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| Resumen QU

Se realizé el estudio de los extractos etandlicos de
las semillas de Annona muricata y las pieles del fru-
to de Vitis vinifera, sobre la formacion de biofilms
desarrollados por Streptococcus mutans ATTC
25175; todo ello, con el proposito de buscar alter-
nativas naturales que puedan inhibir la formacién
de biofilms bacterianos (placa bacteriana) en la
cavidad bucal y prevenir la caries. En ambas ex-

|\ Abstract G

The study of the ethanol extracts of Annona muri-
cata seeds and skins of the fruit of Vitis vinifera , on
the formation of biofilms developed by Streptococ-
cus mutans ATCC 25175 was conducted ; all with
the purpose of seeking natural alternatives that can
inhibit the formation of bacterial biofilms (plaque) in
the oral cavity and to prevent cavities . In both expe-
riences, it was shown that there is some inhibitory
effect of microbial growth , particularly with the two

periencias, se demostré que existe cierto efecto in-
hibidor del crecimiento microbiano, principalmente
con las dos maximas concentraciones ensayadas;
no obstante, a concentraciones menores existe una
ligera recuperacion del crecimiento. En cuanto a la
inhibicion del desarrollo de biofilms, resulté por el
contrario promotor de la formacién de biofilms con
las maximas concentraciones.

highest concentrations tested ; however, at lower
concentrations there is a slight recovery of growth
. As for inhibiting the growth of biofilms, was con-
versely enhance the formation of biofilms with peak
concentrations .
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1. INTRODUCCION

La caries dental es una patologia infectocontagio-
sa de etiologia bacteriana, muy comun en seres
humanos y de gran prevalencia en la poblacion
mundial; por tanto, se constituye en uno de los
mayores problemas de salud publica (Joaquin et
al., 2001; Stephen, 1993). Esta es principalmente
producida por la accién de microorganismos que
forman parte de la placa bacteriana, especialmente
consecuencia de la fermentacién de carbohidratos,
originando la desmineralizacion gradual de la hi-
droxipatita, seguida de la destruccién proteolitica
rapida de la estructura dental, hasta llegar a la pér-
dida total del diente (Joaquin et al., 2001; Albala
et.al., 1998; Palomer, 2006).

Entre los principales microorganismos de la placa
bacteriana, implicados en el inicio y desarrollo de
la caries son, Streptococcus mutans, Lactobacillus
spp. y Actinomyces spp. (Loesche, et.al., 1986;
Vaananen, et.al., 1994; Linossier, 1996; Liebana
1995; Gregory, et.al. 1998; Camejo, M., 1999; Tan-
zer, et.al., 2001).

En ese sentido, S. mutans presenta multiples fac-
tores de virulencia; entre éstos tenemos: 1. La pro-
duccién de polisacaridos extracelulares a partir de
la sacarosa (formacion de capsula), en especial los
glucanos insolubles que son muy importantes en la
colonizacién y mantenimiento de esta bacteria so-
bre el diente. 2. Poseer elementos que determinan
fendmenos de adhesién, agregacion y congrega-
cion. 3. La produccion y metabolizacion de polisa-
caridos intracelulares, los que le permiten obtener
energia y producir acidos durante largos periodos
de tiempo. 4. Un rapido metabolismo de los azu-
cares (particularmente sacarosa) a acido lactico,
y produccién de otros acidos organicos. 5. Poder
acidogeno. 6. Poder acidofilo. 7. Poder acidurico,
que puede conseguir un pH critico para la desmi-
neralizacion del esmalte mas rapidamente que otro
microorganismo de la placa. (Liebana 1995; Linos-
sier A, 1996; Tanzer, et.al., 2001; Shi, et.al. 1998;
Escobar, et.al. 2004). No obstante, los anteceden-
tes establecen que el control de la infeccion cario-
génica, y consecuentemente el control de la caries,
puede efectuarse a través de: a. La interrupcioén de
la transmision del Streptococcus mutans. b. De
su eliminacioén y/o reduccion. c. Proteccion de las
personas susceptibles, con la implementacion del
control dietético y el uso de sustancias antimicro-
bianas (Weyne, 1991 Escobar, et.al., 2004).

