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Resumen

Su objetivo fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca (coca) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175. Corresponde a una investigacion basica,
experimental in vitro. El extracto se obtuvo mediante maceracion con agitacion en
mezcla hidroetandlica. Se evaluaron 5 concentraciones en mg/mL del extracto
hidroetandlico, un control positivo clorhexidina 0,12% y un control negativo
dimetilsulféxido 1%. El efecto antibacteriano fue determinado por el método de
difusion en disco. La concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB)
por el método de microdilucién. Se reportd que la concentracion de 5 mg/mL formo
un halo de inhibicién de 16,37 £0,485 mm; la de 10 mg/mL un halo de 18,45 + 0,384
mm; la de 15 mg/mL un halo de 20,13 + 0,245 mm); la de 20 mg/mL un halo de 22,62
+ 0,312 mm y la de 25 mg/mL un halo de 24,22 + 0,365 mm. El control positivo un
halo de 14,55 + 0,896 mm. La CMI y la CMB fue 5 mg/mL. Se concluye que el
extracto hidroetandlico de E. coca (coca) presenta efecto antibacteriano sobre S.
mutans ATCC 25175 en todas las concentraciones evaluadas superando al control

gluconato de clorhexidina 0,12%.

Palabras clave: Antibacterianos, coca, Streptococcus mutans, Extractos vegetales.
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Abstract

Its objective was to evaluate the antibacterial effect in vitro of different
concentrations of the hydroethanolic extract of Erythroxylum coca (coca) on
Streptococcus mutans ATCC 25175. It corresponds to a basic, experimental in vitro
investigation. The extract was obtained by maceration with stirring in a
hydroethanolic mixture. 5 concentrations in mg / mL of the hydroethanolic extract, a
0.12% chlorhexidine positive control and a 1% dimethylsulfoxide negative control
were evaluated. The antibacterial effect was determined by the disk diffusion
method. The minimum inhibitory and bactericidal concentration (MIC and CMB) by
the microdilution method. It was reported that the concentration of 5 mg/mL formed
an inhibition halo of 16.37 + 0.485 mm; that of 10 mg/mL a halo of 18.45 + 0.384
mm; that of 15 mg/mL a halo of 20.13 = 0.245 mm; the 20 mg/mL halo had 22.62 +
0.312 mm and the 25 mg / mL halo had 24.22 + 0.365 mm. The positive control had
a halo of 14.55 £+ 0.896 mm. The MIC and WBC was 5 mg/mL. It is concluded that
the hydroethanolic extract of E. coca (coca) has an antibacterial effect on S. mutans
ATCC 25175 in all the concentrations evaluated, exceeding 0.12% chlorhexidine

gluconate control.

Keywords: Antibacterials, coca, Streptococcus mutans, Plant extracts.
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INTRODUCCION

Desde el enfoque de la salud publica, las patologias orales son las mas
prevalentes con grandes consecuencias sociales y econdémicas en diversos
paises a nivel mundial.! Segln el Global Burden of Disease Study 2017 la caries
dental es el trastorno de salud mas frecuente.? Desde el afio 1960 diversos
estudios establecieron que Streptococcus mutans es el principal agente etiologico
de la caries dental.3# Esta bacteria se transmite de padres a hijos a través de la
saliva durante la alimentacién.®> Sus factores de virulencia la definen como un
agente patdgeno, sin embargo, est4 presente minoritariamente en superficies
dentales sanas.® Es considerada cariogénica debido a su capacidad de sintetizar
grandes cantidades de polisacaridos extracelulares a partir de la sacarosa, su
potencial acidogénico y acidarico para metabolizar gran cantidad de carbohidratos

a acidos organicos y persistir en un ambiente acido y tolerar eloxigeno.>’8

Si bien, los avances tecnoldgicos actuales han permitido conocer que S. mutans
no es el Unico responsable del desarrollo de la caries dental, también han
corroborado fehacientemente el importante papel que desempefia en la alteracion
de la homeostasis de los microambientes orales, formando un medio rico en
polisacaridos extracelulares y de pH bajo. Condiciones favorables y necesarias
para el progreso de otras especies acidogénicas y aciddricas involucradas en el
progreso de la caries dental.®19 De alli que la reduccién de este microorganismo
en la cavidad bucal siga siendo uno de los objetivos principales de la investigacion
dirigida a prevenir o curar esta patologia.!

En ese sentido, la medicina tradicional y complementaria es una parte importante
y comunmente subestimada de los sistemas de salud. Es utilizada en diversos
paises del mundo para el restablecimiento de la salud, prevenir y tratar
enfermedades y debido a los efectos contrarios reportados por los farmacos
sintéticos'? su demanda y aceptacion se ha incrementado. Para muchas
personas, la fitoterapia representa la principal o Unica fuente de atencion sanitaria.
La fitoterapia de calidad, segura y eficaz contribuyen a restablecer la salud de la
poblacién, por ello la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) alienta la

investigacion y uso seguro de plantas medicinales.®®



Los actuales tratamientos utilizados contra la caries dental, se caracterizan por
tener efectos colaterales y propiciar el desarrollo de resistencia a los farmacos.
Por lo tanto, se necesita con urgencia el desarrollo de compuestos alternativos
eficaces contra las bacterias cariogénicas.* En los Ultimos afios se han estudiado
un mayor numero de productos derivados de plantas, con actividad antimicrobiana
frente a distintos microorganismos incluido S. mutans.’® Actualmente y por
recomendacion de la OMS, las plantas medicinales son consideradas como una
alternativa de solucion para contrarrestar a las enfermedades infecciosas que
afectan a la poblacion debido a que contienen una serie de compuestos bioactivos
como alcaloides, taninos, aceites esenciales y flavonoides que son reconocidos

por su potencial antimicrobiano.16

Erythroxylum coca (coca) en una planta medicinal propia de América del Sur,
adaptada y cultiva en territorio peruano. Diversas investigaciones destacan sus
capacidades farmacoldgicas y potencial antimicrobiano a nivel clinico vy
estomatolégico.’?1 sin embargo, debido a los efectos negativos de la cocaina,
uno de los principales compuestos bioactivos de la coca, esta planta es
incomprendida y muchas veces difamada, restandole la importancia y beneficios
otorgados por sus otros metabolitos secundarios.!?

En este contexto y analizada la realidad problematica se propone la siguiente
interrogante; ¢ Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico

de Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans ATCC 251757

Justifica esta investigacién tedricamente pues a pesar que se han realizado
diversas investigaciones con la planta E. coca, la mayoria estuvieron dirigidas a
demostrar propiedades diferentes a la antimicrobiana, y pocos estudios han
evaluado su potencial antibacteriano sobre bacterias cariogénicas, por lo que
dichas investigaciones no son concluyentes y aun existen vacios del conocimiento
gue pretendemos llenar con los resultados de esta investigacion. Este estudio
también tiene justificacion practica, pues si se comprueba su capacidad
antibacteriana sobre microorganismos orales potencialmente patdgenos, se
estaria contribuyendo a revalorar otras propiedades de esta planta y se generaria
el contexto teorico para la fabricacion de productos orales con principios activos

de la coca orientados al mantenimiento de la higiene oral y control microbiano.
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Esta investigacion presenta justificacion social pues el revalorar otras propiedades
de la planta ayudaria a eliminar el desprestigio y prejuicios del que esta llena
debido al estigma de la cocaina. Su justifican por conveniencia radica en que esta
investigacion se realiza con la finalidad de obtener el titulo profesional de Cirujano
Dentista en la Universidad César Vallejo previa sustentacion y aprobacién frente

a un jurado calificador.

Por ello, para responder el problema planteado se propone el siguiente objetivo
general; evaluar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones del
extracto hidroetanolico de Erythroxylum coca (coca) y de un control clorhexidina
0,12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. El cual se fundamento en los
siguientes objetivos especificos; Determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca (coca) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175. Determinar la concentracion minima
bactericida (CMB) del extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca (coca) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Como respuesta a priori al problema se plantea la siguiente hipétesis: A mayor
concentracion del extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca (coca) mayor

efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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MARCO TEORICO

Barbosa, et al??> (2021) en Brasil, evaluaron el efecto antibacteriano de
combinaciones hibridas de extracto etanolico (EREE) o fraccion enriquecida en
alcaloides (ERAF) obtenida de hojas de Erythroxylum revolutum y antibioticos
convencionales. Fue una investigacion experimental. La actividad antibacteriana
se evalud contra cepas estandar de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Los resultados mostraron que la concentracion minima
inhibitoria (CIM) tanto de EREE y ERAF fue = 1024 ug/mL. Sin embargo, Se
observé un efecto sinérgico total en las combinaciones hibridas ERAF +
gentamicina, ERAF + norfloxacina y ERAF + eritromicina contra S. aureus con una
reduccion significativa de la CMI del 84,7%, 75,0% y 89,85%, respectivamente.
Concluyeron que los datos resaltan la primera evidencia de fracciones de
alcaloides de E. revolutum en combinaciones hibridas con antibidticos, y que
propone al alcaloide de tropano como nuevo candidato potencial en combinacion
con antibidticos para el tratamiento de infecciones causadas por S. aureus.

