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Resumen. Maytenus ilicifolia es un arbusto
empleado como medicacién natural en
Paraguay, Brasil, Argentina y Uruguay. Entre
sus propiedades se cita la actividad
antimicrobiana. El objetivo del estudio
experimental in vitro fue evaluar el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de
Maytenus ilicifolia  Martius  frente a
Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus.
Se determind el efecto de tres concentraciones
C; 47,76 mg/mL, C; 24,4 mg/mL y C; 12,8
mg/mL, frente a cepas bacterianas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 y de
Staphylococcus aureus ATCC 6538, mediante el
método de difusién en pozo en agar Mueller
Hinton. Se realiz6 un ensayo por triplicado para
cada cepa con las diferentes concentraciones del
extracto, incluyendo un control positivo de
Gluconato de Clorhexidina 0,12% y un control
negativo de solucion fisiologica 0,9%. La C;
47,76 mg/mL tuvo efecto antibacteriano sobre
ambas cepas. La media de halo de inhibicion

para Streptococcus mutans fue de 11,68 mm
correspondiendo al 67,2% de efecto inhibitorio
y la media de halo de inhibicion para
Staphylococcus aureus fue de 9,39 mm,
correspondiendo al 51,82% de efecto inhibitorio
en relacion con el Gluconato de Clorhexidina
0,12%. Se concluy6 que el extracto etandlico de
Maytenus ilicifolia Martius posee efecto
antibacteriano para Streptococcus mutans y
Staphylococcus aureus.

Palabras clave: antibacteriano, plantas
medicinales, Maytenus ilicifolia Martius,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans.

Abstract. Maytenus ilicifolia is a shrub used
as a natural medication in Paraguay, Brazil,
Argentina and Uruguay. Among its properties,
antimicrobial activity is cited. The aim of the in
vitro experimental study was to evaluate the
antibacterial effect of the ethanolic extract of
Maytenus ilicifolia Martius against
Streptococcus mutans and Staphylococcus
aureus. The effect of three concentrations, C1
47.76 mg/mL, C2 24.4 mg/mL and C3 12.8
mg/mL, was determined against bacterial strains
of Streptococcus mutans ATCC 25175 and
Staphylococcus aureus ATCC 6538, using the
Mueller Hinton agar well-diffusion method
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a triplicate assay was performed for each strain
with the different concentrations of the extract,
including a positive control of Chlorhexidine
Gluconate 0.12% and a negative control of
physiological solution 0.9%. C1 47.76 mg/mL
had an antibacterial effect on both strains. The
mean halo inhibition for Streptococcus mutans
was 11.68 mm, corresponding to 67.2%
inhibitory effect and the mean halo inhibition for
Staphylococcus aureus was 9.39 mm,
corresponding to 51.82% inhibitory effect, both
in relation to 0.12% Chlorhexidine Gluconate. It
was concluded that the ethanolic extract of
Maytenus ilicifolia Martius has antibacterial
effect for  Streptococcus mutans and
Staphylococcus aureus.

Keywords: antibacterial, medicinal plants,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Maytenus ilicifolia Martius.

INTRODUCCION

En determinados tratamientos odontoldgicos
se produce una bacteriemia transitoria, el
namero de hemocultivos positivos a bacterias
del género Streptococcus es del 30% en sujetos
con salud gingivodental y hasta el 75% en
individuos con caries, gingivitis y periodontitis
(Gutiérrez, Bagan, et al., 2006).

El género bacteriano Streptococcus se ha
reportado como el mas preponderante a nivel de
la cavidad oral y se han diferenciado mas de 16
especies, siendo las mas frecuentemente aisladas
S. mutans, S. intermedius, S. oralis y S. sanguinis
(Serrano-Coll et al., 2015).

Streptococcus mutans fue aislado e
identificado por Clarke, en 1924, a partir de
lesiones cariosas en humanos. Lo denomino S.
mutans por las formas mutantes en que puede
presentarse, cocobacilo en medio acido y coco
en medio alcalino. Son grampositivos,
dispuestos en cadenas cortas de 4 a 6 cocos,
miden de 0.5 a 0.8 um de didmetro, anaerobios
facultativos e integran la flora microbiana

residente de la cavidad bucal y vias respiratorias
altas. Son pat6genos oportunistas en patologias
como la caries dental, bacteriemias y
endocarditis infecciosa (Gamboa, 2014; Ojeda-
Garcés, Oviedo Garcia & Salas, 2013).