Bajo esta perspectiva, se ha ensayado el empleo
de numerosos antibiéticos, como bacitricina, eritro-
micina, lincomicina, penicilina, espiramicina, tetra-
ciclina, vancomicina, entre otros; que lamentable-
mente muestran enormes inconvenientes, como la
aparicion de cepas microbianas resistentes, alte-
raciones ecologicas en el ecosistema bucal, que
producen un perjuicio para el huésped (candidia-
sis), reacciones laterales, alergia, etc. (Escobar F.
et.al., 2004). Aun asi, es continua la investigacion
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sobre el uso de sustancias con propiedades anti-
bacterianas especificas contra la placa bacteriana
y que comunmente son utilizadas en la terapéutica
general (Escobar, et.al., 2004); entre las mas em-
pleadas, estan formuladas en colutorios y geles, y
entre los que tenemos al gluconato de clorhexidi-
na, triclosan, hexitidina, compuestos fendlicos, etc;
siendo el gluconato de clorhexidina, el que presen-
ta los mejores resultados por su capacidad de in-
hibir el crecimiento de Streptococcus mutans (Ca-
mejo, 1999; Velikova M. et.al. 2001), pero con el
inconveniente de producir efectos toxicos locales
como, tincion de dientes y obturaciones, pigmen-
tacion del dorso de la lengua, descamacion de la
mucosa bucal, gusto amargo o modificacién gus-
tativa, sensaciéon de quemadura, sequedad bucal
e inflamacién ocasional y transitoria de la parétida.
(Escobar, et.al. 2004; Camejo, 1999).

En el presente trabajo se propone el ensayo in vi-
tro con ciertos extractos naturales, como el proce-
dente de los hollejos del fruto de Vitis vinifera 'y las
semillas de Annona muricata. Vitis vinifera es una
vaya globosa, pequena, de pulpa muy jugosa, un
hollejo fuerte, de colores, con semillas de color ma-
rrén claro y se presenta en racimos, compuestos
de 4/5 partes de agua y 1/5 partes de elementos
soélidos (Camejo M., 1999). El fruto caracterizado
especialmente por su riqueza cualitativa y cuantita-
tiva en constituyentes fendlicos, localizados esen-
cialmente en sus partes sélidas (pepitas, pieles,
raspones), donde encontramos actividades bioldgi-
cas importantes en las que los investigadores y los
industriales se interesan cada vez mas (Escobar,
2004; Stepanovic S. et.al., 2003). Los mostos o ra-
cimos de Vitis vinifera, contienen diversos consti-
tuyentes como hierro, agua, potasio, calcio, silicio,
fésforo, sodio, magnesio, cloro, proteinas, hidratos
de carbono, calorias, vitaminas (A, B1, B2, B6, B3
y C), azufre, zinc, yodo, boro, acido tartarico, citri-
co, tanino y malico, glucosa, pigmentos y enzimas
(Camejo M., 1999; Velikova M, et.al., 2001). Con-
secuencia de ello, tienen un interés nutricional y
farmacologico, principalmente por sus compuestos
fendlicos, de los cuales se puede rescatar los no
flavonoides en la pulpa como &cidos fenoles y es-
tilbenos; y los flavonoides en los hollejos, semillas
y raspones, (antocianos, los flavonos 3-oles, flavo-
noles y flavonas) (Camejo M., 1999).

De otro lado, el fruto de Annona muricata (guana-
bana) es una baya colectiva o sin carpo, de forma
acorazonada u ovoide, con pericarpio (cascara)
verdoso con tubérculos espiniformes carnosos, la
pulpa es blanca y jugosa de sabor agridulce, las
semillas de color negro lustroso o castafio con ho-
jas gruesas y siempre verdes, brillantes en la parte
inferior, de amplia distribucion y en la cual se han
encontrado mas de 50 acetogeninas con diferentes
actividades bioldgicas presentes en frutos, corteza
y hojas; de ellas se han identificando 21 acetogeni-
nas citotoxicas en las hojas (Kim G.S. et.al., 1998).

Vitis vinifera y Anona muricata son especies que
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han demostrado tener efectos benéficos sobre la salud del ser humano; sin embargo, la investiga-
cion de dichas especies en el campo de la estomatologia es minima, y la evidencia de sus efectos
benefactores para la salud oral es escasamente conocida, basandose su uso principalmente en
el respaldo de creencias populares.

Debido a ello, la presente investigacion se centra en el estudio de los beneficios que ofrecen los
extractos etandlicos de Vitis vinifera y Annona muricata (guandbana) como agentes inhibidores
del desarrollo de biofilms de Streptococcus mutans ATCC 25175, en aras de contribuir con la con-
tinua busqueda de un agente ideal.