Peretti, et al*® (2021) en Brasil, determinaron el rendimiento extractivo, el
contenido de espilantol y las actividades bactericida y antibiofilm de extractos
acuosos e hidroetandlicos de dos variaciones regionales de Acmella oleracea
contra Streptococcus mutans. Fue una investigacion experimental in vitro. Los
extractos hidroetandlicos se obtuvieron a partir de hojas y tallos. La concentracion
minima inhibitoria (CIM) y la concentracion minima bactericida (CMB) se
determind por microdilucion. Los extractos de hojas de la variacion de Para y el
tallo de la variacion de Amapéa presentaron el mayor contenido de espilantol y
fueron seleccionados para los ensayos antimicrobianos. Los resultados reportaron
gue la MIC y la MBC fue 125 pg/mL contra S. mutans en ambos extractos. En el
ensayo antibiofilm, el extracto etandlico de la variante de Para a 500 pg/mL
presento una inhibicion del 50,89% tras una sola aplicacion, similar a la inhibicién
generada por la clorhexidina al 0,12%. Concluyeron que los extractos de A.
oleracea son ricos en espilantol y muestran una notable actividad antibacteriana
contra S. mutans y podrian convertirse en un coadyuvante asequible utilizado en

productos dentales para prevenir y controlar la caries dental.
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De Carvalho, et al** (2021) en Brasil, analizaron los efectos antimicrobianos del
extracto hidroalcohdlico liofilizado y nanoparticulas de plata de semilla y flor de S.
cumini. Fue una investigacion experimental in vitro. El cribado fitoquimico se
realizd mediante Cromatografia de gases - espectrometria de masas. Las pruebas
de susceptibilidad a los antimicrobianos se analizaron mediante métodos de
microdilucién en caldo y difusion en agar sobre cepas ATCC de A. naeslundii, F.
nucleatum, S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, S. oralis, V. dispar y C. albicans.
Reportaron que todas las especies microbianas estudiadas fueron susceptibles a
los extractos de plantas y a las nanoparticulas de los extractos evaluados. El
extracto hidroalcohdlico de semilla generé la mayor zona de inhibicién sobre F.
nucleatum con 18 mm, seguido de V. dispar con 15 mmy A. naeslundiiy S. mutans
con 13 mm. El extracto hidroalcohdlico de la flor formo zonas de inhibicion de 15
mm sobre V. dispar Seguido de A. naeslundii con 14 mmy S. aureus con 12 mm.
La CIM y la CMB para S. mutans fue de 1.296,8 ug/mL y 2.593,7 ug/mL
respectivamente. Concluyeron que los extractos de semilla y flor de S. cumini

tienen accién antimicrobiana contra patdogenos de interés médico y dental.

Asma, et al?® (2021) en Argelia, evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de
los extractos de Salvadora persica y Juglans regia contra cepas microbianas de
la cavidad oral. Fue una investigacion experimental. Se prepararon las
concentraciones de 5, 10 y 15 mg/mL de cuatro extractos a base de éter de
petréleo, cloroformo, acetato de etilo y metanol. La actividad antimicrobiana se
determiné con el método de difusion en disco contra S. saprophyticus, P. vulgaris,
P. aeruginosa, S. aureus, S. marcescens, S. salivarius, S. mutans y C. albicans.
Los resultados mostraron que los extractos de J. regia fueron mas eficaces que
los extractos de S. persica. La mayor inhibicion se reportdé sobre S. mutans con
una media de inhibicion de 10,29 mm, seguido de S. salivarius con 9,75 mm, C.
albicans con 6,45 mm, P. vulgaris con 5,75 mm, S. aureus con 5,62 mm, S.
marcescens con 5,58 mm, P. aeruginosa con 4,87 mmy S. saprophyticus con 3,08
mm. Concluyeron que J. regia tuvo mayor eficacia antimicrobiana que S. persica
y que esta eficacia pudo estar correlacionada con el alto contenido de taninos y
compuestos fendlicos en los extractos de J. regia. Se demostrd que S. mutans fue

la bacteria mas sensible a todos los extractos de las dos plantas analizadas.
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Loyola, et al’! (2020) en Perl, compararon in vitro la actividad antibacteriana de
un extracto etandlico de Erythroxylum coca Lam y Schinus molle L. frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Fue una investigacion experimental. El
extracto etanolico se obtuvo a partir de hojas de coca y molle a través del método
de filtracion al vacio. Se evaluaron dos concentraciones de 50% y 75% y se
comparoé con clorhexidina al 0,12% utilizado como control positivo. La capacidad
antibacteriana se determiné por el método de difusién en disco. Reportaron halos
de inhibicién de 11,2 + 0,7 mm; 11,6 £ 0,5 mmy 11,3 £ 0,7 mm; 11,8 £ 0,5 mm
con la mayor concentracion de ambos extractos sobre S. mutans respectivamente;
sin embargo, no superaron el efecto del control positivo. Concluyeron que los
extractos etandlicos de coca y molle a concentraciones de 50% y 75% presentan

actividad antibacteriana frente a S. mutans ATCC 25175.

Schovelin, et al?® (2018) en Chile, evaluaron el efecto antibacteriano del extracto
acuoso de Origanum vulgare a diferentes concentraciones sobre el crecimiento in
vitro de Streptococcus mutans. Fue una investigacion experimental. El efecto
antibacteriano fue determinado mediante la medicion de halos de inhibicién por
una variante del método de difusion en disco que es el método del pozo de agar.
Los resultados no mostraron halos de inhibicion con las concentraciones de 1, 5
y 10 %; mientras que las concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 % formaron
halos de inhibicibn promedios de 14.3, 18.1, 19.8, 226 y 258 mm
respectivamente. La clorhexidina 0,12% utilizado como control positivo formé un
halo de inhibiciébn promedio de 14,8 mm. Concluyeron que el efecto antibacteriano
es directamente proporcional a la concentracion del extracto acuoso. Ademas, O.
vulgare podria ser utilizado como una alternativa de colutorio, pasta dental u otros

coadyuvantes de higiene bucal para prevenir la aparicién de caries.

Gamarra, et al’’ (2017) en Perq, realizaron el screening fitoquimico y determinaron
la actividad antioxidante y antibacteriana de los flavonoides y alcaloides aislados
de extractos etandlicos de hojas de Erythroxylum coca y Erythroxylum
novogranatense. Fue una investigacion experimental in vitro. La actividad
antibacteriana se determiné mediante el método de difusion en agar sobre S.
epidermidis, P. aeruginosa, S. aureus y E. coli. Reportaron que el extracto crudo

(2 g/mL) y los flavonoides totales de (0,5 g/mL) de E. coca formaron halos de
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inhibicidon de 23 y 21 mm sobre S. aureus), de 33 y 26 mm sobre S. epidermidis,
de 18 y 20 mm sobre E. coliy de 23 y 28 mm sobre P. aeruginosa respectivamente;
por su parte los extractos y flavonoides de E. novogranatense formé halos de
inhibicién de 22 y 23 mm sobre S. aureus, de 28 y 35 mm sobre S. epidermidis,
de 24 y 20 mm sobre E. coliy de 19 y 20 mm sobre P. aeruginosa respectivamente.
Concluyeron que en ambas especies se identificaron alcaloides, flavonoides,
fenoles y carbohidratos. El extracto de E. coca mostr6 mayor actividad
antibacteriana frente a S. aureus, S. epidermidis y E. coli.

Enciso, et al?® (2017) en Per(, determiné la actividad antibacteriana del extracto
de hoja de coca (Erythroxylum coca), sobre bacilos negro pigmentados (BNP).
Fue una investigacion experimental. La actividad antibacteriana fue determinada
mediante el Test de Difusion en Agar y el método de Dilucion. Las cepas de BNP
fueron aisladas a partir de bolsas periodontales de pacientes con enfermedad
periodontal. El extracto hidroalcohdlico de hoja de coca fue proporcionado por la
Empresa Nacional de la Coca (ENACO). Reportaron que los BNP solo presentan
sensibilidad frente al extracto de E. coca (halos de inhibicion de 9 -14 mm) en el
60% de los casos del extracto al 12,5% y 100% de concentracion. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) a las concentraciones de 12,5%.
Concluyeron que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de E. coca, si presenta

actividad antibacteriana frente a BNP a las concentraciones de 100% y 12,5%.

