja de petri, con una cantidad de 100 yL en cada caja con las
respectivas concentraciones del enjuague bucal. Los cultivos fueron sometidos a
condiciones de anaerobiosis (incubacion a 37°C por 24h) en jarras de
anaerobiosis (Oxoid, Germany) con condiciones microaerofilicas, de acuerdo con
Bothelho (2009). Con base, en la literatura, finalmente, fueron realizados los
recuentos y estos resultados fueron expresados en unidades formadoras de

colonias por mililitro de saliva (UFC/mL).

3.4 Etapa V. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI).
Para la realizacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) cepas de

microorganismos: tales como Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Klebsiella
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pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) vy
Streptococcus mutans (ATCC 25175) fueron usadas, cultivadas y estandarizadas.
Inicialmente, cada una de las cepas fueron adaptadas a medios de cultivo caldo
Mueller Hinton (BD, BBL, USA) a 35°C y 37°C, y después inoculados sobre agar
Mueller Hinton (Oxoid, England). Todos los microorganismos fueron recuperados
finalmente en caldo Mueller Hinton (BD, BBL, USA) para ser usados de manera
inmediata, otra parte fue almacenada en medios de cultivo de mantenimiento para

las replicas posteriores.

Para la realizacion de MIC fue utilizado el método microdilucion en caldo con
placas de 96 pozos. Utilizando la escala de McFarland 0,5 (1.0 x 10® UFC/mL)
(Alviano y Alviano, 2009). En este procedimiento cuatro (4) concentraciones fueron
utilizadas en 50 mg/mL, 100 mg/mL, 150 mg/mL y 200 mg/mL del enjuague bucal
natural. Del mismo modo dos controles fueron incluidos: uno positivo y otro
negativo utilizando Kanamicina (30 mg/mL) (Sigma, USA) y caldo con agua, las

placas fueron incubadas a 37°C por 24h.

Para la determinacion del numero de células, las lecturas fueron realizadas en el
espectrofotometro Multiskans ascent (Thermo Scientific, Germany) a una longitud
de onda de 620 nm (Wagner- Dobler et al., 2005).Todas las pruebas fueron
desarrolladas por triplicado (Iscan et al., 2002; Rasooli et al., 2008; Lobo et al.,

2011).
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3.5 Etapa V. Andlisis estadistico. Todos los datos obtenidos durante cada una
de las etapas de esta investigacion son presentados como la media geométrica de
los recuentos en UFC/mL + Error estandar para cada una de las concentraciones
evaluadas. Para establecer la normalidad de los datos, pruebas de distribucion
normal, tales como: Kolmogorov-Smirnov y la igualdad de varianzas fueron
utilizadas respectivamente. La T de student fue utilizada para la comparacion de
las medias de las diferentes variables evaluadas. En todos los casos el nivel de

significancia fue establecido a un valor de p<0.05.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Etapa |. Evaluacién in vitro de la toxicidad del aceite esencial Lippia

origanoides en células HepG2.

Los efectos de las diferentes concentraciones (0,01-100 pg/mL) del aceite esencial
L. origanoides sobre células HepG2 fue estudiado. El porcentaje de viabilidad de
células HepG; fue 115.9 %, 102.4 %, 105.2 % 114.9 % y 97.5 %, respectivamente.
Esto demuestra que a bajas y altas concentraciones las células pueden tolerar el

aceite (Zarai et al., 2011).

Con los resultados del ensayo MTT en este estudio, luego de la exposicion de las
células HepG2 a las diferentes concentraciones del aceite de L. origanoides, son
presentados a continuacion en la Figura 8. No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de viabilidad para las diferentes concentraciones de
aceite esencial de L. origanoides evaluadas en el ensayo, al ser comparadas con
el control negativo, convirtiéendolo claramente en un componente terapéutico de
amplio alcance (Vicuia et al., 2010). Al igual que al evaluar los controles, el control
positivo presentd una disminucién significativa de la viabilidad celular. Estos

resultados son similares a los reportados en la literatura (Zarai et al., 2011).

