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RESUMEN

Introduccion: La basqueda de nuevos extractos de origen vegetal con propiedades antibacterianas para
mantener la salud bucal, es fundamental para el 6ptimo desempefio del personal militar.

Objetivos: Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Solanum sessiliflorum Dunal
(cocona) sobre Streptococcus mutans.

Meétodos: Estudio experimental in vitro y comparativo. Se realiz6 un ensayo fitoquimico preliminar del
extracto hidroalcohdélico de Solanum sessiliflorum Dunal. Se emplearon 48 placas de agar Muller-Hinton
(Merck®), distribuidas en 6 grupos (n= 8): grupo | (agua destilada), grupo 11 (etanol al 70 %), grupo Il
(clorhexidina al 0,12 %), grupo IV (Solanum sessiliflorum Dunal al 25 %), grupo V (Solanum
sessiliflorum Dunal al 50 %) y grupo V1 (Solanum sessiliflorum Dunal al 75 %). Se utiliz6 la técnica de

difusién con discos descrita por Bauer y Kirby; la cepa empleada fue Streptococcus mutans ATCC 25175
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y las mediciones de los halos de inhibicion se realizaron a las 24 horas, para determinar la actividad
antibacteriana.

Resultados: En el ensayo fitoquimico se detectaron compuestos fenolicos, antocianinas, quinonas y
glicésidos cardiotonicos. Se comprobd el efecto antibacteriano del grupo VI (Solanum sessiliflorum
Dunal al 75 %) con 19,831 + 0,0553 mm (99,37 %), comparable con el de clorhexidina al 0,12 % (grupo
111) 19,956 + 0,0431 mm (100 %) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de Solanum sessiliflorum Dunal al 75 % presenta efecto
antibacteriano in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 con valores similares a
clorhexidina al 0,12 %

Palabras clave: efecto antibacteriano; Solanum sessiliflorum Dunal; Streptococcus mutans;

clorhexidina.

ABSTRACT

Introduction: The search for new extracts of plant origin with antibacterial properties to maintain oral
health is essential for the optimal performance of military personnel.

Objectives: To evaluate the antibacterial effect of the hydroalcoholic extract of Solanum sessiliflorum
Dunal (cocona) on Streptococcus mutans.

Methods: In vitro and comparative experimental study. A preliminary phytochemical assay of the
hydroalcoholic extract of Solanum sessiliflorum Dunal was performed. Forty-eight Mller-Hinton agar
plates (Merck®) were used, distributed in 6 groups (n= 8). Group | (distilled water), group 1l (70%
ethanol), group 111 (0.12% chlorhexidine), group 1V (25% Solanum sessiliflorum Dunal), group V (50%
Solanum sessiliflorum Dunal) and group VI (75% Solanum sessiliflorum Dunal); the disc diffusion
technique described by Bauer and Kirby was used; the strain used was Streptococcus mutans ATCC
25175 and the inhibition halos were measured at 24 hours to determine the antibacterial activity.
Results: Phenolic compounds, anthocyanins, quinones and cardiotonic glycosides were detected in the
phytochemical assay. The antibacterial effect of group VI (Solanum sessiliflorum Dunal 75%) was
proven with 19,831 + 0,0553 mm (99,37%), comparable to that of 0,12% chlorhexidine (group IlI)
19,956 £ 0,0431 mm (100%) on Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Conclusions: The 75% hydroalcoholic extract of Solanum sessiliflorum Dunal shows in vitro
antibacterial effect on Streptococcus mutans ATCC 25175 strains with values similar to 0,12%
chlorhexidine.