Staphylococcus aureus es un
microorganismo patogeno, capaz de causar
maltiples infecciones con un amplio rango de
gravedad, desde infecciones localizadas en piel
hasta infecciones invasoras y potencialmente
mortales como  neumonia  necrosante,
osteomielitis y sepsis. Las especies reportadas
con mas frecuencias de muestras de la cavidad
oral son S. epidermidis y S. aureus. Algunas
infecciones en la region de la cavidad oral
causadas por especies de Staphylococcus
incluyen  queilitis  angular, infecciones
endodonticas,  osteomielitis del  maxilar,
parotiditis y una forma de mucositis en pacientes
mayores con nutricion parenteral (Boyle-Vavra
& Daum, 2007; Smith, Jackson & Bagg, 2001).

Cataldo et al., 2014, en un estudio
observacional descriptivo, en el que incluyeron
a 112 nifios de 2 a 15 afios, con el objetivo de
detectar presencia de S. aureus colonizantes en
cavidad bucal, concluyeron que 33% de los
nifos que asistieron a la clinica odontoldgica
eran portadores de S. aureus, y el 94,6% de los
aislados eran resistentes a al menos un
antibidtico testeado.

El Gluconato de Clorhexidina es un agente
quimico antibacteriano de eficacia comprobada
en el &mbito odontolégico. Se utiliza en distintas
concentraciones y en diferentes presentaciones
como enjuagues bucales, pastas dentales, gel y
sprays. La concentracion al 0,12% es la mas
empleada en colutorios dentales, como
prevencion de enfermedades del periodonto y
caries dental (Rivadeneira-Cajas & Alvarez-
Velasco, 2015).

También €s aplicado, a otras
concentraciones, como antiséptico para piel y
mucosas, Y en heridas leves. En cuanto a su
espectro de accién, tiene un efecto bactericida
intermedio, ampliamente activo contra bacterias
grampositivas. Es el agente antimicrobiano
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bucal, mas usado, efectivo y documentado, para
eliminar o disminuir la presencia de
Streptococcus mutans. Las ventajas que
justifican ampliamente su empleo son el buen
indice terapéutico, rapida accion germicida y
duracion prolongada o efecto residual. Algunos
efectos adversos reportados son las de naturaleza
alérgica o irritativas de la piel o mucosas y
fotosensibilidad, pero todas de escasa
prevalencia. En relacibn con el uso
odontoldgico, los enjuagues de Clorhexidina
pueden ocasionar tincion de los dientes por
precipitacion o unién a los cromogenos
anionicos de la dieta, cuando se administran en
forma continua puede ocasionar alteracion del
gusto de forma temporal, en algunos casos, se ha
descrito descamaciéon de la mucosa bucal y
tumefaccion de la glandula parétida (Diomedi,
Chacon, Delpiano, Hervé,  Jemenao,
Medel...Cifuentes, M., 2017; Yevenes, Reyes,
Campos & Saragoni, 2003).

La aparicion de bacterias multirresistentes
en los ultimos afos ha dificultado el tratamiento
de infecciones. En busca de nuevas opciones
terapéuticas el estudio de plantas medicinales
permite comprender el uso medicamentoso de
algunas especies vegetales y el descubrimiento
de nuevas drogas. Aunque la mayor parte de las
investigaciones se centren en antibidticos y
quimioterapicos “industriales”, son cada vez
mas numerosos los estudios de laboratorio con
productos fitoterapicos (Acosta-Pérez et. al.,
2012; Colacite, 2015; Salinas, Garcia &
Velasquez, 2016).

La etnomedicina ha permitido un método
eficaz para la identificacion de plantas
medicinales, extractos y principios bioactivos,
reduciendo el empirismo e intentando mejorar
el desarrollo de medicamentos, a partir de la
correlacion entre los medicamentos
tradicionales y las pruebas cientificas que
corrobora su accion farmacologica (Pabédn,
Rodriguez & Hernandez-Rodriguez, 2017).

Maytenus ilicifolia, conocida  como
Cangorosa en espafiol y Espinheira Santa en
portugués, es un arbusto silvestre que crece en
paises sudamericanos, principalmente en el sur

de Brasil, Mata Atlantica, este de Argentina,
centro y este de Uruguay y sur de Paraguay
Maytenus ilicifolia Mart. Ex Reissek (Maytenus
muelleri Schwacke) perteneciente a la familia de
las Celastraceae. Es un arbusto o arbol pequefio,
de hasta 5 metros de altura, dioico, con hojas
alternas, coriaceas a subcoriaceas, glabras, con
peciolo corto, presentan estipulas pequefias; sus
flores son pentdmeras, actinomorfas, blancas o
amarillentas, muy pequefias y generalmente
estan agrupadas en inflorescencias axilares; el
fruto es una pequefia capsula ovoide o elipsoidal,
con 1 a 4 semillas; florece en primavera y
fructifica en verano. EI género Maytenus
comprende unas 200 especies americanas.
Maytenus ilicifolia Martius estd incluida en el
Primer  Suplemento del Formulario de
Fitoterapicos Farmacopea Brasilera, 1 edicion
(Campos, Arrais, Medeiros, Pereira & Gondim,
2015; Sharapin , et al., 2006).