46



200
o
o)
~— 150 -
O 114.9+10.8
g 100.0+12.7 115.9Ii 7.0102.4 +12.1 lOS.T +11.6 I 97.5+10.48
.= 100 I I I I
@)
@®
= 50 - .
> 25.6+0.8
Control - Control
ontro ontro 0.01 01 1 10 100

Negativo Positivo

Grupos Tratados
(mg/mL)

Figura 8. Resultados del ensayo de MTT para células HepG2 expuestas al aceite
esencial de L. origanoides. Los valores son expresados como la media de al menos 3
experimentos independientes. *. Diferencia significativa (p<0.05) comparada con el control

negativo.

A través de los afios, un numero de técnicas han sido reportadas para la
determinacién de la citotoxicidad in vitro y la viabilidad celular, siendo técnicas
sensibles y fiables de bajo costo (Bean et al., 1995; Nath et al., 2005; Stockert et
al., 2012). Asi mismo, éstas han sido aplicadas para investigar perfiles de
citotoxicidad de plantas y agentes quimioterapéuticos (Ulukaya et al., 2008;

Naidoo et al., 2013).
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Los ensayos de citotoxicidad celular son ampliamente utilizados en estudios de
toxicologia in vitro (Liu y Zeng, 2009). El ensayo MTT es uno de los métodos mas
empleados para el estudio de citotoxicidad o viabilidad celular seguido de la

exposicion a sustancias toxicas (Ulukaya et al., 2008; Liu y Zeng, 2009).

4.1.1. Pruebas de Genotoxicidad: Teniendo en cuenta las concentraciones
probadas (0,01-100 pg/mL) del aceite esencial sobre las células HepG2 el
porcentaje de dafio del ADN fue de 93.89 %, 68.72 %, 41,62 %, 69.13 % y 61.89
% respectivamente para las células de las etapas 0 y 1. Por otro lado, el
porcentaje de dafio de ADN en las concentraciones de (0,01-100 pg/mL) para la
etapa 2 fue de 3.19 %, 11,20 %, 12,66 %, 4,29 %, 10,07 % respectivamente y el
porcentaje de dafio para las etapas 3 y 4 fueron de 2,92 %, 20,08 %, 45,73 %,

26.40 %, 26,69 %, 0,10 %y 1,35 %.

De esta manera, al exponer durante un tiempo de 24 horas, las células HepG2 a
las diferentes concentraciones de L. origanoides, se observan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) comparadas con el control negativo. Por lo
anterior, las concentraciones mas bajas sugieren una baja sensibilidad de las
células HepG2 a L. origanoides (Ouedraogo et al., 2012). Los resultados de este
estudio son presentados en la Figura 9 como el porcentaje de dafio en el ADN de

las células clasificado en las etapas 0y 1, 2, 3, 4.
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De acuerdo a lo anterior, una de las herramientas destinadas a evaluar efectos
genotoxicos en la biota es el ensayo cometa neutro, un método basado en
electroforesis que es capaz de detectar rupturas de cadenas sencillas y de doble

cadena en células individuales (Collins et al., 2008; Tice et al., 2000).

Varios estudios de genotoxicidad son llevados a cabo in vitro utilizando células de
mamiferos (células HepG2), bacterias entre otros (Valentin et al., 2003). Ademas,
este método ha sido probado para productos quimicos individuales y para el
estudio de los productos naturales se ha convertido en un nuevo reto (Ouedraogo
et al., 2012). Por lo tanto, a través del ensayo cometa es evaluado el dafio en el
ADN a partir de la migracion de este en un gel de agarosa sometido a un campo

eléctrico (Horvathova et al., 2006).
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Figura 9. Resultados del ensayo cometa en las células HepG?2 tratadas y controles. A)
Porcentaje de dafio al ADN en las células en etapa 0 y 1; B) Porcentaje de dafio al ADN
en las células en etapa 2; C) Porcentaje de dafio al ADN en las células en etapa 3; D)
Porcentaje de dafio al ADN en las células en etapa 4. *.Diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) comparadas con el control negativo.