Il. MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO
Recoleccion de material biolégico

Los especimenes de Annona muricata y Vitis vinifera fueron recolectados de la ciudad de Truijillo,
siendo evaluados e identificados por el personal del Museo de Historia Natural y Cultural de la
UPAO. Resultaron ideales para el estudio, todas aquellos especimenes que no presentaban alte-
raciones organolépticas.

Obtencién de los extractos etandlicos

Las semillas de Annona muricata y las pieles de Vitis vinifera fueron retiradas de los frutos y so-
metidas al enjuague con agua destilada, y su posterior desecacion a 50°C (horno Pasteur) durante
al menos cinco dias. En el caso de las semillas de Annona, se pulverizaron empleando un molino
manual, mientras que para las pieles tan solo se empleo un mortero de mano (figura 1).

Para las muestras procedentes de Vitis vinifera, los pulverizados se suspendieron en alcohol
etilico en una proporcién de 5 g de muestra en 50 mL de alcohol etilico; mientras que para las se-
millas de Annona se pesaron 30 g en 100 mL de alcohol etilico. Todas las muestras se incubaron
a temperatura ambiente y en agitacion continua a razén de 150 rpm durante 05 dias.

Transcurrido el tiempo sefialado, las muestras se filtraron en algodén y desecadas en rotavapor
y resuspendidas en agua destilada para su posterior agitacion durante al menos 24 h. Las sus-
pensiones se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 m (figura 2), se recuperé el sobrenadante y
fue esterilizado mediante filtracién, empleando papel de nitrocelulosa con un tamafio de poro de
0.45um. Los controles de esterilidad se realizaron sembrando 100 pL de las muestras sobre agar
Muller-Hinton duarnte 24 h.

Figura 1. Deshidratado y pulverizado de Annona muricata (A) y hollejos de Vitis vinifera (B).
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Figura 2. Recuperacion de extractos etandlicos de Annona muricata y Vitis vinifera sin centrifugar (A
y B), y centrifugado (C y D).

Figura 3. Esterilizacion por filtracion de los extractos de Annona muricata y Vitis vinifera. Sistema de
filtraciéon constituido por papel filtro de nitrocelulosa de 0,45 pym de tamafio de poro (A). Sistema de
filtracion de 4,5 cm de diametro (B). Sistema de filtracion montado sobre botella estéril (C). Procedi-

miento de filtrado de extractos (D y E).
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ta (guanabana), en la formacion de biofilms Streptococcus mutans ATCC

Cepa de Streptococcus mutans ATTC 25175

Esta cepa fue obtenida de nuestro propio cepario, el Laboratorio de Microbiologia Molecular y Bio-
tecnologia del Departamento Académico de Ciencias de la UPAO. Los viales criogénicos mantenidos
a -30°C, fueron retirados y mantenidos a -4°C por cuatro horas, y posteriormente a temperatura am-
biente al menos durante cuatro horas mas. A partir de ello, la cepa fue sembrada en agar nutritivo bajo
condiciones de anaerobiosis en jarra Gaspack y una atmosfera de CO, (5-10%) durante 24 h a 37°C.
Al término, se efectuaron las debidas comprobaciones fenotipicas de la cepa a ensayar.

Placas master y overnight

Recuperada la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, se obtuvieron 5 placas master en agar
nutritivo, a partir de las cuales se realizaron siembras para el overnigth en caldo Luria-Bertani (LB)
(Triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, cloruro de sodio 1%) e incubadas durante 18-24 h en condi-
ciones de anaerobiosis. Para los ensayos, se tomaron 4 mL del overnigth y resuspendidos en 16 mL.
de caldo LB fresco.

PRUEBA DE MACRODILUCION EN TUBO

A continuacién se muestra el protocolo a seguir para el ensayo de macrodilucién en tubo.