Negrete, et al?® (2015) en Bolivia, evaluaron la capacidad antibacteriana de la hoja
de coca (Erythroxylum coca) frente a bacterias ATCC de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Fue una investigacion experimental
in vitro. Las hojas de Erythroxylum coca Lam provinieron de los departamentos de
Cochabambay La Paz. Los extractos se obtuvieron por maceracion a partir de los
solventes solucion fisiologica, alcohol absoluto y cloroformo. La actividad
antibacteriana de los extractos se obtuvo por el método de dilucién sobre S.
aureus, E. coli y P. aeruginosa. Reportaron actividad antibacteriana sobre S.
aureus, pero no frente a E. coli y P. aeruginosa con los tres extractos utilizados.
Concluyeron que los preparados alcohdlicos de la hoja de E. coca presenta

capacidad antibacteriana frente a bacterias grampositivas.
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En ese sentido, muchas afecciones de la boca son reconocidas como problemas
de salud publica por su prevalencia, gravedad, impacto individual y comunitario.
Las enfermedades bucodentales se encuentran entre las enfermedades mas
prevalentes a nivel mundial y tienen graves cargas sanitarias y economicas, lo que
reduce en gran medida la calidad de vida de los afectados.’® Aunque las
enfermedades bucodentales se pueden prevenir, en gran medida, persisten con
una alta prevalencia, lo que refleja las desigualdades sociales y econdOmicas
generalizadas y la financiacion inadecuada para la prevencion y el tratamiento,
especialmente en los paises en vias de desarrollo. Como sucede con la mayoria
de las enfermedades no transmisibles, las afecciones bucales son cronicas y tienen
un marcado patron social. Estas patologias afectan todos los grupos etarios de
bajos recursos y con un acceso deficiente a la atencion dental. En muchos paises
pobres, las enfermedades bucodentales siguen sin tratarse en gran medida porque
los costos del tratamiento superan los recursos disponibles. Las consecuencias
personales de las enfermedades bucales crénicas no tratadas suelen ser graves y
afectan tanto al individuo como a su entorno familiar. El tratamiento de las
enfermedades dentales es muy caro en todos los paises por ello hacer frente a las
condiciones adversas de la salud bucodental requiere una accion coordinada por

parte de la sociedad, los sistemas de salud y el profesional odontolégico.31-34

La caries dental es una enfermedad dinamica multifactorial, mediada por
biopeliculas, promovida por la sacarosa que da como resultado la
desmineralizacion progresiva de los tejidos duros dentales. Esta enfermedad puede
ocurrir durante toda la vida, tanto en la denticion temporal como en la permanente,
dafiando la corona del diente y, posteriormente, las superficies radiculares
expuestas.3® La caries dental no tratada es considerada la patologia mas prevalente
a nivel mundial (el 50% de los nifios en todo el mundo la padecen) y su asociacion
con otras enfermedades sistémicas y la carga global de morbilidad ya ha sido
establecida.’%3! Si no se trata a tiempo, puede afectar no solo la funciéon de
masticacion sino también el habla, la sonrisa y el entorno psicosocial y la calidad

de vida de los individuos y de la familia.3®

El equilibrio entre factores patoldgicos y protectores influye en el inicio y progresion

de la caries.®® La dinamica de las lesiones cariosas depende principalmente de la
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presencia de carbohidratos fermentables, ausencia de oxigeno, otras condiciones
ambientales, bacterias y factores asociados al huésped. Lo que se conoce
actualmente de los microorganismos implicados en el inicio y progresion de la
caries aun es incompleto. Las bacterias acidégenas, aciduricas y acidofilicos mas
importantes son Streptococcus mutans, Bifidobacterium y Lactobacillus. Se ha
propuesto que S. mutans es iniciador del proceso cariogénico mientras que los

otros géneros estan involucrados en el progreso de la enfermedad.3’

Se ha establecido que aproximadamente 700 especies comprenden el componente
bacteriano del microbioma oral. La caries dental estd mediada por el microbioma
oral y los sustratos provenientes de la dieta. La transicion de la salud a la patologia
de la caries no es causada por la introduccién de patdégenos exdgenos, sino por
cambios en la estructura de la comunidad microbiana existente a nivel oral, es decir,
el paso de un estado eubiético a un estado disbidtico en el individuo. La evidencia
actual propone que el microbioma humano realiza diversas funciones que son
beneficiosas para el individuo. Se ha propuesto que una funcion principal de los
microorganismos residentes es actuar como barrera fisica y bioquimica para

prevenir la colonizacién de organismos exégenos.*®

La especie S. mutans esta fuertemente correlacionada con la caries dental. Esta
bacteria fermenta facilmente la sacarosa y otros carbohidratos para sintetizar
energia y acido lactico como producto de desecho. Por tanto, la acumulacion de
lactato es responsable de la acidificacién local del entorno de caries. En
consecuencia, el desarrollo de la caries estd marcado por un cambio en la
composicién de la comunidad supragingival de una que promueve la salud a una
gue promueve la enfermedad. Esta alteracién de la homeostasis en la composicion
de la comunidad microbiana, es un fendmeno comudn de las enfermedades
mediadas por microbiomas. Durante la exposicion frecuente a carbohidratos
fermentables, las regiones localizadas de pH bajo generadas por los productores
de lactato seleccionan aun mas los organismos aciduricos, lo que da como
resultado un ciclo de retroalimentacién positiva, que finalmente conduce a una

desmineralizacion altamente localizada.38:3°

La sacarosa dietética es especialmente cariogénica porque sus componentes

azucares de 6 carbonos, glucosa y fructosa, son utilizados por S. mutans para
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sintetizar sustancias poliméricas extracelulares (EPS) en forma de glucanos y
fructanos. La matriz de biopelicula extracelular, compuesta de EPS, glucoproteinas
y ADN extracelular, proporciona sitios de union para microbios incrustados, protege
contra la eliminacion de biopelicula durante los procedimientos normales de higiene
bucal y contribuye a la generacion de regiones altamente localizadas de pH bajo al
inhibir el intercambio de saliva. EI EPS también tiene la capacidad de alterar la
difusidbn y secuestrar antimicrobianos, lo que tiene implicaciones para la
intervencion terapéutica. Se ha observado que las exoenzimas de la
glucosiltransferasa (Gtf) secretadas por S. mutans se unen a la superficie de las
células de Candida albicans y funcionan para sintetizar mas glucanos. De esta
manera, las hifas de C. albicans actian como andamios fisicos importantes para el
desarrollo de microcolonias de S. mutans y otros organismos que contribuyen al

progreso de la caries dental.3%-4?

Si bien la caries es una enfermedad polimicrobiana, la orientacion selectiva de S.
mutans en las biopeliculas dentales se considera un enfoque adecuado para su
prevencion. Esto se debe principalmente a que la sintesis de glucanos insolubles a
partir de sacarosa por S. mutans es fundamental para la formacién de una matriz
de biopelicula estable que facilita la colonizacién bacteriana de la superficie del
diente y, al mismo tiempo, sirve como barrera de difusion ayudando a mantener la
acidez para el progreso de otras bacterias cariogénicas. Una de las lineas de
pensamiento actuales en la prevencién de la caries dental es que puede ser posible
detener el desarrollo de biopeliculas cariogénicas dirigiendose selectivamente a S.
mutans de manera que el microbioma oral asociado con la salud no se vea

afectado.4142

Durante las dltimas décadas diversos productos quimicos han demostrado ser
eficaces contra S. mutans y prevenir la caries dental, sin embargo, conforme ha
pasado el tiempo y su uso se generalizd también se han ido reportando efectos
adversos en el microbioma oral y en los usuarios. Entre los agentes antimicrobianos
desarrollados para atacar las bacterias orales que causan enfermedades orales,
destacan el fluoruro, la clorhexidina y las sales de amonio cuaternario. El fluoruro
es el anion mas simple del flior, pero es uno de los agentes de prevencion de caries