Keywords: antibacterial effect; Solanum sessiliflorum Dunal; Streptococcus mutans; chlorhexidine.
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Aprobado: 06/12/2022

INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2 000 millones de personas padecen de caries
dentales,™ afecta a la mayoria de los adultos; su prevalencia es alta en Europa y Latinoamérica.?) De
acuerdo con la Federacion Dental Internacional (FD1)® son la cuarta enfermedad mas costosa de atender.
El personal militar corre un alto riesgo de desarrollar afecciones bucodentales debido al tiempo que pasan
en los conflictos armados.® Se destaco una alta prevalencia de caries dental en la Primera Guerra
Mundial,® durante el conflicto en Irak, de cada 100 soldados 10 presentaron caries,® y un 40 % de los
soldados de la operacion Atalanta también la manifestaron.(”

Streptococcus mutans es una bacteria grampositiva, anaerobia facultativa, se ubica en la cavidad bucal
formando parte de la placa dental; es uno de los principales responsables del desarrollo de caries dental
debido a la sintesis de polisacaridos extracelulares y la capacidad de metabolizar carbohidratos en acidos
organicos que corroen el esmalte dental. Segun estudios recientes®°19 se ha vuelto resistente a diversas
sustancias, tales como la clorhexidina.

Clorhexidina es uno de los antisépticos mas importantes usados en odontologia como enjuague bucal,®
es muy eficaz contra la inflamacion gingival y los indices de placa; presenta un amplio espectro contra
bacterias grampositivas y gramnegativas, su actividad puede ser bacteriostatica o bactericida,
dependiendo de la dosis.*? Diversos investigadores,®'%'? refieren que el uso prolongado de

clorhexidina genera pigmentacion marrén de los dientes y reacciones anafilacticas, entre otras.

http://scielo.sld.cu
http://www.revmedmilitar.sid.cu

Bajo licencia Creative Commons DS



http://scielo.sld.cu/
http://www.revmedmilitar.sld.cu/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Revista Cubana de Medicina Militar

™3

2023;52(1):¢02302340

La familia Solanaceae presenta especies tan importantes como la patata, la berenjena y el tomate; abarca
98 géneros; se caracteriza por incluir desde hierbas pequefias hasta arboles perennes; se distribuye en
todos los continentes excepto en la Antartida, con preferencia por zonas calidas a tropicales.*® El género
Solanum tiene importancia alimentaria, agricola y medicinal.4

La especie Solanum sessiliflorum Dunal, se distribuye en la Amazonia y se le conoce como cocona.*®
Su fruto posee una amplia variedad de efectos terapéuticos como hipolipemiante, antioxidante,
antimicrobiano, cicatrizante y antinflamatorio,*6”) su c4scara exhibe constituyentes quimicos organicos
de tipo flavonoides, compuestos fendlicos, carotenoides, vitamina C, pectina, etc.8:19)

Las caries dentales representan un problema de salud publica.®? Por esta razon, uno de los objetivos de
la medicina militar es que la tropa no se vea comprometida con una enfermedad bucodental.?® En
consecuencia se deben buscar alternativas a clorhexidina con especies de origen vegetal y que cuenten
con investigaciones estructuradas y validadas.

El objetivo de la investigacion es evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcoholico de Solanum

sessiliflorum Dunal (cocona) sobre Streptococcus mutans.

METODOS

Se realizé un estudio experimental, in vitro y comparativo, en el laboratorio de investigacién y desarrollo
farmacéutico de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, durante los meses comprendidos entre agosto
del 2019 y marzo del 2020.

La recoleccidon de la especie vegetal fue aleatorizada en campos de cultivo, cuya ubicacion geografica
fue en el distrito de La Banda de Shilcayo, provincia de San Martin, departamento de San Martin en el
Norte del Peru. La caracterizacion taxondémica se realizo en el Herbario del Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Los frutos fueron limpiados, lavados y seleccionados, cerciorandose de que no tuvieran dafio en la
cascara y que fueran de similar tamafio y color.> Después se procedio a separar la cascara de la pulpa

con el manejo de un cuchillo de acero quirdrgico; las cascaras se cortaron en fracciones pequerias,
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posteriormente se realizé el secado a una temperatura de 40 °C + 2 °C durante 72 horas, luego se triturd
en un molino de acero quirdrgico comun. %2

El extracto hidroalcohdlico se obtuvo mediante el método de maceracion en 1 500 mL de etanol al 70 %
con 550 g del pulverizado durante 10 dias con agitacion cada 12 h,?? después se filtrd con papel
Whatman N° 40 y se ubico en una estufa (Memmert®) a 40 °C + 2 °C hasta agotar el solvente y lograr
peso constante, con lo cual se obtuvo 150 g de extracto seco. A continuacion, se realizaron diluciones
con etanol al 70 %, hasta obtener concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %.