4.2. Etapa ll. Preparacion y valoracién del enjuague bucal.

Caracteristicas organolépticas: Durante la realizacion de los ensayos, primero
fueron realizadas las pruebas organolépticas. Se inici6 tomando como referencia

gue los voluntarios de este analisis completaran de manera satisfactoria la

50



valoracion organoléptica de acuerdo con lo expuesto en la Figura 10. La

aceptabilidad del enjuague bucal fue valorada estableciendo una calificacién en

escala de 1 a 10 para los atributos: color, sabor, olor y sensacion de aliento

refrescante.

Luego de evaluadas las caracteristicas organolépticas,

representada en la Figura 6 de acuerdo con lo siguiente:

la

puntuacién fue

10

9

8

7

Excelente color,
olor, sabor y
aliento

refrescante

Buen color, olor,
sabor y aliento

refrescante

Moderado color,
olor, sabory
aliento

refrescante

Leve color, olor,
sabor y aliento

refrescante

Apenas
perceptible el
color, olor, sabor
y aliento

refrescante

Por lo anterior, los resultados de este estudio demostraron que el enjuague bucal

tuvo una efectiva aceptacion, del cual siete (7 %) voluntarios reportaron un

excelente color, cuatro (4 %) informaron un excelente olor, por otro lado, cuatro (4

%) percibieron un excelente sabor y dos (2 %), una excelente sensacion de aliento

refrescante (Shinada et al., 2010).
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Figura 10. Descripcion de la evaluacién organoléptica en puntajes para cada uno de los
atributos evaluados para el enjuague bucal natural. A. Color, B. Olor, C. Sabor, D.

Sensacion de aliento refrescante.

Pruebas microbioldgicas: Con el fin de garantizar la calidad y esterilidad del

enjuague bucal 100% natural, fueron realizadas las siguientes pruebas

microbiolégicas: recuento de aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales,
determinacién de la presencia de E. coli, mohos y levaduras. Los resultados son

descritos a continuacion en la Tabla 3.
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Tabla 3. Pruebas microbioldgicas del enjuague bucal natural.

Anélisis Temperatura, Tiempo de Resultados
incubacion
Recuento de aerobios mesofilos 37°C/48h Ausencia
Coliformes totales y fecales 37°C/48h Ausencia
E. coli 37°C/48h Ausencia
Mohos y levaduras 30°C/5 dias Ausencia

De acuerdo con la literatura, es necesario analizar formulaciones de productos
para el uso y consumo humano con las pruebas microbiolégicas como control, lo
cual sugiere el uso de medios de cultivos especiales para el analisis microbiano a
fin de evitar la contaminaciéon con microorganismos y de esta manera, garantizar
gue su uso sea seguro (Velez y Cuadrado, 2005; Riley y Li, 2011). Los analisis
microbiolégicos, llevados a cabo en todos los cultivos microbiolégicos fueron
satisfactorios, de acuerdo con las normas utilizadas y validadas por la FDA (Food

and Drug Administration, 2012).

La Administracion de Drogas y Alimentos exigen que los productos farmaceéuticos
estén libres de microorganismos viables (Workman y Clayton, 1996; Riley y Li,
2011). Para lograr que un producto sea de consumo para los seres vivos, una de
las pruebas de importancia en el control de medicamentos, productos
farmacéuticos, productos de fabricacion, entre otros, es el fundamento de la

prueba de esterilidad, la cual consiste en realizar procedimientos asépticamente.
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Teniendo en cuenta cada uno de los factores involucrados en la prueba, tales
como: la esterilidad del medio de cultivo, presencia de bacterias, hongos o
levaduras viables (Workman y Clayton, 1996). Ademas de otros métodos de
analisis que incluyen los ensayos fisicos y quimicos que aseguren evitar

consecuencias por su uso (Velez y Cuadrado, 2005).