ENSAYO DE MACRODILUCION EN TUBO

25175

DILUCIONES
Control Control Tubol | Tubo2 | Tubo3 | Tubo4 | Tubo5 | Tubo 6 | Tubo 7 | Tubo 8 | Tubo 8 | Tubo 10| Tubo 11 | Tubo 12
H20 d 10 ml - Sml 5mi Smil 5ml Smil 5mil 5ml Sml Sml 5mil Sml 5ml
Pdto."X" - 5ml 5ml
Agitar+Adicionar 5 ml de anterior SmideTl | SmideT2 | SmideT3 | SmideT4 | Smide S| SmideT6 | SmideT7 | SmideTd| SmideTd | 5mideT10 | 5mlde T11
CONTROL
Control Control Tubol | Tubo2 | Tubo3 | Tubo4 | Tubo5 | Tubo 6 | Tubo 7 | Tubo 8 | Tubo 9 | Tubo 10| Tubo 11 | Tubo 12
LB 2x 2ml 4ml 2ml Zmi 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml Zml 2ml 2mi
Diluciones 2ml - 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Cepa = 2 100 ! wop | 1004 100 1 100w | 100w | 100w | 10w | 00w | 100w 100 1l 100l
Lectura DO 550 v v v v v v v ¥ v v v v v v
Lectura DO 620 v v v v v v v v v v v v v v
ENSAYO
Control | Control | Tubol | Tubo2 [ Tubo3 [ Tubo4 | Tubo5 | Tubo6 | Tubo 7 | Tubo 8 | Tubo 9 [ Tubo 10] Tubo 11 [ Tubo 12
LB 2x 4ml 2mi 2ml 2mi 2mi 2ml 2ml 2mil 2mi 2ml 2mi 2ml 2ml 2ml
Diluciones = 2 ml Hz20d Zml 2mi Zmi 2mi 2mi 2mi 2ml 2mi 2mi 2ml 2ml 2ml
Cepa 100 ul 100 100 pl 100 i 100 wi 100 100u 100 1004 100 1004 100 wl 100 i
Incubar 24 hrs. 24 hirs. 24 hrs, 24 hrs. 24 hrs. 24 hrs, 24 hrs, 24 hrs, 24 hrs. 24 hrs. 24 hrs. 24 hrs, 24 hrs.
Lectura DO 550 v v v v v Vv v v v v v v v
Lectura DO 620 v v v v v v v v v v v v v

PRUEBA DE FORMACION DE BIOFILM

Se empled la metodologia descrita por Christensen en 1985, con ciertas modificaciones en las de-
terminaciones cuantitativas. De la resiembra obtenida del cultivo overnight de la cepa de referencia,
se tomd un volumen de 100 uL y se inocul6 en tubos de ensayo (10 X 100 mm) de primer uso que
contenia el caldo LB, y la dilucion del extracto a ensayar. Inmediatamente se efectuaron las lecturas
de DO, _,, de cada uno de los tubos, asi como los respectivos controles, en los cuales no contenian
la cepa, y en el otro que si la contenia, pero carente de extracto. Asimismo se establecioé la curva de
crecimiento patron bajo esta metodologia, con el fin de establecer el tiempo aproximado para alcanzar
la densidad optica requerida. Los cultivos fueron incubados durante 24 h a 37°C y en anaerobiosis;
al término del cual para evaluar el crecimiento plancténico, se trasvaso el contenido a nuevos tubos
de ensayo.

Los tubos de ensayo sin el sobrenadante fueron enjugados en agua destilada estéril e invertidos so-
bre papel absorbente. Este lavado se repitié dos veces, sacudiendo de forma enérgica con el fin de
retirar las bacterias en estado planctonico que no forman parte del biofilm. Retirado todo el medio, se
anadi6 Cristal violeta al 1% a cada tubo de ensayo, durante 5 minutos y se descart6 el colorante de
forma invertida, lavando con agua destilada estéril dos veces, de igual forma que en el paso anterior.

Retirado el colorante se adicionaron 2 mL de alcohol acetona (95 partes de alcohol + 5 partes de ace-
tona) por tubo, durante 10 minutos, para disolver el colorante y medir la absorbancia de la solucion.
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El cristal violeta es un colorante basico, que se une a moléculas con carga negativa en su superficie y a los
polisacaridos en la matriz extracelular, por lo tanto, la absorbancia obtenida se estima proporcional a la bio-
masa del biofilm formado.

Ill. RESULTADOS

Los primeros resultados corresponden al estudio del efecto de diferentes concentraciones del extracto eta-
nélico de semillas de Annona muricata (guanabana), sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175 al cabo de 24 h. de incubacion. Estos mostraron una inhibicion del crecimiento en las dos primeras
concentraciones; sin embargo, a partir de la tercera dilucion existe un incremento moderado en el crecimien-
to (tabla 1, y figura 4).