Santos-Oliveira, Coulaud-Cunha & Colaco
(2009) citan entre las propiedades de Maytenus
ilicifolia la actividad gastrica, la actividad
antineoplésica, la actividad antimicrobiana, la
actividad sobre el sistema nervioso central, la
actividad sobre la espermatogénesis y la
actividad antioxidante.

En cuanto a sus actividades farmacoldgicas
son atribuidas a los compuestos encontrados en
su estructura como: triterpenos.
qguinonametideos (friedelanol y friedelina);
flavonoides; terpenos (maitenina, tringenona,
isotenginona Il, congorosinas A y B, acido
maitenoico); aceites escenciales (friedenelo)l;
alcaloides (maitenina, maitanprina y
maitensina); taninos, principalmente los galicos
(epicatequina, epigalocatequina y galato de
epigalocatequina); glicolipidos
(monogalactosildiacilglicerol,
digalactosildiacilglicerol, trigalactosildiacilgli-

cerol, tetragalactosildiacilglicerol y
sulfaquinovosildiacilglicerol.  (Ferreira  H,
2019).

En lineas generales la administracion de
infusiones de Cangorosa a humanos en dosis
usuales es muy bien tolerada (Tabach,
Duarte-Almeida & Carlini, 2017), en el estudio
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“Farmacoldgico y toxicologico de extracto de
hojas de Maytenus ilicifolia en 24 voluntarios
(12 hombres y 12 mujeres), entre 20 y 40 afios,
administraron dosis de 100 mg hasta una final de
2000 mg. Las reacciones adversas mas citadas
fueron xerostomia (16,7%) y poliuria (20,8%),
con reversion de estos sintomas sin ninguna
intervencién durante el estudio. Concluyeron
que la administracion de hasta 2000 mg fue bien
tolerada con pocos cambios en parametros de
funcion  bioquimica, hematolégica o
psicomotora. Se desaconseja el empleo de
infusiones o extractos de cangorosa durante el
embarazo y lactancia (Montanari & Bevilacqua,
2002; Sharapin et al., 2006).

En cuanto a la comercializacion de la planta
en Paraguay, en el estudio realizado por (Degen
& Gonzalez, 2014), sobre las plantas utilizadas
en la medicina popular paraguaya como
antiinflamatorias, reportaron que el uso comun
de los consumidores para Maytenus ilicifolia fue
para infecciones, lavado de heridas, eczemas,
para la higiene intima, uso como
antiespasmaodico y para la inflamacion de la
prostata. Se presenta en forma de productos
secos o frescos, las partes empleadas son la
corteza de raiz y plantula. En cuanto a la forma
de preparacion se realiza por decoccion, se bebe
como té, mate y para lavados.

En Paraguay, la Politica Nacional de
Medicamentos de 2001 menciona que los
medicamentos derivados de plantas medicinales
(fitoterapéuticos) forman parte de la terapéutica
en nuestro pais, y que deben ser objeto de
investigacion,  promocion y  regulacion
(Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social,
2001). Y en la publicada en el 2015 se hace
referencia a fomentar la capacitacién de los
RRHH para el desarrollo de la investigacion
tecnolégica de plantas medicinales y asi
promover el progreso sustentable de la cadena
productiva de plantas medicinales,
fitoterapéuticos y el fortalecimiento de la
industria farmacéutica en este rubro (Direccion
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2016). Debido

parte de la cultura, la disponibilidad vy
accesibilidad en términos econdmicos para
diferentes sectores de la poblacion, y a la
composicion  quimica natural de  sus
constituyentes. Este trabajo se aboca al estudio
del efecto del extracto vegetal de Maytenus
ilicifolia Martius frente a dos microorganismos
de potencial patdgeno constituyentes de la
microbiota oral.

Se puede mencionar, por lo tanto, la
implicancia de este estudio en la proyeccion
hacia nuevas opciones preventivas vy
terapéuticas en el ambito odontolégico
utilizando un componente de la rica flora que
existe en Paraguay, combinando los
conocimientos culturales con el desarrollo de la
ciencia.

El objetivo de la investigacion fue evaluar el
efecto antibacteriano de extracto etandlico de
Maytenus ilicifolia Martius sobre el crecimiento
de Streptococcus mutans y Staphylococcus
aureus.