de mayor éxito, especialmente para prevenir la caries dental. Sin embargo, la

18



fluorosis dental y esquelética, asi como el desarrollo de bacterias orales resistentes
al fluoruro, ha llevado a reconsiderar la administracion de fluoruro. Por otro lado, la
clorhexidina es una polibisguanida cationica que fue uno de los primeros agentes
antisépticos propuestos para la caries dental y ha demostrado ser el mas eficaz.
Hasta la fecha, la clorhexidina sigue siendo el "estandar de oro" de los agentes
antiplaca.** La clorhexidina es activa contra bacterias grampositivas vy
gramnegativas, anaerobios facultativos, aerobios y levaduras al dafiar la membrana
citoplasmatica interna. Pero su uso constante ha demostrado que puede causar
genotoxicidad al inducir dafio al ADN en leucocitos, células renales y células de la
mucosa oral, también puede inducir la apoptosis celular, pigmentacion dental y
alteracion de la percepcion de los sabores. Las sales de amonio cuaternario se
utilizan ampliamente como agentes antimicrobianos. Desde 1970 en adelante se
han incorporado en enjuagues bucales para inhibir la placa oral. A consecuencia
de su uso se han reportado efectos secundarios que incluyen sintomas
gastrointestinales, coma, convulsiones, hipotension y muerte, ademas de

resistencia bacteriana. 4144

Todos estos efectos colaterales, asociados al uso de productos quimicos en el
control de S. mutans y de la placa dental ha propiciado el surgimiento de nuevos
enfoques prometedores para el desarrollo de nuevas estrategias anticaries que se
dirigen especificamente a S. mutans dentro de los cuales encontramos el uso de
productos de origen vegetal. Diversas plantas catalogadas como medicinales se
vienen investigando en la busqueda de alternativas saludables y seguras y sin los
efectos adversos reportados por las sustancias sintéticas para controlar a esta
bacteria.®?#% En ese sentido, el género Erythroxylum contiene especies utilizadas
por los pueblos indigenas de América del Sur mucho antes de la domesticacién de
las plantas. Se pueden encontrar mas de 200 especies diferentes de Erythroxylum
en América del Sur, el Caribe, Africa, India, Asia tropical y Oceania. Las dos
especies cultivadas en América del Sur son E. coca y E. novogratense, cada una
con dos variaciones adaptadas a diferentes topografias, condiciones de suelo y
clima. Las mejores condiciones se encuentran en los valles subtropicales de la

vertiente andina del Amazonas.*
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Aparte de fibras, aceites esenciales, minerales y vitaminas, las hojas de coca
contienen hasta 15 tipos de alcaloides en cantidades variables. Debido al enfoque
en la cocaina, ha habido poca investigacion sobre las propiedades de los otros
alcaloides de la hoja. De hecho, el uso de productos beneficiosos de esta planta
con fines medicinales se esta convirtiendo en el foco de varios paises y grupos
cientificos. Ademas, con las capacidades cada vez mayores de los andlisis
quimicos y genéticos, la especie E. coca se esta sometiendo a nuevos estudios que
identifican su potencial para el desarrollo futuro de medicamentos. Se ha propuesto
que la amplia distribucion del género Erythroxylum ha llevado a sus especies
miembros a enfrentar diversos climas, tipos y nutrientes de suelos, plagas, lo que
ha dado como resultado una amplia gama de adaptaciones que incluyen la sintesis

de multiples metabolitos con potencial biomédico.?!

El valor potencial de la hoja de coca en la medicina contemporanea se hipotetiza
con base tanto en los informes de la medicina tradicional como en el pequefio
namero de estudios que han logrado superar las limitaciones legales, las barreras
logisticas y el estigma que rodea a esta planta. Sin embargo, se necesita mas
trabajo para explorar las moléculas y las interacciones detrds de los efectos
fisiolégicos observados. En ese sentido, Las culturas tradicionales andinas le
atribuyen a la coca efectos dentales positivos, dentro de los que destacan el
blanqueamiento dental, promover la recuperacion de las encias, atenuar el dolor de
dientes, curar diversas infecciones y lesiones orales. Algunos reportes resaltan su
capacidad antibacteriana sobre los microorganismos periodontopatégenos y

capacidad antiséptica general.*®
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METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

Tipo y disefio de investigacion

Investigacion de tipo basica. Este tipo de investigacion tiene como objetivo
aumentar la generacidon de nuevo conocimiento cientifico, a través de
estudios experimentales o tedricos que se realizan primordialmente para
esclarecer los fundamentos de los fendbmenos y hechos observables en la

realidad.4’

Investigacion de disefio experimental puro. Es aquel disefio en la que las
unidades de ensayo o los sujetos son asignados a los grupos experimentales
al azar, se manipula la variable independiente y se intentan controlar las
variables extraflas para investigar el efecto de una o mas variables

independientes sobre la variable dependiente.*®
Variables y operacionalizacién

Variable Independiente: Extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca
(coca). Variable cuantitativa. Se define conceptualmente como el producto
total que contiene fitoquimicos obtenido a partir de la maceracion en solvente

organico polar del material vegetal seco de E. coca (Anexo 1).%°

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175. Variable cuantitativa. Se define conceptualmente
como la capacidad de una sustancia de inhibir el crecimiento de S. mutans
ATCC 25175 de forma temporal o permanentemente en condiciones de
laboratorio (Anexo 1).%°

Poblacién (criterios de seleccidon), muestra, muestreo, unidad de
andlisis

La poblacién la constituy6é la planta Erythroxylum coca (coca) y la cepa
bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175. La muestra estuvo
conformada por 5 concentraciones (5, 10, 15, 20, y 25 mg/mL) del extracto
hidroetandlico de E. coca y la concentracion del indculo de S. mutans ATCC
25175 equivalente a 1,5x10%8 UFC/mL.
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En los estudios experimentales no existe el muestreo. Esta fase, es
equivalente al célculo del nimero de unidades de ensayo o repeticiones
(Anexo 2). En ese sentido mediante el desarrollo de la férmula para el célculo
de las repeticiones se establecié que las unidades de ensayo fueran 10 por
cada grupo experimental®® (Anexo 3). Se establecieron 7 grupos
experimentales que corresponden a las 5 concentraciones del extracto, un
grupo control positivo (clorhexidina 0,12%) y el grupo control negativo
(Dimetilsulfoxido 1%). Realizados los célculos respectivos se obtuvo que el
namero total de unidades de ensayo sea 70 de la siguiente manera: Grupo
1 (concentracion de extracto 5 mg/mL); Grupo 2 (10 mg/mL); Grupo 3 (15
mg/mL); Grupo 4 (20 mg/mL); Grupo 5 (25 mg/mL); Grupo 6 (Clorhexidina
0,12% = control positivo); Grupo 7 (DMSO 1% = control negativo) (Anexo 2).

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La confiabilidad de los datos obtenidos se garantiz6 mediante la utilizacion
de métodos y técnicas estandarizados por el Clinical and Laboratory
standard institute (CLSI).5? Se utilizé el método espectrofotométrico para la
estandarizacion del indculo bacteriano de S. mutans ATCC 25175. El método
de siembra por dispersion en superficie fue empleado para la inoculacién
microbiana. El extracto hidroetandlico fue obtenido por maceracion en
agitacion constante. El efecto antibacteriano fue determinado mediante el
método de difusion en disco. La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) se calcularon por el test de
microdiluciéon.®>%6 El procesamiento microbiolégico fue realizado por un

especialista en microbiologia (Anexo 3-4).

3.5. Procedimientos
Obtencion y certificacion del material vegetal

Las hojas de Erythroxylum coca (coca) fueron proporcionadas por La Empresa
Nacional de la Coca (ENACO S.A) sede Cuzco quienes otorgaron también la

certificacion de identificacion botanica (Anexo 5).
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Obtencion del extracto hidroetandlico y dosificacion

Las hojas de E. coca (coca) fueron transportadas al laboratorio de
Investigacion Science Experiment E.ILR.L. en la ciudad de Trujillo donde se
realizd la clasificacion y seleccion del material vegetal adecuado para la
obtencion del extracto. EI material clasificado fue lavado con agua corriente,
escurridas y secadas en estufa a 40 °C durante 48 horas. Después del secado
se procedio a la molienda en molino artesanal y el material pulverizado se
peso en balanza analitica. Posteriormente se depositdé en un matraz protegido
de la luz con papel aluminio para la extraccion hidroetandlica mediante
maceracion con agitacion durante 72 h / 40 °C en agitador magnético con
calefacciéon marca FOUR E'S Scientific modelo MI0102003. Después de este
proceso se separé el sobrenadante y se filtr6 dos veces con papel de filtro
Whatman N° 1 y N° 2. Al extracto filtrado se le secé a calor seco en estufa
microbioldgica a 38 °C durante 24 h. Las 5 concentraciones del extracto se
prepararon a partir de la disolucion del extracto seco total utilizando como
solvente dimetilsulféxido al 1 % (DMSO Sigma®) (Anexo 6).5256

Obtencion de la cepa de S. mutans ATCC 25175

La bacteria liofilizada y certificada de S. mutans cepa ATCC 25175, fue

adquirida de la empresa de GenLab del Pera S.A.C (Anexo 6).