Series de | Dilucion DENSIDAD OPTICA (550 nm)

tubos Yo nl n2 n3 n4 MEDIA | DES.ST.
1 100 0.205 | 0.255 0.239 0.288 0.247 0.035
2 50 0,185 | 0.118 0.284 0.34 0,232 0.099
3 25 0.176 | 0,204 0.286 0.383 0.262 0.093
4 12.5 0.206 | 0.23 0.29 0.356 0.271 0.067
5 6,25 0,226 | 0,219 0,293 0,379 0,279 0,074
6 3,125 0,217 0,23 0,319 0,361 0,282 0,070
7 1.56 0235 | 022 0.305 0.378 0.285 0.073
8 0.78 0224 | 0226 0,377 0.362 0.297 0.084
9 0.39 0223 | 0.219 0.367 0.37 0.295 0.085
10 0,19 0.241 0.224 0,375 0,376 0.304 0.083
11 0,09 0228 | 0,224 0,385 0,383 0.305 0.091
12 0.04 0.213 | 0.216 0,348 0.077

Blanco 0218 | 0.218 0.225 0.225 0.222 0.004

TABLA 1. Lecturas de densidades 6pticas para el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente
a diferentes concentraciones del extracto etanolico de Annona muricata (guanabana) al término de las 24
horas.

W Crecimiento

Total
o3 /‘_—'/_‘__4_/‘_"’

D.0. (550 nm)
g & & &

§

[+] 1 2 3 4 5 & 7 8 9 i 11 1z
DILUICIONES

FIGURA 4. Curva de Crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferentes concentracio-
nes del extracto etanolico de Annona muricata (guanabana) al término de las 24 horas.

Los resultados anteriores muestran el crecimiento total; y entendido como tal, al crecimiento microbiano en
estado planctonico, asi como al desarrollo del posible biofilm. Por tanto, se evalué tan solo el crecimiento
en estado plancténico, trasvasando la suspensién microbiana a nuevos tubos de ensayos, resultados que
aparecen descritos en la tabla 2 y figura 5 y los cuales presentan un patrén de crecimiento muy similar a los
resultados anteriores.
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Series de | Dilucion DENSIDAD OPTICA (550 nm)
tubos % nl n2 MEDIA DESV. ST.

1 100 0.222 0.22 0.221 0.001
2 50 0.225 0,307 0.266 0.058
3 25 0.28 0.324 0.302 0.031
4 12.5 0,298 0.333 0.316 0.025
5 6.25 0,29 0.326 0,308 0.025
6 3,125 0.284 0,33 0.307 0,033
7 1.56 0.294 0.34 0317 0.033
8 0.78 0.354 0.351 0.353 0.002
9 0.39 0.339 0.343 0.341 0.003
10 0.19 0.35 0.345 0.348 0.004
11 0,09 0.357 0,353 0.355 0.003

Blanco 0.225 0.235 0.230 0.007

TABLA 2. Lecturas de densidades Opticas para el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175
en estado planctonico, frente a diferentes concentraciones del extracto de Annona muricata (guanaba-
na) al término de las 24 horas.

Crecimiento
Plancténico

i
B e

Blanco

ERRRRRRE

DHAUCIONES

FIGURA 5. Curva de crecimiento planctonico de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferen-
tes concentraciones del extracto de Annona muricata (guanabana) al término de las 24 horas.

A partir de las muestras de aquellos tubos iniciales, se procedio a la evaluacion del biofilm formado
en las paredes internas de los tubos de ensayo; tal como aparecen descritos en la figura 4; los cuales
fueron coloreados con cristal violeta y su posterior decoloracion con alcohol-acetona para la evaluacion
de su DO. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3 y figura 6.

I N MYOTRPAIPAN julio - diciembre 2015 433



Jose Gonzdlez Cabeza, Elio Avila Vereau, Lennis Reyna Lopez, Kellyn Gémez Castro y Alexander Terdn Rojas

Figura 4. Procedimiento seguido en el estudio de la formacion de biofilms de Annona muricata y Vitis
vinifera. Prueba de macrodilucién en tubo (A). Coloracién con cristal violeta, posterior a la eliminacion
del sobrenadante (B). Decoloracién de los biofilms con etanol para su posterior lectura espectrofoto-
métrica (C).