MATERIALES Y METODOS

En la presente investigacion se evalud la
actividad antibacteriana del extracto etanolico
de Maytenus ilicifolia Martius frente a cepas
bacterianas de Streptococcus mutans (ATCC
25175) y Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
mediante un estudio experimental in vitro que se
desarrollé en dos etapas sucesivas, la primera
consistio en la obtencion del extracto etanolico
vegetal y la segunda en la aplicacion de las
pruebas microbioldgicas correspondientes.

Para la obtencién de las hojas de las plantas
de Maytenus ilicifolia Martius con identificacién
certificada del Huerto de Plantas Medicinales y
Aromaticas de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de Asuncién, se
presentd una nota dirigida a la autoridad
correspondiente, con el objeto de solicitar
autorizacién para la cosecha de material
representativo, en cantidad suficiente

a la vasta composicion de especies medicinales para el desarrollo de la investigacion
en Paraguay y al uso popular como
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Se obtuvo una muestra de 520,21 gramos,
rendimiento final de hojas secas a partir de 645
gramos de hojas frescas que fueron
seleccionadas, en el mes de mayo del afio 2019,
luego de deshojar las ramas y excluir hojas
enfermas o contaminadas con malezas.

Las muestras fueron secadas de forma
artificial en estufa a una temperatura de 35°C
durante 48 horas en 7 sobres de papel diario con
un peso promedio de hojas verdes de 92 gramos
cada uno. Se obtuvo una pérdida de humedad de
23% aproximadamente. Para la elaboracion del
extracto etandlico de hojas de Maytenus
ilicifolia Martius se opt6 por el método de
maceracion exhaustiva, el proceso inicié
pesando el material seco (Fig. 1), exactamente
205 gramos.

Figura 1. Pesaje de las muestras en estado seco.

Seguidamente se incorporé a una licuadora
laboratorial con 2 litros de alcohol rectificado
96% accionando la misma por pulsaciones
cortas para evitar el aumento de temperatura

(Fig. 2).

agitacion continua, llevando durante el proceso
el sobrenadante a un balén pasando por un filtro
de algodon para asi colocarlo en un rotavapor a
una temperatura de 50°C hasta eliminar
totalmente el solvente (Fig. 3). Este proceso fue
repetido varias veces con alcohol recuperado de
la destilacion hasta que el macerado llegd a un
punto claro durante un periodo de 6 dias,
obteniéndose de esta manera el extracto crudo
con un rendimiento de 32,43 mg. (solucion
madre) que corresponde al 15,8% (Carrion &
Garcia, 2010; Gonzéalez, 2004).

\

Fiura 3.a. Carga de la solucién en embudo de decantacion.
b. Proceso de destilacion por rotavapor.

Luego, se procedi6 a la dilucion en tres
concentraciones (alta, media y baja) teniendo en
cuenta el protocolo estandar del laboratorio del
CEMIT cuando no se conoce la DLso. Se
disolvio el extracto crudo con Tween 80 a 0.1%
que fue preparado pesando 10 mg de Tween 80
al 10% en un matraz de 100 mL llenandolo
posteriormente con agua destilada estéril al ras
y agitdndolo enérgicamente hasta obtener una
mezcla homogénea, para gue la misma alcance
una concentracién de 0.1%. Se diluy6 10 mL en
un vaso de precipitado con 100 mL de agua
destilada estéril. Las tres diluciones del extracto
fueron preparadas en tres Tubos Falcon estériles
(Fig. 4). En una balanza analitica se pesé
alicuotas necesarias de extracto crudo para cada
concentracion. Se prepar6 5 mL de cada una.
Las dosis establecidas fueron, una dosis alta
(50mg/mL), una dosis media (25 mg/mL) y una

Figura 2. Proceso de licuado de la muestra con etanol 96%. dOSIS baja (12’5 mg/mL)'
Posteriormente se vertio6 el contenido a un
embudo de decantacion para la maceracion con
Rev. Invest. y Est. - UNA, Volumen 11, Namero 1, 2020: 34-46 38
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Figura 4. Extracto etandlico en las diferentes concentraciones.

En el pesaje de las alicuotas del extracto
crudo se encontraron dificultades de precision
logrando las siguientes dosis (Tabla 1).

Tabla 1. Dosis establecidas de acuerdo con el protocolo del

CEMIT.

Dosis Dilucién Dosis
sugerida utilizada

Concentracién 1 | 50 mg/MI 238 mg/5mL 47,76
(Cy) mg/mL

Concentracién 2 | 25 mg/mL 122,0 24,4
(Cy) mg/5mL mg/mL

Concentracion 3 12,5 64,0 mg/s5mL 12,8
(Cs) mg/mL mg/mL

Concentraciones utilizadas y las diluciones correspondientes en base a las
sugeridas por el Laboratorio de Quimica y Toxicologia de Alimentos del
CEMIT.