4.3 Etapa lll. Actividad antimicrobiana del enjuague bucal natural.

Tratamiento del enjuague bucal. Por lo general, el uso de agentes quimicos
para controlar una buena higiene oral y principalmente la formacion de biopelicula
oral ha sido estudiado para muchos propésitos clinicos, incluyendo por ejemplo, el
desarrollo de enfermedades orales mas frecuentes, tales como la caries, la

enfermedad periodontal y la halitosis (Oyanagi et al., 2012; Rode Sde et al., 2012).

Asi mismo, la industria farmacéutica ha buscado formas quimicas para prevenir la
formacion de la biopelicula oral, como consecuencia de esto algunos
componentes activos, tales como antisépticos, antibidticos, astringentes,
sustancias anti-inflamatorias han sido formulados para el desarrollo de enjuagues

bucales comerciales de uso diario (Preus et al., 2013).

Por otra parte, cabe mencionar que los aceites esenciales tienen un amplio efecto
antimicrobiano contra microorganismos aerobios y anaerobios, bacterias gram

positivas, gram negativas, levaduras y hongos (Rode Sde et al., 2012) capaces
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también de penetrar mas profundamente en la biopelicula (Marchetti et al., 2011;
Rode Sde et al., 2012). Por lo tanto, estos productos naturales representan un
enfoque interesante en el procesamiento de agentes terapéuticos para el
tratamiento de infecciones, convirtiendose en agentes seguros para la salud

humana (Nostro et al., 2007).

Obtencion de muestras. Con el fin de realizar los analisis de los resultados de los
datos de las encuestas efectuadas a los estudiantes, la caries inicia desde
temprana edad con una mala higiene de la cavidad oral, ademas de la dieta en
general (Celik et al., 2012). Luego de completar el estudio, la edad promedio de
los voluntarios fue de x+:19,85 afios, este valor es similar a los reportes de la
literatura quienes exponen que la caries es una enfermedad segun estudios
epidemiologicos que afecta a adolescentes y adolescentes adultos (Taubman et

al., 2005; Garcia et al., 2009).

Por lo anterior, un desequilibrio en la microflora oral puede ser influenciada por el
metabolismo de los carbohidratos fermentables de la dieta y la higiene oral, los
cuales son uno de los de factores de riesgo asociados con la incidencia de la
caries y la formacion de biopelicula oral, la cual es representada dentro del grupo
estudiado en un 93,10% (Yano et al., 2012; Al-Dajani y Limeback, 2013). Ademas
en este estudio fue encontrado que un 4,62%, presenta antecedentes de gingivitis,
la cual claramente se convierte en una afeccién inflamatoria superficial por

depésitos de placa en los tejidos gingivales debido a la insuficiencia de
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procedimientos de higiene oral, por esta razén, si no hay un control de la
biopelicula oral pueden generarse enfermedades crénicas que pueden provocar la

pérdida de los dientes (Eberhard et al., 2013).

En la Tabla 4 se presenta el resumen de la frecuencia de consumo de
carbohidratos vs antecedentes de enfermedades orales en los estudiantes de la

Universidad de Cartagena.

Tabla 4. Interpretacion de resultados de frecuencia de consumo de carbohidratos vs

antecedentes de enfermedades orales en los estudiantes de la Universidad de Cartagena.

Antecedentes de Enfermedades Orales en los estudiantes de la UdC

Frecuencia de Consumo de
Caries Caries y Gingivitis Gingivitis Ninguna  Total (%)
carbohidratos

54 3 3 5 65
Diario 83,08% 4,62% 4,62% 7,69% 100,00%
93,10% 75,00% 100,00%  100,00% 92,86%

4 1 0 0 5
Semanal 80,00% 20,00% 0,00% 0,00% 100,00%

6,90% 25,00% 0,00% 0,00% 7,14%

58 4 3 5 70
TOTAL 82,86% 5,71% 4,29% 7,14% 100,00%
100,00% 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%

Analisis microbiolégico de la saliva. Los resultados de esta investigacion
estuvieron basados en la comparacién de la efectividad del enjuague bucal natural

con un enjuague bucal comercial mediante el tratamiento de dos concentraciones
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al 5 %. Los resultados de esta comparacion fueron similares, dato que se confirma
por la presencia de aceites esenciales en el enjuague bucal comercial, en donde
uno de los componentes naturales fue el aceite esencial de eucalipto, seguido de
mentol y timol, los cuales los convierten en agentes que pueden inhibir el

crecimiento microbiano (Bagan et al., 2012).