La deteccion de metabolitos secundarios se ejecutd mediante el analisis fitoquimico preliminar, por
técnicas quimicas de precipitacion y coloracién, como la reaccion de Borntrager (antraquinonas),
tricloruro férrico (compuestos fenolicos), Liebermann - Burchard (triterpenoides y esteroides),
Dragendorff (alcaloides), Baljet (lactonas sesquiterpénicas), gelatina — sal (taninos), Rosenheim
(antocianinas), Shinoda (flavonoides), Molish (hidrato de carbono) y ninhidrina (aminoacidos
libres).(23:24)

La reactivacion de Streptococcus mutans (ATCC 25175) se realiz6 segun el Instituto de Normas Clinicas
y de Laboratorio,®® se utiliz6 el agar Mueller - Hinton (Merck®),?® para obtener colonias bien aisladas
se realizo la técnica de siembra por estrias escocesas, se trasladd el cultivo a la incubadora (Memmert®)
en posicion invertida a 36,5 °C por 24 horas.?” En la preparacion del inéculo, se emplearon 7 colonias
separadas de la resiembra en agar Mueller - Hinton suplementado con 5 % de sangre de carnero,
sembradas con un hisopo estéril y se transfirieron a 5 mL de caldo infusion cerebro corazon (Merck®),
a 37 °C por 4 horas hasta lograr una turbidez idénea.:?

La estandarizacion del indculo se realizé por turbidimetria en espectrofotdmetro Thermo Scientific®
Genesys 10S a 620 nm comparandola con la densidad estandar del tubo 0,5 de la escala McFarland, se
obtuvo como resultado una suspension equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL.(1028

El experimento in vitro se realizd en el laboratorio de investigacion y desarrollo farmacéutico, se
cumplieron de forma estricta las directrices de bioseguridad.?®?% Se emplearon placas de Petri con agar
Mueller - Hinton, las cuales fueron elaboradas y homogenizadas con anterioridad segun los lineamientos
de Merck®.29
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Se realizaron 48 siembras y se repartieron en 6 grupos de n= 8 placas, empleando hisopos estériles los
cuales se sumieron en los indculos homogenizados a 0,5 de la escala McFarland.?>?") La siembra se
realiz6 de forma paralela y compacta, se roded todo el didmetro del medio de cultivo, se repitio la
actividad girando el medio 60 ° 2 veces més y se dejo en reposo por 10 minutos antes de agregar los
discos.?"%)

Se prepararon discos de papel filtro Whatman N° 3 estériles de 6 mm de diametro, los cuales fueron
distribuidos en los medios de cultivo utilizando una pinza quirargica a 15 mm del borde de la placa de
Petri,?>2% presionando suave la superficie para favorecer su integracion, se colocaron 4 discos por placa.
Con anticipacion los discos fueron cargados con 30 uL de los extractos hidroalcoholicos de céscara de
Solanum sessiliflorum Dunal, volimenes que permitieron depositar 7,5 mg de extracto al 25 %; 15 mg
de extracto al 50 % y 22,5 mg de extracto al 75 %, se dejaron secar y todo el proceso se llevé a cabo en
un ambiente estéril.(21.28)

Distribucion de las siembras en los grupos:

Grupo I: blanco, discos con agua destilada

Grupo 1l: control negativo, discos con etanol al 70 %

Grupo Il1: control positivo, discos con clorhexidina al 0,12 %

Grupo IV: experimental 1, discos con extracto de Solanum sessiliflorum Dunal al 25 %.
Grupo V: experimental 2, discos con extracto de Solanum sessiliflorum Dunal al 50 %.

Grupo VI: experimental 3, discos con extracto de Solanum sessiliflorum Dunal al 75 %.