Cada Tubo Falcon conteniendo el peso
correspondiente a cada concentracion junto con
Tween 80 al 0.1% fue agitado con Vortex
Thermolyne hasta disolver totalmente el
extracto crudo. Todo el proceso de obtencion del
extracto fue realizado en el Laboratorio de
Quimica y  Toxicologia del Centro
Multidisciplinario de Investigaciones
Tecnolbgicas (CEMIT).

Las diluciones correspondientes fueron
congeladas durante 7 dias.

La poblacion bacteriana estuvo compuesta
por cepa pura de Streptococcus mutans ATCC
(American Type Culture Collection) 25175 y
cepa pura de Staphylococcus aureus ATCC
6538 reconstituidas. Se realizd el repique en
Agar de Soya Triptico (TSA) pico de flauta y
Caldo Triptico de Soya (TSB) durante 24 horas,
dando inicio asi a la segunda etapa del estudio

(Fig. 5).

Figura 5. Repique de las cepas en TSAy TSB.

El medio de cultivo Agar Mueller Hinton
(AMH), se prepar6 con 11,4mg de polvo de
AMH en 300 mL de agua destilada estéril, seglin
las recomendaciones del fabricante; esto se
dispuso en 6 placas estériles y se llevé a estufa
durante 24 Hs. (Servicios antimicrobianos Dr.
Carlos G. Malbran, 2012).

Concluido el tiempo de incubacion, con
ayuda de un asa bacteriologica estéril, fueron
tomadas colonias y suspendidas en solucion
fisiologica 0.9% hasta alcanzar una turbidez
comparable con el patron 0.5 de McFarland
(1,5x10® UFC/mL). Se tomaron cinco a seis
colonias, se estrié la placa en la totalidad de la
superficie del agar. De acuerdo con la variante
de difusion, se realizaron pocillos en el gel de
agar (Ramirez & Marin, 2009), en cada placa de
Petri con una punta de pipeta estéril de una
medida de 6,60 mm (Fig. 6). Los mismos fueron
correctamente identificados al dorso de la placa.

Figura 6. Diametro de puntera de micropipeta utilizada para
la preparacion de los pocillos en agar Mueller Hinton.

Cada pocillo fue llenado con 20 pL de:
Concentracion 1 (238.8 mg/5mL),
Concentracion 2 (122.0 mg/5mL),
Concentracion 3 (64.0 mg/5mL), Control
Positivo (Gluconato de Clorhexidina 0.12%
marca comercial
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Positivo (Gluconato de Clorhexidina 0.12%
marca comercial Prodent Plac Laboratorios
Lasca. Paraguay) y Control Negativo (solucion
fisiologica 0.9%) (Fig. 7).

by
cillos.

También se probé la susceptibilidad
bacteriana frente al extracto crudo. En cada
placa de Petri se hizo 3 pocillos con 20 pL de
control positivo (clorhexidina 0.12%), 20 pL
control negativo (solucion fisiolégica 0.9%) y
una muestra de extracto crudo respectivamente.

El ensayo fue realizado por triplicado
ocupando un total de 6 placas. Se incub6 a 37°C,
por 24 horas (Fig. 8).

Figura 8. Ensayo por triplicado con extractos etandlicos y
extracto puro frente a Staphylococcus aureus y
Streptoccus mutans.

Para el analisis del efecto antibacteriano se
midié el halo resultante mediante un Calibre de
Vernier sobre el respaldo de la caja de Petri sin
remover la tapa (Fig. 9) (Ramirez & Marin,
2009).

Figura 9. Medicién de los halos de inhibicién con el
calibrador Vernier.

RESULTADOS

Se obtuvo el extracto etandlico puro de
Maytenus ilicifolia Martius de 32,43 mg
correspondiente a un rendimiento de 15,8%.

Se observo actividad antibacteriana sobre la
cepa Streptococcus mutans ATCC 25175 con
una media de halo de inhibicién de 11,67 mm a
una concentracién de 47,76 mg/mL (C,). El
control positivo, Gluconato de Clorhexidina
0,12%, present6 una media de 17,38 mm de halo
de inhibicion. Se observo un efecto inhibitorio
del 67,2% en relacién con el Gluconato de
Clorhexidina 0,12%.

Para la determinacion de diferencias
significativas se utilizé la prueba t para muestras
independientes a un nivel de significancia de
0,05, para la comparacién de las medias de los
halos obtenidos por la concentracion de
Maytenus ilicifolia Martius que presenté un
efecto inhibitorio con el control positivo,
obteniéndose un valor de p<0,02, observandose
una diferencia estadisticamente significativa
entre el efecto antibacteriano del Maytenus
ilicifolia Martius y el Gluconato de Clorhexidina
0,12%.