A pesar de lo anterior, efectos adversos han sido registrados por parte de algunos
componentes de los enjuagues bucales comercialmente disponibles, siendo
toxicos y dafinos para el ser humano, encontrandose dentro de estos el etanal,
salicilato de metilo, poloxamer 407, clorhexidina, entre otros (Rode Sde et al.,
2012; Bagan et al.,, 2012). Tal es el caso del etanol, el cual es utilizado como
disolvente de los agentes activos de muchos enjuagues comerciales disponibles,
con concentraciones de 6% a 26,9%, lo que lleva a generar alteraciones en la
mucosa oral con descamacion del epitelio, Ulceras, petequias y gingivitis después
de usar estos enjuagues bucales, de igual manera se ha sefialado que el uso
diario de enjuagues bucales que contengan alcohol puede ser una causa

independiente de cancer (Bagan et al., 2012; Preus et al., 2013).

La Clorhexidina ademas de ser considerada como la “Gold estandar” por su accién
antimicrobiana, presenta efectos secundarios como la pigmentacion de los
dientes, alteracion del gusto, tejidos blandos y la formaciéon de calculo
supragingival limitando su uso continuo (Marchetti et al., 2011; Rode Sde et al.,

2012).
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Finalmente, el enjuague bucal natural y sus ingredientes activos los aceites
esenciales de L. origanoides y M. piperita presentan propiedades antimicrobianas,
siendo el timol y carvacrol los principales componentes responsables de esta
actividad. Ademas de una excelente actividad antimicrobiana frente a los
patdgenos involucrados en el proceso de la caries dental, convirtiéendose asi como
agentes prometedores en el tratamiento de enfermedades orales y otras

infecciones (Rasooli et al., 2008; Vicuia et al., 2010; Lobo et al., 2011).

En este estudio la actividad antimicrobiana del enjuague bucal natural a una

concentracion del 10% presentd diferencias significativas comparadas con el

control y el enjuague bucal comercial (Figura 11).
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Figura 11. Representacion gréfica del recuento de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL) después del tratamiento de la saliva en las concentraciones de 10%,
5% del enjuague bucal y 5% del enjuague bucal comercial. *. Diferencias significativas

(p<0.05) comparadas con el control negativo 0%.

4.4 Etapa IV. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI). La
concentracion minima inhibitoria del enjuague bucal natural fue determinada
segun el método de microdilucién en caldo y es definida como la concentracion
mas baja capaz de inhibir el crecimiento microbiano visible (Budzynska et al.,
2011). En esta etapa, cuatro (4) concentraciones del enjuague bucal natural fueron
evaluadas frente a bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus mutans ATCC 25175) y bacterias gram negativas (Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853) (Iscan et al.,

2002).
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La actividad antimicrobiana en las concentraciones de 50 mg/mL, 100 mg/mL, 150
mg/mL, demostraron un grado de actividad inhibitoria frente a Staphylococcus
aureus (Figura 12), un patdgeno oportunista que causa infecciones graves y
potencialmente mortales en pacientes inmunodeprimidos (Bachir y Benali, 2012).
Estos resultados son comparados con el efecto de otros aceites esenciales tales
como: Eucalyptus globulus, Cymbopogon citratus y Rosmarinus officinalis que
muestran una actividad antimicrobiana del 40% frente a los microorganismos
estudiados, ademas de la actividad antimicrobiana de M. piperita en un 2.56%
frente a S. aureus y de L. origanoides en un 42,1%. (Iscan et al., 2002; Armando y

Rahma, 2009; Ramirez et al., 2009; Soldérzano y Novales, 2012).