Frente a lo esperado, por el contrario, se observé que existia formacion de biofilms con las concen-
traciones més elevadas, las cuales se traducen con una lectura mayor de densidad 6ptica en las dos
primeras concentraciones (tabla 3 y figura 6), para posteriormente ir disminuyendo.

Series de Dilucién DENSIDAD OPTICA - 550 nm

tubos % nl n2 MEDIA DESV.ST.
1 100 0.59 0.957 0.774 0.260
2 50 0.244 0.456 0,350 0.150
3 25 0.113 0.109 0.111 0.003
4 12.5 0.074 0.328 0.201 0.180
5 6.25 0.1 0,051 0,076 0,035
6 3.125 0,139 0,136 0,138 0,002
7 1.56 0.032 0.105 0,069 0,052
8 0.78 0.052 0.085 0,069 0.023
9 0.39 0.138 0.101 0.120 0.026
10 0.19 0.04 0.106 0.073 0.047
11 0.09 0,072 0,142 0,107 0,049
12 0.029 0.305 0.167 0.195

Blanco 0.008 0.008 0.008 0.000

TABLA 3. DO en el desarrollo de biofilms de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferentes
concentraciones del extracto de Annona muricata (guanabana) al término de las 24 horas.
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FIGURA 6. Cinética del desarrollo de biofilms en Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferen-
tes concentraciones del extracto de Annona muricata (guanabana) al término de las 24 horas.

En cuanto a los resultados obtenidos de Vitis vinifera, el crecimiento total bajo diferentes concentracio-
nes del extracto etandlico estan expuestos en la tabla 4 y figura 7, en la que se puede observar que la
primera concentracion inhibe el crecimiento, mientras que a partir de la segunda concentraciéon no es
inhibido dicho crecimiento.

De igual forma, cuando se evalu6 el crecimiento de células plancténicas siguiendo la misma metodolo-
gia empleada con Annona, se encontrd el mismo patron de desarrollo (tabla 5 y figura 8).

Series ]
de |Dilucién DENSIDAD OPTICA (550 nm)

tubos % nl n2 n3 nd ns PROMEDIO | DES.EST.
1 100 0.179 0.19 0,21 0,222 | 0.213 0,203 0,018
2 50 0,243 | 0,223 | 0,215 | 0.224 | 0,287 0.238 0.029
3 25 0314 0.32 0,301 | 0,298 | 0315 0.310 0.010
4 12.5 0.36 0.341 | 0326 | 0362 | 0.331 0.344 0.016
5 6.25 0.37 0.385 | 0.398 | 0.361 | 0.348 0.372 0.020
6 3.125 0,373 0,399 | 0402 | 0,389 | 0,379 0,388 0,012
7 1.56 0,39 0,35 0,378 | 0,388 | 0,397 0.381 0.018
8 0,78 0,387 | 0,376 | 0387 | 0379 | 0.388 0,383 0,006
9 0.39 0382 | 0384 | 0412 | 0389 | 0.392 0.392 0.012
10 0.19 0373 | 0,359 | 0369 | 0377 | 0.409 0.377 0.019
11 0.09 0368 | 0.384 | 0389 | 0388 | 0413 0.388 0.016

Blanco 0.218 | 0.218 | 0.225 | 0.225 0.223 0.004

TABLA 4. Lecturas de densidades 6pticas para el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175,
frente a diferentes concentraciones del extracto etanolico de Vitis vinifera (uva) al término de las 24
horas.
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FIGURA 7. Curva de crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferentes concen-

traciones del extracto de Vitis vinifera (uva) al término de las 24 horas.

Series .
de Dilucién DENSIDAD OPTICA (550 nm)

tubos Yo nl n2 n3 n4 n5 |PROMEDIO| DES.EST.
1 100 0.139] 0,144 | 0.165 | 0.112 | 0,121 0,136 0,021
2 50 0.156 | 0,168 | 0,155 | 0,173 | 0,182 0.167 0,011
3 25 0.272 | 0.273 | 0.264 | 0.247 | 0.287 0.269 0.015
4 12,5 0,311 0,305 | 0.298 | 0,299 | 0.312 0,305 0,007
5 6.25 0,352 0.336 | 0,367 | 0.341 | 0387 0,357 0.021
6 3.125 0.34 | 0.361 | 0.376 | 0.364 | 0.366 0.361 0.013
7 1.56 10325]0.335 | 0,336 | 0.389 | 0364 0,350 0,026
8 0.78 ]10.355] 0346 | 0.369 | 0.364 | 0.366 0.360 0.009
9 039 ]0351] 035 | 0,365 | 0,398 | 0369 0.367 0,019
10 0.19 ]10353] 0341 | 0,351 | 0.388 | 0.361 0.359 0.018
11 0.09 10.355]0.345 | 0.364 | 0.386 | 0314 0,353 0.026