De inmediato, las placas que contenian el medio y los discos se colocaron de manera invertida en una
incubadora (Memmert®) a 37 °C por 24 h.? Posterior al tiempo de incubacion, los halos sin
crecimiento que se originaron alrededor de los discos se evaluaron como halos de inhibicién y se
midieron con calibrador Vernier marca Truper.?%2%)

Para la evaluacion de tipo cualitativa se uso la escala de Duraffourd y para la valoracion de tipo
cuantitativa se manejaron las zonas de los diametros de los halos de inhibicion y el porcentaje del efecto

inhibitorio relativo en contraste al control positivo.?”
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Las medidas de las zonas de inhibicidn fueron formuladas como promedio aritmético + SE a un nivel de
confianza del 95 % y un error relativo del 5 %; se manej6 la prueba de homogeneidad de varianzas de
Hartley, Cochran y Bartlett; el ANOVA de una via 'y el HSD de Tukey. Se consideré como nivel de
significacion (p< 0,05), a través del software estadistico IBM SPSS Statistic for Windows version 25.
El trabajo fue aprobado por el Comité de Etica para la investigacion de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la VVega con la resolucién 841-2019-
DFCFB.

RESULTADOS

En el analisis fitoquimico preliminar se detecto la presencia de compuestos fendlicos, antocianinas,

quinonas y glicésidos cardioténicos (tabla 1).

Tabla 1 - Evaluacion fitoquimica del extracto hidroalcohélico de Solanum sessiliflorum Dunal

Metabolito secundario Reactivo Solanum
sessiliflorum Dunal
Carbohidratos Molish ++
Compuestos fendlicos FeCls +++
Taninos Gelatina ++
Flavonoides Shinoda +
Antocianinas Rosenheim +++
Aminoacidos libres Ninhidrina -
Alcaloides Dragendorff ++
Quinonas Borntrager +++
Triterpenoides Liebermann ++
Saponinas Espuma +
Glicésidos cardiotdnicos Baljet +++
Lactonas Legal +
Cumarinas NaOH 10 % +

+++ Abundante, ++ Moderado, + Escaso, - No presenta
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La informacidn anotada a las 24 horas (tabla 2) muestra que todas las medias se encuentran dentro de los
limites establecidos, a un intervalo de confianza del 95 % y un error relativo del 5 %, por ello, ningun

dato se excluye.

Tabla 2 - Estadistica descriptiva del promedio de los halos de inhibicién en milimetros de los grupos de ensayo
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

Intervalo de confianza
Grupo . Media Des’vi-acic')n E’n-’or para la media al 95 % Minimo Méximo
tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Grupo | 32 0,000 0,0000 0,0000 0,000 0,000 0,0 0,0
Grupo Il 32 10,159 0,1663 0,0294 10,099 10,219 9,8 10,5
Grupo 111 32 19,956 0,2435 0,0431 19,868 20,044 19,6 20,5
Grupo IV 32 13,653 0,4295 0,0759 13,498 13,808 12,9 14,3
Grupo V 32 16,181 0,4138 0,0732 16,032 16,330 15,1 16,7
Grupo VI 32 19,831 0,3126 0,0553 19,719 19,944 19,0 20,3
Total 192 13,297 6,8817 0,4966 12,317 14,276 0,0 20,5

De acuerdo con los valores obtenidos a las 24 horas (tabla 3), el grupo IllI: control positivo, grupo V:
experimental 2 y grupo VI: experimental 3 alcanzaron segun la escala Duraffourd, muy sensible = ++y

un efecto antibacteriano alto, segun el porcentaje del efecto inhibitorio sobre S. mutans ATCC 25175.

Tabla 3 - Escala de Duraffourd y porcentaje del efecto inhibitorio de los grupos de ensayo sobre S. mutans

ATCC 25175
Grupos Escala de Duraffourd” | Porcentaje del efecto inhibitorio”

Grupo | - 0

Grupo Il + 50,90

Grupo I ++ 100

Grupo IV + 68,41

Grupo V ++ 81,08

Grupo VI ++ 99,37

*Del promedio de las zonas de inhibicién de 32 discos por grupo.
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Al efectuar la prueba de homogeneidad de varianzas de Hartley, Cochran y Bartlett, se determiné para
Streptococcus mutans ATCC 25175 (p= 0,305), se aprecia que las varianzas son iguales.
En latabla 4, al realizar el ANOVA de una via, se determino p< 0,05, que indica diferencias significativas

entre los grupos de ensayo sobre S. mutans ATCC 25175.