Es importante mencionar que M. piperita y L. origanoides son ricos en timol y

carvacrol, donde este ultimo tiene efectos especificos sobre S. aureus en la

viabilidad de la biopelicula (Solérzano y Novales, 2012).
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Figura 12. Concentracion minima inhibitoria de enjuague bucal natural frente a S. aureus
ATCC 25923, siguiendo el método de microdilucién en caldo. En la grafica se presenta la
densidad 6ptica (620 nm) vs concentraciones del enjuague bucal natural. Controles

positivos: Kanamicina (30 mg/mL), inoculo. Control negativo: Caldo Mueller Hinton.

Asi mismo, S. mutans fue inhibido moderadamente entre las concentraciones de
50 mg/mL, 100 mg/mL, 150 mg/mL del enjuague bucal natural (Figura 13), en
donde los constituyentes de estos aceites utilizados tienen una excelente actividad
antimicrobiana contra patdégenos implicados en el proceso de la caries dental
(Lobo et al., 2011). Ambas sustancias parecen hacer permeable la membrana de
las células (Burt, 2004). Estos resultados son similares a otros trabajos que han
investigado la actividad antimicrobiana de aceites esenciales como Rosmarinus

officinalis, Lippia sidoides, Lippia origanoides sobre microorganismos patogénicos
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de la cavidad oral, de los cuales muestran una inhibicion a bajas concentraciones
de 0.8% y 1.4% (Alviano y Alviano, 2009; Bernardes et al., 2010; Lobo et al.,

2011).
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Figura 13. Concentracion minima inhibitoria de enjuague bucal natural frente a S. mutans
ATCC 25175, siguiendo el método de microdilucion en caldo. En la grafica se presenta la
densidad 6ptica (620 nm) vs concentraciones del enjuague bucal natural. Controles

positivos: Kanamicina (30 mg/mL), inoculo. Control negativo: Caldo Mueller Hinton.

Por otra parte K. pneumoniae y P. aeruginosa también son considerados agentes
importantes en las infecciones nosocomiales, con este Ultimo patdgeno mas
frecuentemente asociado con las infecciones oportunistas (Sol6rzano y Novales,
2012). Por lo tanto, los resultados de este estudio mostraron que en estos

microorganismos no hubo inhibicion al ser tratados con las concentraciones de 50
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mg/mL a 150 mg/mL del enjuague bucal natural (Figura 14 y 15), esto puede
atribuirse a que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y sus
derivados, por lo general es mas pronunciada contra las bacterias gram positivas
gue contra las bacterias gram negativas, lo cual puede explicarse por la presencia
de su membrana fosfolipidica externa, casi impermeable a los compuestos

lipofilicos (Alviano y Alviano, 2009).

La ausencia de esta barrera en las bacterias gram positivas permite el contacto
directo de los aceites esenciales constituyentes hidrofobos con la bicapa de
fosfolipidos de la membrana celular donde provocan efecto, causando un aumento
de iones de permeabilidad y la fuga de componentes intracelulares vitales, o

deterioro de los sistemas de enzimas bacterianas (Alviano y Alviano, 2009).

Por otro lado, al aumentar la concentracion al 200 mg/mL puede observarse
actividad inhibitoria de estos microorganismo, resultado que se ha visto en otros
estudios con el uso de una concentracion >10,24% del aceite L. origanoides

puede tener actividad inhibitoria sobre estos patdégenos (Ramirez et al., 2009).
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Figura 14. Concentracién minima inhibitoria de enjuague bucal natural frente a K.
pneumoniae ATCC 13883, siguiendo el método de microdilucién en caldo. En la gréfica se
presenta la densidad oOptica (620 nm) Vs concentraciones del enjuague bucal natural.
Controles positivos: Kanamicina (30 mg/mL), inoculo. Control negativo: Caldo Mueller

Hinton.
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Figura 15. Concentracién minima inhibitoria de enjuague bucal natural frente a P.
aeruginosa ATCC 27853, siguiendo el método de microdilucion en caldo. En la grafica se
presenta la densidad 6ptica (620 nm) vs concentraciones del enjuague bucal natural.
Controles positivos: Kanamicina (30 mg/mL), inoculo. Control negativo: Caldo Mueller

Hinton.