Preparacién de medios de cultivo y condiciones microbioldgicas

La cepa de S. mutans ATCC 25175 fue reactivada en caldo Mueller-Hinton
(Merck®) y mantenida en fase logaritmica en Mitis Salivarius Agar
(Lioflmchem®). Fue incubada en microaerofilia a 37 °C por 24 h. El medio de
cultivo Mitis Salivarius Agar (Liofimchem®) fue utilizado también para la
determinacion del efecto antibacteriano®2°¢ (Anexo 6).
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Obtencion y estandarizacion del inoculo bacteriano

El in6dculo bacteriano se preparé a partir de S. mutans desarrollado en medio
de cultivo solido. Mediante espectrofotometria se logré estandarizar el indculo
en espectrofotometro de luz visible marca Kyntel® modelo KV-1200. La
concentracion del in6culo se estableci6 en 1,5 x108 UFC/mL con una
absorbancia de 0,09 a una longitud de onda de 625 nm (Anexo 6). 5256

Evaluacion del efecto antibacteriano y determinacion de la CMlIy CMB
Método Difusion en Disco

Elinéculo de S. mutans ATCC 25175 preparado y estandarizado previamente
fue sembrado en las superficies de placas con Mitis Salivarius Agar
(Lioflmchem®). Una vez inoculadas todas las placas se dejaron reposar
durante 15 minutos e inmediatamente se colocaron los discos de sensibilidad
con las concentraciones del extracto y los controles. Se sellaron las placas
con cinta Parafilm y se incubaron en estufa microbiolégica marca Kyntel
modelo HHA-12 a 37 °C durante 24 h (Anexo 6). 52-5

Método de Microdiluciéon

Se utilizé una microplaca estéril de 96 pocillos con tapa. En los pocillos de la
microplaca codificados con numeros del 1 al 7 se colocaron las
concentraciones del extracto y los controles. Los pocillos codificados con
letras de la A hasta la H fueron las repeticiones de los ensayos. Con ayuda de
una micropipeta se agrego a cada pocillo 50 pL de las concentraciones de los
extractos y 50 pL del indculo bacteriano. El volumen final en cada pocillo fue
de 100 pL. Las microplacas se incubaron a 37°C °C por 20 horas. Finalizada
la incubacion se tomo una alicuota de cada uno de los pocillos donde no se
observd crecimiento microbiano y se inocularon placas con Mitis Salivarius

Agar (Liofilmchem®) para la corroboracion de la CMI'y CMB (Anexo 6). 5256
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3.6.

3.7.

Lectura de resultados.

Los resultados en el método de discodifusion se reportaron mediante halo de
inhibicion en mm segun concentracion o sustancia evaluada. La medicién de
las zonas de inhibicion se realiz6 con un vernier mecanico marca Starrett®.
Estas mediciones se reportaron en mm segln tratamiento + desviacion
estandar y registrados en la ficha de recoleccion de datos (Anexo 4). Se
establecio que la CMI fue la concentracion mas baja en la que no se aprecia
crecimiento bacteriano. La CMB se determiné mediante la ausencia de UFC
en las placas con Mitis Salivarius Agar (Liofilmchem®) sembradas a partir de
los pocillos donde no se observé crecimiento bacteriano (Anexo 6). 5256

Método de andlisis de datos

Los datos recabados se registraron en una ficha de recolecciéon de datos
(Anexo 4) y se tabularon en el programa Excel 2019. El analisis estadistico se
realizé en SPSS v.26. Para establecer la normalidad de los datos se aplico la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se realiz6 analisis paramétrico de
comparacion de medias mediante ANOVA unidireccional y la significancia
estadistica se determiné por el test de comparaciones multiples de Tukey con

un nivel de confianza del 95% (Anexo 7).5%

Aspectos éticos

Se garantizo la ética en la investigacion experimental mediante cumplimiento
de las normas de bioseguridad, gestion, disposicion y eliminacién de residuos
biocontaminados establecidas en el Manual de Bioseguridad y Gestion de
residuos comunes y biocontaminados del laboratorio Science Experiment
E.l.R.L.; del Ministerio de Salud (MINSA)>" y de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS).58
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RESULTADOS

Tabla 1. Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca (coca) y de un
control clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Halo de inhibicion en mm
Media D.E* Minimo Maximo P**
5 mg/mL 16,37 0,485 15,5 17,0
10 mg/mL 18,45 0,384 18,0 19,0
Streptococcus 15 y/mL 20,13 0,245 19,8 20,5
mutans 0,000
ATCC 25175 20 mg/mL 22,62 0,312 22,0 23,0
25 mg/mL 24,22 0,365 23,4 24,6
DMSO 1% 0,00 0,000 0,00 0,0

CLX 0,12% 1455 0,896 13,5 16,0

Bacteria Concentracion

Fuente: Base de datos

*D. E= Desviacién estandar.

** p = Sig. = Significancia (HSD Tukey?).
DMSO= Dimetilsulfoxido

CLX= Gluconato de Clorhexidina

En la tabla 1 se muestran las medias de halos de inhibicion formados por las 5
concentraciones del extracto hidroetandlico de E. coca (coca) un control positivo
gluconato de clorhexidina 0,12% y un control negativo dimetilsulfoxido (DMSO)
1%. La concentracion de 5 mg/mL del extracto form6 un halo de inhibicion
promedio de 16,37 £0,485 mm; la concentracion de 10 mg/mL formo un halo de
18,45 £ 0,384 mm; la concentracién de 15 mg/mL un halo de 20,13 £ 0,245 mm;
la concentracion de 20 mg/mL un halo de 22,62 + 0,312 mm y la concentracion
de 25 mg/mL un halo de inhibicién promedio de 24,22 + 0,365 mm. El control
positivo formd una zona de inhibicion de 14,55 + 0,896 mm. No se reporta
inhibicion del control negativo. Existe diferencia estadisticamente significativa

(p<0,05) entre todos los tratamientos evaluados.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroetandlico de

Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

CONCENTRACION mg/mL / %

BACTERIA
5 10 15 20 25 C-*  C+**

S. mutans

ATCC 25175 - - - - e -

CMI

Fuente: Base de datos

(+) = Presencia de crecimiento Bacteriano.
(-) = Ausencia de Crecimiento Bacteriano.
CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

En la tabla 2 se reporta la determinacion de la concentracidn minima inhibitoria
(CMI) del extracto hidroetandlico de E. coca (coca) sobre S. mutans ATCC
25175. No se observo crecimiento bacteriano aparente en ninguna de las
concentraciones evaluadas. Por ello, al ser la concentracion de 5 mg/mL la
concentracion mas bajo donde no se observa crecimiento bacteriano se

constituye en la concentracién minima inhibitoria (CMI).
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Tabla 3. Concentracién minima bactericida (CMB) del extracto hidroetandlico de

Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

CONCENTRACION mg/mL / %

BACTERIA
5 10 15 20 25  C-

S. mutans
ATCC 25175 - - - - T

CMB

Fuente: Base de datos

(+) = Presencia de crecimiento Bacteriano.
(-) = Ausencia de Crecimiento Bacteriano.
CMB: Concentracion Minima Bactericida.

En la tabla 3 se reporta la determinacion de la concentracion minima inhibitoria

bactericida (CMB) del extracto hidroetandlico de E. coca (coca) sobre S. mutans

ATCC 25175. No se observo crecimiento bacteriano aparente en ninguna de las

concentraciones evaluadas. Para la determinacion de la CMB se sembré6 en Mitis

salivarius agar una alicuota de cada uno de los pocillos correspondientes a las

concentraciones del extracto avaluadas. Después del proceso de incubacién no

se observé crecimiento de UFC en las placas sembradas por lo que la

concentracion de 5 mg/mL también fue la CMB.
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DISCUSION

En la presente investigacion se evalud el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroetanolico de Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175. Los resultados reportados mostraron que las cinco
concentraciones del extracto evaluadas (5,10, 15, 20 y 25 mg/mL) fueron
capaces de inhibir el desarrollo de esta bacteria cariogénica. Ademas, se pudo
comprobar que el efecto antibacteriano es directamente proporcional a la
concentracion del extracto. Estableciéndose que a mayor concentracion del
extracto mayor inhibicion bacteriana. Las zonas de inhibicion formadas fueron
de 16,37 £ 0,485 mm para la concentracion de 5 mg/mL, en el caso de la
concentracion 10 mg/mL el halo formado fue de 18,45 + 0,384 mm; mientras que
para la concentracion de 15 mg/mL se formo un halo promedio de 20,13 + 0,245
mm; la concentracion de 20 mg/mL formd6 un halo de 22,62 + 0,312 mm y
finalmente la concentracién de 25 mg/mL un halo de inhibicibn promedio de
24,22 + 0,365 mm. El control positivo formé un halo de inhibicion de 14,55 +
0,896 mm. La concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) fue 5
mg/mL. Como se menciong lineas arriba, solo existe una investigacion en la ha
evaluado el efecto antibacteriano del extracto de Erythroxylum coca sobre
microorganismos orales. Pero debido a que es una investigacion experimental,
este tipo de investigacion permite contrastar los resultados con especies

vegetales del mismo género o la misma familia taxonémica.