Blanco 0,125] 0,143 | 0.133 0,134 0,013

TABLA 5. Lecturas de densidades Opticas para el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175
en estado planctonico, frente a diferentes concentraciones del extracto de Vitis vinifera (uva) al término
de las 24 horas.
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FIGURA 8. Curva de crecimiento plancténico de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferen-
tes concentraciones del extracto de Vitis vinifera (uva) al término de las 24 horas.

En cuanto a la inhibicion de la formacion de biofilms, observamos a través de la tabla 6 y figura 9 que
no existe tal inhibicién, por el contrario a concentraciones mayores se promueve su formacion.

Series .
de |Dilucién DENSIDAD OPTICA (550 nm)
tubos % nl n2 n3 n4 ns PROMEDIO | DES.EST.
1 100 0.466 | 0.145 | 0,231 | 0.133 | 0.112 0.217 0.146
2 50 0.206 | 0.134 [ 0,187 | 0.163 | 0.161 0.170 0.027
3 25 0.183 | 0,082 | 0,148 | 0.122 | 0,115 0,130 0,038
4 12.5 0.131 | 0.102 | 0,091 | 0.095 | 0,109 0.106 0.016
5 6.25 0.081 | 0,102 | 0,125 | 0.087 | 0,094 0,098 0,017
6 3.125 [ 0.067 | 0.148 [ 0.121 | 0.088 | 0.073 0.099 0.034
7 1.56 0.07 | 0.072 | 0.083 | 0.094 | 0.086 0.081 0.010
8 0,78 0,094 | 0,064 | 0,088 | 0.049 | 0,098 0,079 0,021
9 0.39 0.075 | 0.067 | 0,085 | 0.064 | 0.093 0.077 0.012
10 0,19 0,06 | 0,064 | 0,076 | 0.069 | 0,065 0,067 0,006
11 0,09 0.079 | 0.062 [ 0,081 | 0.092 | 0.101 0,083 0.015
Blanco 0.008 | 0.008 0.008 0.00

TABLA 6. DO en el desarrollo de biofilms de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferentes
concentraciones del extracto de Vitis vinifera (uva) al término de las 24 horas.
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FIGURA 9. Cinética del desarrollo de biofilms en Streptococcus mutans ATCC 25175, frente a diferen-
tes concentraciones del extracto de Vitis vinifera (uva) al término de las 24 horas.

IV, DISCUSION

En la etiologia del proceso carioso, participa una serie de factores, siendo el mas relevante el desarro-
llo de la placa bacteriana; por este motivo, reducir la formacién de biofilms sobre las superficies den-
tales, es un tema de suma importancia, lo cual a llevado a proponer el empleo de productos naturales
que mermen la formacion de biofilms (placa bacteriana), y de esta manera mejorar la salud bucal vy
tratar de evitar el desarrollo de caries dental.

Bajo el contexto anterior, la inhibicion de la adhesion de microorganismos ha sido siempre una estra-
tegia de interés para evitar algunas enfermedades producidas por algunas bacterias, dado que esta
inhibicion bloquea estéricamente a la bacteria y esta no se pueda adherir al tejido anfitrion; dejandose
de lado el tradicional concepto del empleo de agentes bactericidas o bacteriostaticos como solucién al
problemay la subsecuente problematica que acarrea el empleo de los mismos (Park YK., 1998; Okubo
S. et.al., 1991; Toda M. et.al. 1992).

La propuesta del empleo de las semillas de Annona, fue con el propésito de determinar algun tipo de
actividad en la inhibicién durante la formacién del biofilm de Streptococcus mutans bajo condiciones
in vitro. En varios paises latinoamericanos se lo emplea en medicina tradicional, y se le atribuyen
numerosas propiedades medicinales, destacando su uso como infusién para tratar diarrea, disenteria
y gripe. La coccion de la corteza se recomienda contra el asma, y la flor hervida para el dolor de es-
tébmago. Otras caracteristicas destacables que reporta son su accién antibacteriana, antiparasitaria,
antiespasmadica, astringente, insecticida, sedativa, vasodilatadora y vermifuga. (Alonso, C. (1999).