Los enjuagues bucales han sido utilizados para diferentes fines terapéuticos y
profilacticos. No obstante, ha sido dificil decidir cual producto comercial es
adecuado para un propadsito en particular, debido a la las variaciones de la eficacia
antimicrobiana, la citotoxicidad, entre otros. Por lo cual en los ultimos afios ha
habido una extensa investigacion para explorar y determinar la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales, asi como su toxicidad y genotoxicidad.

Argumentando que los efectos de estos productos naturales contra los
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microorganismos pueden proporcionar una base cientifica para la aplicacion,
prevencion, tratamiento y mejora de la salud dental (eliminacion de la placa y
gingivitis) causada por diversas bacterias patdogenas (Armando y Rahma, 2009;

Saxena et al., 2012).

De esta manera, estos componentes naturales tienen la posibilidad de utilizarse en

productos de cuidados para la salud oral con el fin de reducir estos

microorganismos patdgenos en la cavidad oral (Thaweboon y Thaweboon, 2009).
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5 CONCLUSIONES

El enjuague bucal preparado a partir de los aceites esenciales de Lippia

origanoides y Mentha piperita presenté buenas caracteristicas organolépticas.

El aceite esencial de L. origanoides no generé citotoxicidad frente a las células

HepG2 en las concentraciones utilizadas.

El ensayo de genotoxicidad (ensayo cometa) demostrd que las células HepG2

presentan baja sensibilidad a las concentraciones de Lippia origanoides utilizadas.

Lippia origanoides y Mentha piperita representan claramente especies vegetales
de amplio alcance para el procesamiento de agentes terapéuticos seguros y

confiables para la salud humana en el tratamiento de infecciones orales.

La actividad antimicrobiana del enjuague bucal natural comparado con el enjuague

bucal comercial, muestra efectividad a una concentracion del 5%.

La actividad antibacteriana del enjuague bucal natural a las concentraciones de 50
mg/mL, 100 mg/mL y 150 mg/mL utilizando el método de microdilucion en caldo,
demostraron un buen grado de actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus

y Streptococcus mutans.
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7 ANEXOS

ANEXO 1. FORMATO DE ENCUESTA PARA RECOLECCION DE DATOS DE

LOS ESTUDIANTES DE LA UNIVERSIDAD DE CARTAGENA.

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
FACULTAD DE MEDICINA
Grupo De Investigacién Quimica Ambiental y Computacional

Proyecto Enjuague Bucal.

Encuesta para obtencién de datos variables

Nombre:

Identificacion C.C.: Cddigo de muestra:
Edad:

Direccion:

Teléfono:

Nivel socioecon6mico: Bajo: Medio: Alto:

Factores de riesgos:

Frecuencia de consumo de carbohidratos: Diario: Semanal:

Frecuencia de uso de enjuague bucal: Diario: Semanal: No usa:
Frecuencia de Lavado de dientes: Tres veces al dia: Una Sola Vez al dia:

Dieta: Ingesta de frutas y verduras: Diario: Semanal:

Antecedentes de enfermedades orales:
Caries:

Gingivitis:

Periodontitis:

Otros:
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO DE LOS PARTICIPANTES DEL

PROYECTO.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Entiendo que se me ha pedido que participe como sujeto en una investigacion llamada
“Actividad antibacteriana del enjuague bucal a base de Lippia origanoides y Mentha
piperita frente a la flora oral de estudiantes de la Universidad de Cartagena” bajo la

direccion de la Doctora Barbara Arroyo Salgado de la Universidad de Cartagena.

PROCEDIMIENTOS: Si decido participar en el estudio, una vez haya firmado el
consentimiento informado, entiendo que completaré un cuestionario sobre estilo de vida y

estado de salud. La muestras seran tomadas, por profesionales calificados.