En ese sentido, Barbosa, et al’? evaluaron el efecto antibacteriano de
combinaciones hibridas de extracto etandlico y fraccion enriquecida en
alcaloides obtenida de hojas de Erythroxylum revolutum y antibidticos
convencionales. Establecieron que la concentracion minima inhibitoria (CIM) de
ambas sustancias sobre Staphylococcus aureus fue = 1024 ug/mL. Estos
resultados son similes a los reportados en esta investigacion. Primero porque
ambas especies de plantas pertenecen al mismo género vegetal, ademas las
especies bacterianas evaluadas presentan no solo la misma reaccion a la tincién
de gram (grampositivas) sino que comparten la misma morfologia (cocos).
Teniendo en cuentas esas similitudes si hacemos una pequefia conversion de

Hug a mg podemos ver que la CIM reportada por Barbosa, et al?? es equivalente
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es equivalente a 1,024 mg/mL. En la investigacion realizada la menor
concentracion evaluada fue 5 mg/mL y esta fue tanto la CMI como la CMB.
Ambos resultados son coherentes con lo establecido por Restrepo, et al*® quien
afirma que en los extractos y aceites esenciales de diversas especies del género
vegetal Erythroxylum existen biomoléculas con capacidad inhibitoria microbiana
como los taninos y flavonoides que le otorgan a esta planta su potencial

antiséptico.

Del mismo modo, Peretti, et al>> determinaron las actividades bactericida y
antibiofilm de extractos acuosos e hidroetandlicos de dos variaciones regionales
de Acmella oleracea contra Streptococcus mutans. Esta planta pertenece a la
misma familia vegetal que la especie Erythroxylum coca. Ellos reportaron que
reportaron que la CMI y la CMB fue 125 pg/mL contra S. mutans en ambos
extractos. Estos resultados difieren con los reportados en esta investigacion
pues tanto la CMI como la CMB reportada por Peretti, et al® es mucho menor a
la del presente estudio. Este contraste podria estar relacionado a que son
especies vegetales distintas y que si bien pertenecen a la misma familia no
necesariamente contienen los mismos principios bioactivos, pues la diversidad y
cantidad de estos estd determinada por una serie de factores dentro de los que
se incluyen los geograficos, ambientales, nutricionales, patdégenos y otros
factores adversos. La hoja de coca utilizada en este estudio fue proporcionada
por ENACO y es cultivada en condiciones controladas, quiza eso pudo influir en
gue sea necesaria mayor concentracion del extracto para demostrar efectividad

antibacteriana.

Por su parte, De Carvalho, et al** analizaron los efectos antimicrobianos del
extracto hidroalcohdlico liofilizado y nanoparticulas de plata de semilla y flor de
Syzygium cumini. Reportaron halos de inhibicion de 13 mm sobre S. mutan con
una CMI de 1.296,8 pg/mL y una CMB de 2.593,7 yg/mL. Como se puede
apreciar, estos resultados son cercanos a los reportados en esta investigacion y
similares a los comunicados por Barbosa, et al?2. Para entender la similitud es
necesario realizar la equivalencia de las concentraciones establecidas como CMI
y CMB. Asi tenemos que 1296,8 ug/mL es igual a 1.29 mg/mL; y 2593,7 ug/mL

es igual a 2,59 mg/mL. Concentraciones cercanas a los 5 mg/mL del extracto
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total de E. coca, establecidas como CMI y CMB contra S. mutans en el presente
estudio. Del mismo modo, Asma, et al?> evaluaron la actividad antimicrobiana in
vitro de los extractos de Salvadora persica y Juglans regia contra cepas
microbianas de la cavidad oral. Ellos evaluaron las concentraciones de 5, 10 y
15 mg/mL que estan incluidas dentro de las 5 concentraciones estudias en esta
investigacion. Ellos reportaron que la bacteria mas afectada por el efecto
antibacteriano de estos extractos fue S. mutans con una media de inhibicion de
10,29 mm. Estos resultados se relacionan con los resultados reportados en esta
investigacion desde el aspecto que S. mutans es sensible a los principios activos
vegetales con capacidad antibacteriana, sin embargo, contrastan respecto a la
potencia de la inhibicidn. Pues en este estudio se reportd una media de inhibicién
de 16,37 = 0,485 mm con la concentracion de extracto mas baja que fue 5 mg/mL
mientras que la inhibicién en promedio comunicada por Asma, et al®® fue de solo
10,29 mm. Un factor importante que pudo haber influenciado en los resultados
es probablemente que son especies vegetales distintas, y que el tipo de extractos
evaluados también fueron diferentes y el tipo de extracto es un punto clave a la
hora de valorar la efectividad de un producto de origen vegetal pues el tipo de
solvente y el método de extraccion influyen en la capacidad de recuperar la

mayor cantidad y tipos de principios activos a partir del material vegetal.

Una investigacion base para el desarrollo de este estudio fue la realizada por
Loyola, et al?* también en territorio peruano. Ellos compararon in vitro la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Erythroxylum coca Lam y Schinus molle
L. frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 pero la diferencia con esta
investigacion es que Loyola, et al?! evalud concentraciones porcentuales de los
extractos preparados. Reportaron halos de inhibicion de 11,2 + 0,7 mm con la
concentracion de 50% y de; 11,6 £ 0,5 mm con la concentracion de 75% del
extracto de E. coca sobre S. mutans. Estos resultados son congruentes con los
reportados por Asma, et al ?®> pero difieren respecto a la potencia del efecto

antibacteriano con los resultados de la investigacion realizada.

Similares resultados fueron reportados por Schovelin, et al?® quienes evaluaron
el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Origanum vulgare a diferentes

concentraciones sobre el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans.
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Establecieron que las concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 % formaron halos
de inhibicion promedios de 14.3, 18.1, 19.8, 22.6 y 25.8 mm respectivamente. La
clorhexidina 0,12% utilizado como control positivo formd un halo de inhibicion
promedio de 14,8 mm. Estos resultados son similares a los reportados en la
presente investigacion desde la perspectiva de la potencia del efecto
antibacteriano, pues los halos formados son muy cercanos a los de este estudio.
De igual manera, Gamarra, et al’’ en Perl y Negrete, et al29 en Bolivia
determinaron la actividad antioxidante y antibacteriana de los extractos,
flavonoides y alcaloides aislados de extractos etandlicos de hojas de
Erythroxylum coca y Erythroxylum novogranatense. Reportaron que el extracto
crudo (1 g/mL) y los flavonoides totales de (0,5 g/mL) de E. coca formaron halos
de inhibicion de 23 y 21 mm sobre S. aureus y de 33 y 26 mm sobre S.
epidermidis. Mientras que E. novogranatense formé halos de inhibicion de 22 y
23 mm sobre S. aureus, de 28 y 35 mm sobre S. epidermidis. Bajo el mismo
contexto, Enciso, et al?® determinaron la actividad antibacteriana del extracto de
hoja de coca (Erythroxylum coca), sobre bacilos negro pigmentados (BNP).
Comunicaron la formacion de halos de inhibicion de 9 -14 mm con la
concentracion de 12,5% y 100% del extracto. Estas investigaciones comprueban
que los extractos totales de especies del género Erythroxylum y de otras
especies de la clase Magnoliopsida obtenidos con solventes organicos polares
tienen gran potencial antimicrobiano sobre bacterias grampositivas y
gramnegativas entre las que se incluye la bacteria cariogénica S. mutans. Sin
embargo, es necesario continuar con las investigaciones que permitan
esclarecer que sustancias bioactivas presentes en los extractos totales de estas
plantas son las responsables del efecto antibacteriano de tal manera de que
puedan ser identificadas, purificadas e incorporadas a productos orales para
inhibir el desarrollo de S. mutans y de esa manera evitar el progreso de la caries

dental en la poblacion mundial.
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VI.