Se observo actividad antibacteriana sobre la
cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538 con
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Tabla 2. Resultados del ensayo con Streptococcus mutans.

VARIABLE PLACA1 PLACA?2 PLACA3 MEDIA % Efecto
mm mm mm mm Inhibitorio
C1 47,76 mg/mL 11,7 10,92 12,96 11,68 67,2%
C2 24,4 mg/mL 0 0 0 0 0
C3 12,8 mg/mL 0 0 0 0 0
Control positivo 18,10 16,45 17,60 17,38 100
Gluconato de Clorhexidina
0,12%
Control negativo 0 0 0 0 0
Solucién Fisioldgica 0,9%
Medidas obtenidas del halo inhibitorio, expresadas en mm con sus r
positivo.
una media de halos de inhibicion de 9,39 mma DISCUSION

una concentracion de 47,76
(Concentracion 1).

El control negativo, Solucién Fisioldgica
0,9%, no influyé en el crecimiento bacteriano.

El control positivo, Clorhexidina 0,12%,
presentd una media de 18,12 mm de halos de
inhibicion.

Se observé un efecto inhibitorio del 51,82%
en relacion con la Clorhexidina al 0,12%.

mg/mL

Tabla 3. Resultados del ensayo con Streptococcus aureus.

De acuerdo con los resultados obtenidos en
las condiciones experimentales establecidas se
evidencia el efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de la especie Maytenus ilicifolia

Martius sobre Staphylococcus aureus Yy
Streptococcus mutans.
Las técnicas de difusion han sido

ampliamente usadas para evaluar extractos de

VARIABLE PLACA1 PLACA?2 PLACA3 MEDIA % Efecto
mm mm mm mm Inhibitorio

C1 47,76 mg/mL 11,7 10,92 12,96 11,68 67,2%
C2 24,4 mg/mL 0 0 0 0 0
C3 12,8 mg/mL 0 0 0 0 0
Control positivo 18,10 16,45 17,60 17,38 100
Gluconato de Clorhexidina
0,12%
Control negativo 0 0 0 0 0
Solucién Fisiol6gica 0,9%

Medidas obtenidas del halo inhibitorio, expresadas en mm con sus respectivas medias y el porcentaje inhibitorio con respecto al control

positivo.

Para la determinacion de diferencias
significativas se utilizé la prueba t para muestras
independientes a un nivel de significancia de
0,05, para la comparacién de las medias de los
halos obtenidos por la concentracién de
Maytenus ilicifolia Martius que presenté un
efecto inhibitorio con el control positivo,
obteniéndose un valor de p<0,003 observandose
una diferencia estadisticamente significativa
entre el efecto antibacteriano del Maytenus
ilicifolia Martius y el Gluconato de
Clorhexidina 0,12%.
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plantas  con actividad antimicrobiana,
habiéndose demostrado que la variante de
difusién en pozo presenta mas alta sensibilidad
en relacion con los discos de papel de filtro
Whatman debido a la presencia de grupos
hidroxilo libres de la celulosa que impiden la
difusién de compuestos cationicos de los
productos naturales en el agar (Ramirez &
Marin, 2009). Por tanto y coincidiendo con los
procedimientos empleados por Ducat et al.,
(2011) optamos por el método de difusion en
pozo en agar Mueller Hinton para efectuar las

41
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pruebas de susceptibilidad.

Para que los resultados sean comparables, se
opté por el empleo de cepas de referencia
ATCC, Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538, (Del
Castillo, Molinares, Campo & Bettin etal.,
2017), evaluaron el efecto antibacteriano de
extractos frente a cepas ATCC y aislamientos
clinicos reportando que el extracto evaluado
demostré mayor poder de inhibicion frente a las
cepas clinicas, evidenciando una diferencia en el
comportamiento de las cepas ATCC con
respecto a las cepas clinicas. Por lo que
consideramos desarrollar una investigacion
incluyendo a cepas clinicas para comparar los
efectos obtenidos.

Al igual que Cerqueira etal., (2013), la
metodologia adoptada para la preparacion del
extracto fue el método de maceracion exhaustiva
utilizando como solvente el etanol. Gonzalez
(2004), en su estudio sobre obtencion de aceites
esenciales y extractos etanolicos reportd que el
solvente etanolico es preferible sobre el acuoso
puesto que, a largo periodo de extraccion, el
agua puede propiciar la fermentacion o la
formacion de mohos.

Como agente diluyente para obtener las
concentraciones respectivas optamos por el
Tween 80 al 0,1%, trabajos como el de Ojeda
Pereda & Beltran Orbegoso (2019), utilizaron el
mismo diluyente para la preparacion de las
distintas concentraciones de extracto vegetal de
Allium sativum y Zingiber officinale.