Tabla 4 — Anova de un factor de los grupos de ensayo sobre S. mutans ATCC 25175

. Suma de Media .
Comparacion al . F Sig.*
cuadrados cuadratica
Inter — grupos 9028,565 5 1805,713 20047,759 0,000
Intra — grupos 16,753 186 0,090 - -
Total 9045,318 191 - - -

*De 192 discos por 6 grupos de ensayo.

Al aplicar el post-hoc HSD de Tukey, se determiné que todos los grupos exhiben diferencias estadisticas
significativas (p< 0,05), con excepcion del grupo IlI: control positivo con grupo VI: experimental 3

(p= 0,554) que no presentan diferencia significativa.

DISCUSION

En la ultima década se ha incrementado el estudio de productos naturales que puedan prevenir
enfermedades bucodentales, sobre todo para inhibir el sobre crecimiento de Streptococcus mutans, que
en conjunto con otros factores pueden desencadenar caries dental.®

Per es considerado uno de los paises con mayor biodiversidad del planeta, la cual se encuentra
distribuida en su mayoria en la selva tropical.*33% La especie Solanum sessiliflorum Dunal, posee un
fruto utilizado por la poblacién local en forma de refresco, al efectuar la prueba de solubilidad, se verifico
su afinidad en agua y etanol al 70 %.57

Se ha descrito el método de extraccion y el solvente usado, para la obtencion de los constituyentes
quimicos organicos, fundamental para la evaluacion del efecto antibacteriano. Al respecto Akanmu y
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otros,?? refieren que el uso de agua y etanol en el método de maceracion son ideales para la extraccion
de los fitoconstituyentes de las especies vegetales.

Al realizar el analisis fitoquimico preliminar se detectaron abundantes compuestos fendlicos,
antocianinas, quinonas, glicdsidos cardiotonicos y mediana cantidad de taninos, alcaloides vy
triterpenoides, responsables en conjunto del efecto antibacteriano. Estos resultados son consistentes con
lo declarado por Ramon-Valderrama y otros,** Mascato y otros,*> Espinoza y otros,?V y Vargas y
otros.(0

En el estudio se evaluaron in vitro los extractos hidroalcoholicos de Solanum sessiliflorum Dunal sobre
S. mutans ATCC 25175, la técnica utilizada fue de difusion de disco. Al respecto Gallardo-Vasquez y
otros,®Y sefialan que la técnica de Kirby — Bauer es utilizada para evaluar el efecto antibacteriano de
cualquier compuesto quimico o especie vegetal.

Esta investigacion se limitd a evaluar concentraciones de extractos hidroalcohdlicos de Solanum
sessiliflorum Dunal, al 25 %, 50 % y 75 %, teniendo en cuenta lo reportado por Espinoza y otros.%
Los datos extraidos de las tablas 2 y 3 muestran, que la media de los didmetros de los halos de inhibicion
aumenta conforme se incrementan las concentraciones del extracto, lo cual demuestra que el extracto
hidroalcohdlico a diferentes concentraciones tiene un efecto sobre el crecimiento de S. mutans ATCC
25175. Estos resultados son consistentes con lo declarado por Espinoza y otros.?? Asimismo, en todos
los grupos los diametros fueron mayores a las del grupo Il: etanol al 70 %, con excepcién del grupo I:
agua destilada.

Los resultados indican que el extracto de Solanum sessiliflorum Dunal al 75 % no presenta diferencia
significativa con respecto al control positivo: clorhexidina al 0,12 %. No obstante, se juzgdé como
resultado preliminar y es importante plantear la base farmacoldgica del efecto sobre la cepa en estudio.
Dado al aumento de cepas resistentes a los antimicrobianos,®3Y evidencias de efectos secundarios del
fltor y clorhexidina.®!112) |_as especies vegetales como Solanum sessiliflorum Dunal son una alternativa
interesante porque podrian aumentar la eficacia de los tratamientos terapéuticos convencionales.?"?®)
Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de Solanum sessiliflorum Dunal al 75 % presenta efecto
antibacteriano in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 con valores similares a

clorhexidina al 0,12 %.
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