Ademas de ello, se tiene conocimiento de la existencia de compuestos de comprobada activi-
dad biolégica en Annona, como las acetogeninas, las cuales son un grupos de sustancias conformadas
por largas cadenas carbonadas C-32 o C-43 de acidos grasos, que pueden estar combinados con una
unidad 2-propanol en el C-2, y formar una lactona; las cuales presentan diferentes bioactividades,
como antitumoral, inmunosupresiva, y antimicrobiana (Kim GS, et.al. 1998); asimismo, Vander y Vlie-
tinck (Vander y Vlietinck, 1991), reportan el fraccionamiento de extractos activos de Annona muricata,
que permiten la obtencion de dos grupos de fracciones biodinamicas (AM3-1l y AM3-Ill). Los ensayos
para evaluar el potencial antimicrobiano de las fracciones AM3-11 y AM3-IIl, permitieron detectar que la
fraccion AM3-IIl inhibe selectivamente el crecimiento de algunos microorganismos Gram positivos tales
como Staphylococcus aureus; sin embargo, no presenta el mismo efecto sobre bacterias Gram negati-
vas, como Pseudomonas aeruginosa (Vander y Vlietinck, 1991). Los datos obtenidos de estas pruebas
indicaron que soélo la fraccion AM-3 Il present6 actividad antimicrobiana, inhibiendo aproximadamente
el 90% del crecimiento de Staphylococcus aureus a una concentracion de 1000 pg/ml; no obstante,
resulto negativa contra microorganismos Gram negativos.

En nuestro estudio, se detecta cierta actividad antimicrobiana, sobre todo a las concentraciones del
100 y 50% del extracto etandlico, tal como se describe en la figura 4, probablemente consecuencia de
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los componentes antes descritos. Sin embargo, este crecimiento total es moderado y sostenido en el
tiempo, deduciéndose que algun componente del extracto debe de interferir de alguna manera con el
ciclo celular de las células bacterianas, al menos durante las 24 h propuestas para el ensayo. De otro
lado, con el objeto de estimar el crecimiento de sélo células en estado plancténico, los resultados nos
muestran que de igual forma existe un crecimiento moderado, con una cinética muy similar al hallado
con el crecimiento total.

En cuanto a la posible inhibicidn en la formacién de biofilms bacterianos, resultd paraddjico demostrar
que a concentraciones mayores (figura 6), en vez de existir inhibicién, se posibilito la formacién de este,
pudiendo existir varias explicaciones al respecto como la mayor concentracion de nutrientes.

En cuanto al estudio realizado con el extracto etandlico de las pieles del fruto de Vitis, ha mostrado
poseer una ligera actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans (figuras 7 y 8), principalmente
durante la primera y segunda concentracion, ubicandose posiblemente su concentracién minima inhibi-
toria (CMI) alrededor de la segunda y tercera concentracion, tanto en la experiencia con el crecimiento
total como en células en estado plancténico. Los antecedentes sostienen que son poseedores de com-
ponentes bacteriostaticos, quizas siendo este el principal motivo por el cual no se logra una recupera-
cion plena del crecimiento en concentraciones menores; sin embargo, por otro lado, se sostiene que
ademas se comporta como un inhibidor de la adhesién al vidrio, y en ese sentido nuestros resultados
son contrarios (figura 9) a los hallados por Park en 1998 (Park Y.K., 1998).

Cabe senfalar, que los resultados obtenidos son preliminares, y no son concluyentes sobre el efecto
inhibidor del crecimiento y el desarrollo de biofilms, es necesario ampliar las experiencias ensayando
nuevos sistemas de extraccion, con nuevos solventes, y ampliar el numero de especies bacterianas
sobre las que se efectlen las evaluaciones.

V. CONCLUSIONES

1. Para ambos extractos etanolicos, procedentes de las semillas de Annona muricata y las pieles de
los frutos de Vitis vinifera, se evidencié una ligera actividad antimicrobiana con las dos concentra-
ciones mayores sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

2. De los extractos etandlicos ensayados, ninguno de ellos mostré actividad para inhibir el desarrollo
de biofilms de Strepctococcus mutans ATCC 25175; por el contrario, a concentraciones mayores
hubo una promocién en el desarrollo de estos biofilms.
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