El extracto se obtuvo de hojas secas de
Maytenus ilicifolia Martius. Alves, Oliveira,
Weiss, Bonadiman & Cruz, (2016), utilizaron
hojas secas reportando efectividad frente a
Streptococcus sp. (Aislado clinico) meticilina
resistente, Staphylococcus aureus meticilina
resistente (aislado clinico) y Staphylococcus
aureus (ATCC 00039); y hojas frescas, que no
fueron efectivas frente a Staphylococcus aureus.

Se prepararon tres concentraciones en base
al protocolo estdndar del Laboratorio de
Quimica y Toxicologia de Alimentos del

CEMIT cuando se desconoce la DLsy,
disponiendo una concentracion alta (50
mg/mL), media (25 mg/mL) y baja

(12,5 mg/mL) para establecer un gradiente. En
cuanto a la DLso (Dosis Letal 50) de Maytenus
ilicifolia Martius, Cabral, Akisue, Andrade,
Moreira, Ymayo & Ciocler (1989), en su
investigacion sobre los efectos farmacol6gicos
de la planta establecen una dosis no menor que
80 mg/kg. Por el contrario, en estudios como el
de Santos-Oliveira et al. (2009), refieren que no
es posible determinarla ya que, en el analisis de
toxicologia aguda administrando por via oral a
ratones y ratas, dosis hasta 1.600 veces mayores
que la utilizada por el hombre, no se presentaron
efectos tdxicos en cuanto a la administracion de
forma aguda y no posee efecto depresor del
Sistema Nervioso Central. Sin embargo, existen
datos sobre la DLso de uno de los componentes
con actividad antibacteriana, maitenina, siendo
ésta 19,39 mg/kg por via intraperitoneal. El
primer suplemento de Formulario de
Fitoterapicos Farmacopea Brasilera, sugiere
una dosis de consumo que corresponde a 500
mg. de extracto acuoso seco de hojas, en
excipiente c.s.p. cantidad suficiente para una
capsula (Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2018).

Como control positivo se utilizé6 Gluconato
de Clorhexidina 0,12%, siendo uno de los
agentes quimicos de reconocida efectividad y
amplio uso para el control de las afecciones que
involucran formacion de la biopelicula dental.

Campos et al. (2015), reportaron halos de
inhibicién de 16 mm frente a Streptococcus
mutans. Siendo este diametro similar a los
resultados observados en el presente estudio
donde se obtuvo una media de 17,38 mm frente
a Streptococcus mutans y una media de 18,12
mm frente a Staphylococcus aureus.

Nuestras pruebas fueron realizadas teniendo
como control negativo una solucidn fisioldgica
0,9% al igual que Ojeda Pereda & Beltran
Orbegoso (2019), sin embargo, Ducat et al.,
(2011), al evaluar la actividad antibacteriana de
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Maytenus ilicifolia Martius utiliz6 como control
negativo Etanol 70 y 90%, siendo estos los
mismos solventes utilizados para la preparacion
del extracto.

En cuanto al efecto del extracto etandlico de
Maytenus ilicifolia Martius sobre
Staphylococcus aureus, en relacion al estandar
considerado se obtuvo un porcentaje de efecto
inhibitorio del 51,82% a una concentracion de
47,76 mg/mL, siendo ésta una concentracion
mas alta con respecto a la sugerida efectiva por
Ducat etal.(2011), quienes en un estudio,
obtuvieron extractos etandlicos de Maytenus
ilicifolia Martius ex Reissek en concentraciones
de 70% (ES70) y 95% (ES95) v/v etanol para
determinar la  actividad antimicrobiana,
encontrandose que el ES70 present6 una zona de
inhibicion frente al S. aureus. Se observo que el
ES70 inhibi6 el desarrollo del S. aureus en
concentraciones de 25; 2,5 y 0,25 mg/mL,
obteniéndose como CIM del extracto 0,25
mg/mL y el CBM de 25 mg/mL.

Constatamos una mayor diferencia en las
concentraciones utilizadas por Colacite (2015),
quien realiz6 un estudio para determinar la
actividad  antimicrobiana  de  extractos
hidroalcohdlicos de, Maytenus ilicifolia
Reissek, utilizando concentraciones de 4.000
pog/mL, 2.000 pg/mL y 1.000 pg/mL,
encontrando actividad inhibitoria frente a los
microorganismos testeados. Se determino que la
CIM fue de 500 pg/mL, y la CBM fue de 1.000
pg/mL para S. aureus.