CONCLUSIONES

1. El extracto hidroetandlico de Erythroxylum coca (coca) presenta efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 en todas las
concentraciones evaluadas superando al control gluconato de clorhexidina
0,12%.

2. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroetandlico de

Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 fue 5
mg/mL.

3. La concentracion minima bactericida (CMB) del extracto hidroetandlico de

Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 fue 5
mg/mL.
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VII.

RECOMENDACIONES

1. Establecer a que componente(s) bioactivo(s) presente en el extracto
hidroetandlico total de Erythroxylum coca (coca) se debe la actividad

antibacteriana reportada en el presente estudio.

2. Determinar si la concentracion de 5 mg/mL tiene algun efecto citotdxico a en

cultivos provenientes de lineas celulares orales.

3. Determinar si la concentracion de 5 mg/mL tiene algun efecto genotoxico en

cultivos provenientes de lineas celulares orales.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Definicién Definicidon Dimensiones Indicador Escala
conceptual operacional
Extracto Producto_total que Cantidad en mg del 5 mg/mL
hidroetandlico . cont,lerle extracto 10 mg/mL
de fitoquimicos hidroetandlico seco ” 15 mg/mL De
Erythroxylum | Obtenido a partir total de E. coca Concentracion 20 mg/mL Razén
coca de la maceracion | (coca) diluido en un mg /mL. 25 mg/mL
(coca) en solvente solvente inerte de
organico polar del DMSO 1%.
material vegetal
seco de E. coca.*
Capacidad de una For_macic')n 0 Sin efecto Ha!qs _qe
. ausencia de halo de Inhibicion
Efecto su_sta_nc_:la de inhibicion y de UFC 0 mm = Sin
antibacteriano inhibir el de S. mutans ATCC efecto
in vitro sobre | Crecimiento de S. 25175 al ser Efecto
Streptococcus mutans ATCC expuesta a 5 Bacteriostatico | <12mm= De
mutans ATCC 25175 de forma | concentraciones del Efecto Razén
25175 temporal o extracto Bacteriostatico
permanentemente hidroetandlico total
en condiciones de | de E. coca (coca) Efecto > 14 mm =
laboratorio.>° bactericida Efecto
bactericida
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ANEXO 2

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Se desarroll6 la férmula para la determinacion del nimero de unidades de ensayo

(repeticiones) en estudios experimentales:

W W2 Zp +14 22
n= W2

Donde:

n: Niamero minimo de repeticiones a realizarse en la investigacion.
Za: Valor correspondiente al nivel de confianza asignado.

ZB: Valor correspondiente al valor estadistico.

W: Eficiencia minima observable.

W-— W?-Zs +1,4 -7
w2

n =

08— (0.8)% - (0.842) + 1,4 (1.96)°
n= (0.8)2

0.8 — (0.64). (0.842) + 1,4 (3.842)
n =
0.64

n=9

Reemplazando los valores en la férmula se obtiene que el nUmero de repeticiones
necesarias son 9. Entonces cada grupo experimental estuvo conformado por 10
unidades de ensayo (1 ensayo original + 9 repeticiones). Debido a que fueron 7

grupos (5 concentraciones y 2 controles) el total de unidades de ensayo fueron 70.
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ANEXO 3

CONSTANCIA DE EJECUCION MICROBIOLOGO

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory)

CONSTANCIA

La que suscribe, Rubi Jackeline Espinola Aguime identificada con DNI Ne
43303261, Bidloga Microbidloga, especialista en Andlisis Clinico y
biolégicos con CBP Ne 8258; hace constar gque ha colaborado como
microbidloga especidlista en la ejecucion de la investigacion fitulada:
“Efecto antibacteriano in vilro del extracto hidroetanélico de Erythroxylum
coca (coca) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175", de los Sres.
Delgado Pacco Cleofé, identificada con DNI Ne 46057931 y Quispe
Ccanchi Kenneth, identificado con DNI Ne 42088478 bachileres en
Estomatologia de la Universidad Alas Peruanas y estudiantes del Taller de
Titulacién para Universidades No Licenciadas de la Universidad César
Vallejo. La ejecucion de la investigacion fue realizada entre el 12 de julio y
el 12 de agosto del 2021 en el Laboratorio de investigacion Science

Experiment E.I.R.L, de la Ciudad de Trujillo.

Se expide la presente a solicitud de los interesados, para los fines que

estimen conveniente.

Trujillo, 13 de agosto de 2021.

Biologo Microbidlogo
C.B.P 8258

SCIENCE EXPERIMENT 5\, | 5 Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Truillo. Telf. 983771019
Research Laboratory



ANEXO 4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

¢ SCIENCE EXPERIMENT

Research Labovatorg

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Titulo de Tesis: Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de

Erythroxylum coca (coca) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Autores:

Bach. Delgado Pacco Cleofé

Bach. Quispe Ccanchi Kenneth

Microbidlogo Especialista:

Mblgo. Esp. Rubi Jackeline Espinola Aguirre

METODO DE DIFUSION EN DISCO

HALOS DE INHIBICION EN mm

cLX*

0,12%
15,5
13,5
14,0
16,0
14,0
14,0
13,5
15,5
14,5
15,0

DMSO*
1%
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Trujillo, 13 de agosto de 2021.

REPETICIONES 5 10 15 20 25
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL

1 16,3 18,5 20,1 22,6 242
2 16,0 18,9 19,9 22,0 245
3 16,5 18,0 20,1 225 23,4
4 15,9 18,8 20,4 229 24,5
5 17,0 19,0 20,3 23,0 24,6
6 16,8 18,0 19,8 23,0 240
7 15,5 18,5 20,3 22,8 24,4
8 16,4 18,6 19,8 225 241
9 17,0 18,0 20,5 224 245
10 16,3 18,2 20,1 225 24,0

*CLX= Gluconato de clorhexidina.

** DMSO= Dimetilsulféxido.

Bidlogo Microbidlogo
CB.P8258

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory

Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 949388950



ANEXO 5

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE PLANTA

2
&2 ENACO SA.
33 Empresa Nacional de la Coca S.A.

NST A DE ENTREGA DE HOJA A

La Empresa Nacional de la Coca S A. hace entrega de 0.50 kilos de hojas de
coc°. del tipo HOTI (procedente de los valles de La Convencioén Cusco) a
esfudiantes de la niversidad Cesar Vallejo, Srtas. Deigado Pacco Cleofe y
Q}Jlspe Ceanchi Kenneth, para fines de investigacién corresponden al
genero ERYTHROXYLUM.

Bl producto entregado es para determinar el origen de la muestra de la hoja
de coca que se utilizarg en la ejecucién de la tesis denominada “EFECTO
ANTIBACTERIANO EN VITRO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE ERYTHROXYLUM
COCA SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175"

Cusco, Junio del 2021.

L et
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ANEXO 6

GALERIA FOTOGRAFICA PROCEDIMIENTO

MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS

HISOPOS DE MADERAESTERIL 6" | -
100 UNIDADES

1 | Incubadora microbiol6gica 7 | Agua destilada y Etanol absoluto
2 | Molino artesanal 8 | Mitis Salivarius Agar

3 | Espectrofotometro VIS 9 | Cepa estandar de S. mutans

4 | Autoclave 10 | Material vegetal de E. coca

5 | Balanza analitica y vernier mecanico 11 | Micropipeta rango variable

6 | Agitador magnético temperado 12 | Placas Petri e hisopos estériles
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OBTENCION DE EXTRACTO

Pesado de material molido.

1 | Hojas de coca seleccionadas. 7 | Incorporacién de material molido a
2 | Secado de hojas de coca en estufa. | 8 | matraz con mezcla hidroetandlica.

3 | Material vegetal seco. 9 | Maceracién en agitacion temperada.
4 | Molienda de material vegetal seco. | 10 | Filtracion del extracto total.

5 | Material vegetal seco y molido. 11 | Secado de extracto en estufa.

6
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1 | Mitis Salivarius Agar. 6 | Esterilizacion en autoclave.

2 | Pesado de medio de cultivo. 7 | Medio de cultivo estéril.

3 | Insumos para preparacion de medio | 8 | Preparacion para servir medio de
de cultivo. cultivo en placas estériles.

4 | Incorporacion del medio de cultivo al | 9 | Servida de medio de cultivo en
matraz. condiciones de esterilidad.

5 | Hidratacion de medio de cultivo. 10| Placas servidas con Agar Mitis

Salivarius.
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REACTIVACION DE CEPA BACTERIANA

B Incubator

e
HHA-f2

IMPORTADORA  ANDINA EIRL |

Reactivacion en caldo CC.
Colocacion en estufa.
Incubacion a 36.5 °C.
Cepa reactivada.