NUMERO DE PARTICIPANTES: El nimero aproximado ser4 de __ participantes.

BENEFICIOS AL SUJETO: Entiendo que no recibiré beneficio directo por mi participacién
voluntaria en este estudio. Los datos del estudio seran confidenciales y no me podran ser
revelados ya que este estudio es de tipo poblacional, y no diagnéstico, y por lo tanto sus

conclusiones solo seran extrapolados a la poblacion total (12 individuos).

BENEFICIOS A LA SOCIEDAD: EIl beneficio a la sociedad sera la socializacion de los
resultados del proyecto en cuanto a la utilizacion de productos naturales como materia

prima para elaborar enjuagues bucales.

CONFIDENCIALIDAD: Entiendo gue la informacién del cuestionario y todas las muestras
seran identificadas con un codigo para proteger mi nombre y datos personales. Esta

informacién ser4 mantenida bajo estricta confidencialidad por parte de los investigadores.

CLAUSULAS ESTANDAR:
Entiendo que el consentimiento voluntario es requerido para todas las personas en este

proyecto. Los procedimientos principales, incluyendo los procedimientos experimentales
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han sido expuestos y me los han explicado en un lenguaje que yo puedo entender. Me
han explicado los riesgos e incomodidades y beneficios del estudio. Me han ofrecido
responder a todas las preguntas que yo pueda tener acerca de los procedimientos antes
de ingresar al estudio. Yo tengo el derecho a la privacidad y confidencialidad de toda la
informacion obtenida con relacién a este estudio. La informacion obtenida de este estudio
que pueda identificarme sera so6lo conocida por el investigador principal, quien podra tener
acceso a mis datos personales si es necesario. Los resultados de este estudio pueden ser
divulgados en eventos nacionales y/o internacionales 6 ser publicados en revistas

cientificas sin identificarme por mi nombre.

Usando un lenguaje apropiado y comprensible he discutido este proyecto y los puntos

anteriores con el individuo y su representante autorizado o con ambos.

Acepto voluntariamente participar como sujeto de investigacion en el proyecto antes

mencionado. Entiendo que se me dara una copia de este consentimiento.

Fecha Firma del sujeto

Fecha Firma del Director del Proyecto

ANEXO 3. MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS

Los medios utilizados para el tratamiento de la saliva y el aislamiento cepas ATCC

fueron tomados de Wan et al., 2002.
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AGAR MUELLER HINTON

Infusion de carne 3009
Peptona &cida de caseina 17.5g
Almidon 1.59

Agar 159

CALDO MUELLER HINTON
Infusion de carne 3009
Peptona &cida de caseina 17.5g

Almidén 1.59

CALDO Luria Bertani (LB)
Peptona de caseina 10g
Extracto de levadura 59

NacCl 10g

MEDIO TYSB20

Tripticasa de soya 30g
Extracto de levadura 10g
Agar granulado 119
Sacarosa 209
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Bacitracina 0.2U/ml

Agua destilada

AGAR PLATE COUNT
Peptona 0.5g
Extracto de levadura 0.25g
Glucosa 0.1g

Agar 1.5¢g

AGAR CHROMOCULT

Peptona 39

Cloruro sédico 59

Dihidrogenofosfato potasico 1,7 g

Hidrégenofosfato dipotasico 3 g

Piruvato sodico 19
Triptéfano 19
Laurilsulfato sodico 0,19
Agar-agar 129
Mezcla de cromdgenos 0,29

AGAR SABOURAUD DEXTROSA

Dextrosa 409
92



Peptona

Agar

10g

209
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ANEXO 4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ENJUAGUE BUCAL NATURAL

FRENTE ALTRATAMIENTO DE LA SALIVA.

Preparacion de medios de cultivo en las Siembrade muestras de saliva
concentraciones del enjuague a base de
aceites esenciales de L. origanoides vy
Mentha piperita ademés del enjuague bucal
comercial

> \ \
\

Y
]

Resultados de la actividad antimicrobiana del enjuague bucal a base de L. origanoides y
Mentha piperita
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