Cerqueira et al. (2013), en un estudio sobre
evaluacion  antimicrobiana de  extractos
etandlicos de Maytenus sp ramas y hojas, sobre
Streptococcus del grupo mutans, probaron la
Concentracién Inhibitoria Minima,
Concentracion Bactericida Minima e Inhibicion
de la Adherencia Celular de los extractos. En el
estudio sobre CIM, tanto la cédscara como las
ramas fueron capaces de inhibir el crecimiento
bacteriano S. mutans UA159 con la menor
concentracion probada, 31,25 pg/mL, siendo
necesaria mayor concentracion, 125 pg/mL del
extracto de cdscara que de rama 31.25 pg/mL
para una actividad bactericida. El S. mutans

Ingbritt 1600 se mostrd resistente a todas las
concentraciones de extractos de ramas
utilizados en los estudios de CIM y CBM, por
su parte la cascara presentd resultado
Inhibitorio, CIM 125 ug/mL y CBM 250
pug/mL. S. sobrinus 6715 se mostré resistente a
todas las concentraciones de extractos, tanto de
la cascara como de la rama. En cuanto a la
prueba de Adherencia Celular se obtuvo
resultado apenas para el extracto etanélico de
cascara; ADH 3.90 pug/mL para S. mutans UA
159.

Toran, Martinon, Farinati & Doloisio,
(2013), estudiaron la actividad de extracto
etanolico de M. ilicifolia sobre microrganismos
plancténicos de Staphylococcus aureus. Se
determind la CIM 90 (Concentracion inhibitoria
minima frente al 90% de las cepas) mediante
dilucion del extracto, S. aureus presentd un
resultado de 0.004 y de 0.02 pL/mL.

Campos et al. (2015), evaluaron la actividad
antibacteriana de tinturas hidroalcohodlicas de
Rosmarinus officinalis L. y Maytenus ilicifolia
Mart. Sobre las siguientes bacterias orales
planctonicas; Streptococcus mutans (ATCC
25175), Streptococcus oralis (ATCC 10557),
Streptococcus  salivarius  (ATCC  9758),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) vy
Eikenella corrodens (ATCC 23834), utilizando
diluciones de tintura en forma pura 1:1 hasta
1:64, en alcohol 70% que estad presente en la
formula de las tinturas fitoterapicas. Maytenus
ilicifolia Mart. Obtuvo una actividad mas
discreta con respecto a Rosmarinus officinalis,
,impidiendo el crecimiento bacteriano en
concentraciones de hasta 112,5 mg/mL con una
media de tamafio del halo de 7,5 mm para E.
fecalis. Para S. oralis y salivarius, se encontr
actividad en concentraciones de 225 mg/mL,
promoviendo la formacién de una media de halo
inhibitorio de 7 mm de didmetro. No presentd
efecto antibacteriano sobre S. mutans.

Ciertos factores como, el lugar de origen de la
especie, ambiente y condiciones agrondmicas,
periodo de  colecta, estadio de
desenvolvimiento de la planta y el método de
extraccion podrian influenciar en la eficacia de
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las propiedades, con lo que se podria explicar la
diferencia en las concentraciones utilizadas para
el presente trabajo y las investigaciones
posteriores.

En cuanto al efecto antimicrobiano, existen
estudios  fitoquimicos que atribuyen la
participacion de ciertos componentes quimicos
de la planta, como la maitenina, los taninos
galicos y la friedelina o friedelan 3-B-ol
(Santos-Oliveira et al., 2009).

Diferentes son las metodologias utilizadas
en determinacion del efecto antibacteriano, lo

que dificulta la comparacion entre los
resultados obtenidos.
Aungue la diferencia estadisticamente

significativa observada fue a favor del
Gluconato de Clorhexidina, solucién utilizada
como referencia, se evidencié un efecto
antibacteriano del extracto etandlico, lo que nos
permite posicionar al presente trabajo como
inicio en la formulacién de proyectos que
continden el estudio de Maytenus ilicifolia
Martius evaluando distintas variables in vitro y
posteriormente in vivo, para su potencial uso
como antiséptico en la cavidad oral.

CONCLUSIONES

El extracto etan6lico de Maytenus ilicifolia
Martius presentd efecto inhibitorio in vitro a una
concentracién de 47,7 mg/mL, sobre el
crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans
y Staphylococcus aureus.

El porcentaje de efecto inhibitorio en
relacibn con el control positivo frente a
Streptococcus mutans fue de 67,2% vy frente a
Staphylococcus aureus, de 51,82%. El efecto
antibacteriano entre Gluconato de Clorhexidina
0,12% vy extracto etandlico de Maytenus
ilicifolia Martius presenta  diferencia
estadisticamente significativa frente a ambas
cepas a favor del control positivo.
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