Cepa de S. mutans ATCC 25175.
Insumos para reactivacion de cepa.
Apertura de empaque con cepa.
Ruptura de vial para aplicacion de caldo.

AIWIN|F
||| 01

51



ESTANDARIZACION DEL INOCULO Y EVALUACION DE EFECTO
ANTIBACTERIANO

1| UFC de S. mutans en Agar Mitis salivarius. 7 | Colocacion de discos de sensibilidad.

2| Preparacion de indculo bacteriano. 8 | Placa con discos de sensibilidad.

3| Indculo bacteriano. 9 | Concentraciones de extracto de E. coca.
4| Estandarizacion del in6culo. 10 | Inoculacién en microplacas.

5| Rotulacién de placas antes de inoculacién. 11 | Incubacién en estufa microbiolégica.

6| Siembra de placa por dispersion en superficie. | 12 | Halos de inhibicién formados.
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ANEXO 7

Explorar

ANALISIS ESTADISTICO

Concentracion extracto E. coca / Control+/-

Diametro de halo de inhibicion S. mutans: Resumen de procesamiento de casos

Concentracion Casos
extracto E. coca / Valido Perdidos Total
Control+/- N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
5 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
10 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
15 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
20 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
25 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
DMSO 1% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
CLX 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Pruebas de normalidad
Concentracion extracto E. Kolmogorov-Smirnov?
coca / Control+/- Estadistico gl Sig.
5 mg/mL 0,143 10 0,200
10 mg/mL 0,180 10 0,200
15 mg/mL 0,156 10 0,200
20 mg/mL 0,150 10 0,200
25 mg/mL 0,189 10 0,200
DMSO 1% . 10 .
CLX 0,12% 0,230 10 0,142
*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccioén de significacién de Lilliefors
25,00
T
» =
g
E 20,00 ==
o =
| =
o 150
L=
£
['E]
o
=]
= 1000
L=
L4
=
2
E 5,00
]
[a]
00 —
5 mg/mL 10 mgfmL 15mg/mL 20mg/mL  25mg/mL  DMSO 1% CLX0,12%

Concentracion extracto E. cocal Control+/-
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Unidireccional

Descriptivos
Diametro de halo de inhibiciéon S. mutans
Desv. Desv. [95% del intervalo de confianza | Minimo | Maximo
N Media Desviacion| Error para la media
Limite inferior |Limite superior
5mg/mL | 10| 16,3700 0,48546 |0,15351 16,0227 16,7173 15,50 | 17,00
10 mg/mL | 10| 18,4500 0,38370 |0,12134 18,1755 18,7245 18,00 | 19,00
15mg/mL | 10| 20,1300 0,24518 |0,07753 19,9546 20,3054 19,80 | 20,50
20 mg/mL | 10| 22,6200 0,31198 |0,09866| 22,3968 22,8432 22,00 | 23,00
25 mg/mL | 10| 24,2200 0,36454 |0,11528| 23,9592 24,4808 23,40 | 24,60
DMSO 1%| 10| 0,0000 0,00000 |0,00000 0,0000 ,0000 0,00 0,00
CLX 0,12%| 10| 14,5500 0,89598 |0,28333 13,9091 15,1909 13,50 | 16,00
Total 70| 16,6200 7,53089 |0,90011 14,8243 18,4157 0,00 24,60
Prueba de homogeneidad de varianzas
Didmetro de halo de Estadistico de gl1 gl2
inhibicidon S. mutans Levene
Se basa en la media 10,043 6 63 0,000
Se basa en la mediana 7,062 6 63 0,000
Se basa en la mediana y 7,062 6 26,554 0,000
con gl ajustado
Se basa en la media 9,726 6 63 0,000
recortada
ANOVA
Diametro de halo de inhibicion S. mutans
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 3900,008 6 650,001 3082,662 0,000
Dentro de grupos 13,284 63 0,211
Total 3913,292 69
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
Variable dependiente: Didmetro de halo de inhibicion S. mutans.
HSD Tukey
(I) Concentracion (J) Concentracion Diferencia Desv. Sig. Intervalo de
extracto E. coca / extracto E. coca / de medias Error confianza al 95%
Control+/- Control+/- (I-9) Limite Limite
inferior superior
5 mg/mL 10 mg/mL -2,08000 ,20536 ,000 -2,7054 -1,4546
15 mg/mL -3,76000 ,20536 ,000 -4,3854 -3,1346
20 mg/mL -6,25000" ,20536 ,000 -6,8754 -5,6246
25 mg/mL -7,85000 ,20536 ,000 -8,4754 -7,2246
DMSO 1% 16,37000" ,20536 ,000 15,7446 16,9954
CLX 0,12% 1,82000" ,20536 ,000 1,1946 2,4454
10 mg/mL 5 mg/mL 2,08000° ,20536 ,000 1,4546 2,7054
15 mg/mL -1,68000 ,20536 ,000 -2,3054 -1,0546
20 mg/mL -4,17000 ,20536 ,000 -4,7954 -3,5446
25 mg/mL -5,77000 ,20536 ,000 -6,3954 -5,1446
DMSO 1% 18,45000" ,20536 ,000 17,8246 19,0754
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CLX 0,12% 3,90000" ,20536 ,000 3,2746 4,5254

15 mg/mL 5 mg/mL 3,76000" ,20536 ,000 3,1346 4,3854
10 mg/mL 1,68000" ,20536 ,000 1,0546 2,3054
20 mg/mL -2,49000 ,20536 ,000 -3,1154 -1,8646
25 mg/mL -4,09000 ,20536 ,000 -4,7154 -3,4646
DMSO 1% 20,13000° ,20536 ,000 19,5046 20,7554
CLX 0,12% 5,58000" ,20536 ,000 4,9546 6,2054

20 mg/mL 5 mg/mL 6,25000° ,20536 ,000 5,6246 6,8754
10 mg/mL 4,17000" ,20536 ,000 3,5446 4,7954
15 mg/mL 2,49000° ,20536 ,000 1,8646 3,1154
25 mg/mL -1,60000" ,20536 ,000 -2,2254 -,9746
DMSO 1% 22,62000° ,20536 ,000 21,9946 23,2454
CLX 0,12% 8,07000" ,20536 ,000 7,4446 8,6954

25 mg/mL 5 mg/mL 7,85000° ,20536 ,000 7,2246 8,4754
10 mg/mL 5,77000" ,20536 ,000 5,1446 6,3954
15 mg/mL 4,09000" ,20536 ,000 3,4646 4,7154
20 mg/mL 1,60000" ,20536 ,000 ,9746 2,2254
DMSO 1% 24,22000° ,20536 ,000 23,5946 24,8454
CLX 0,12% 9,67000" ,20536 ,000 9,0446 10,2954

DMSO 1% 5 mg/mL -16,37000" ,20536 ,000 | -16,9954 | -15,7446
10 mg/mL -18,45000" ,20536 ,000 | -19,0754 | -17,8246
15 mg/mL -20,13000" ,20536 ,000 | -20,7554 | -19,5046
20 mg/mL -22,62000" ,20536 ,000 | -23,2454 | -21,9946
25 mg/mL -24,22000" ,20536 ,000 | -24,8454 | -23,5946
CLX 0,12% -14,55000" ,20536 ,000 | -15,1754 | -13,9246

CLX 0,12% 5 mg/mL -1,82000" ,20536 ,000 -2,4454 -1,1946
10 mg/mL -3,90000" ,20536 ,000 -4,5254 -3,2746
15 mg/mL -5,58000" ,20536 ,000 -6,2054 -4,9546
20 mg/mL -8,07000" ,20536 ,000 -8,6954 -7,4446
25 mg/mL -9,67000" ,20536 ,000 | -10,2954 -9,0446
DMSO 1% 14,55000" ,20536 ,000 13,9246 15,1754

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Subconjuntos homogéneos
Diametro de halo de inhibicién S. mutans

HSD Tukey?

Concentracion N Subconjunto para alfa = 0.05

extracto E. coca 1 2 3 4 5 6 7

/ Control+/-

DMSO 1% 10 | 0,0000

CLX 0,12% 10 14,5500

5 mg/mL 10 16,3700

10 mg/mL 10 18,4500

15 mg/mL 10 20,1300

20 mg/mL 10 22,6200

25 mg/mL 10 24,2200

Sig. 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.
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Graficos de medias

Media de Diametro de halo de inhibicion S.mutans

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

00

5 mg/mL

10 ma/mL 15 mag/mL 20 mg/mL 25mgmL DMSO 1%

Concentracion extracto E. cocal Control+i-

CLA0,12%
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