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1 Resumen

En la actualidad son varios los estudios que se han enfocado en evaluar la capacidad
antimicrobiana que presentan los metabolitos secundarios en las plantas, dado que esta podria ser
una alternativa para el tratamiento de diversas implicaciones en la salud, tanto bucal como
general. El principal objetivo del trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio de los extractos
metabdlicos de la Moringa oleifera sobre los microorganismos presentes en muestras
recolectadas en cavidad oral de pacientes de Villavicencio - Meta. Se llevo a cabo un proceso de
extraccion de metabolitos secundarios implementado la técnica de percolacion en frio,
posteriormente el extracto resultante fue llevado a rotavapor. Adicionalmente se realiz6 un
gradiente de disoluciones, para evaluar aquellas con mayor efecto antimicrobiano y a partir de
esto plantear concentraciones estandar con las cuales se realizd un proceso de diluciones en agar.
El estudio se centrd en las muestras de cavidad oral (hisopadas) extraidas de los pacientes
voluntarios. Con tres repeticiones para cada concentracion, tres para el paciente sano (control),
tres para el paciente con gingivitis y tres para el paciente con periodontitis, con el fin de
disminuir el margen de error estadistico, estableciendo tres tipos de tratamientos diferentes,
considerando las concentraciones y el control. Para la evaluacion del efecto se realiz6 un conteo
de colonias de microorganismos para cada concentracion, con el fin de contrastar tratamientos,
tipo de paciente y nimero de colonias en una prueba de comparaciones multiples,

adicionalmente se realizaron observaciones cualitativas frente a la inhibicion de la
proliferacion. Como resultado se encontrd que existe un efecto inhibitorio de los extractos de
Moringa oleifera frente a la proliferacion de microrganismos de cavidad oral, con una minima
concentracion de eficacia sobre las 1500 ppm, ademas la efectividad de los tratamientos no

discrimina en el tipo de paciente, para complicaciones generadas por grupos de bacterias Gram
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positivas. Este estudio podria tenerse en cuenta en futuros trabajos como base para una
investigacion mucho mas amplia, que ofrezca otra alternativa para el control de enfermedades en

cavidad oral a través de la fitoquimica.

palabras claves: fitoquimico, inhibitorio, metabolitos, antimicrobiano, cavidad oral,

extraccion.
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2 Abstract

Currently, several studies have focused on evaluating the antimicrobial capacity of
secondary metabolites in plants, given that this could be an alternative for the treatment of
various health implications, both oral and general. The main objective of the work was to
evaluate the inhibitory effect of the metabolic extracts of Moringa oleifera on the
microorganisms present in samples collected from the oral cavity of patients from Villavicencio -
Meta. An extraction process of secondary metabolites was carried out using the cold percolation
technique; subsequently, the resulting extract was taken to a rotary evaporator. Additionally, a
gradient of solutions was carried out to evaluate those with the greatest antimicrobial effect and
from this to propose standard concentrations with which a dilution process was carried out in
agar. The study focused on oral cavity samples (swabs) taken from volunteer patients. With three
repetitions for each concentration, three for the healthy patient (control), three for the patient
with gingivitis and three for the patient with periodontitis, in order to reduce the margin of
statistical error, establishing three types of different treatments, considering the concentrations
and control. To evaluate the effect, a count of microorganism colonies was carried out for each
concentration, in order to contrast treatments, type of patient and number of colonies in a
multiple comparisons test. Additionally, qualitative observations were made against the
inhibition of proliferation.

Additionally, qualitative observations were made regarding the inhibition of proliferation.
As a result, it was found that there is an inhibitory effect of Moringa oleifera extracts against the
proliferation of microorganisms in the oral cavity, with a minimum effective concentration above
1500 ppm. Furthermore, the effectiveness of the treatments does not discriminate according to

the type of patient. for complications generated by groups of Gram positive bacteria. This study



could be taken into account in future works as a basis for a much broader investigation, which

offers another alternative for the control of diseases in the oral cavity through phytochemistry.

Keywords: phytochemical, inhibitory, metabolites, antimicrobial, oral cavity, extraction.
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3 Introduccioén

La cavidad oral tiene una gran concentracion microbiana, superada solo por el tracto
gastrointestinal. Asimismo, la microbiota oral, es el sitio con mayor diversidad de
microorganismos Yy algunas de estas estan asociadas a afecciones sistémicas (Matesanz-Pérez et
al., 2008), ademas la cavidad oral estd compuesta por distintos microambientes, cada uno sujeto

a caracteristicas especificas (Lamont et al., 2018).

Entre las enfermedades producidas en la cavidad oral por la alteracion de la microbiota
oral, se distingue el desarrollo de biopeliculas, las cuales se forman por un desequilibrio que
ocasiona el crecimiento excesivo de algunos microorganismos que producen sustancias dafiinas
(Yumoto et al., 2019). Lo que se conoce como placa dental es una biopelicula constituida en el
esmalte dental y es la principal causa de caries, periodontitis y gingivitis, enfermedades dentales
méas comunes en todo el mundo (Lamont et al., 2018), las cuales son tratadas principalmente con

productos sintéticos y algunos otros farmacoldgicos los cuales estan perdiendo su eficacia.

Algunos extractos acuosos y etandélicos de diversas plantas se han postulado como una
opcidn eficaz y menos adversa para tratar este tipo de complicaciones relacionadas con
microrganismos de cavidad oral, entre estos extractos encontramos los metabolitos secundaros
presentes en las hojas de M. oleifera, a estos se les adjudican propiedades antibacterianas
prometedoras, con efectos inhibidores significativos sobre especies Gram positivas y sobre
especies Gram negativas (Matic et al., 2020). Ademaés, se ha demostrado que el extracto de
etanol de hojas de M. oleifera presenta el radio de inhibicién medio més alto contra el
crecimiento de microrganismos mutantes de S. aureus y Streptococcus sp, los cuales son

causantes de algunas complicaciones en cavidad oral, durante comparaciones realizadas por
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Matic et al., 2020 entre una pasta de dientes experimental que contenia el extracto de diferentes

partes de la planta de M. oleifera y el enjuague bucal convencional.
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4 Planteamiento de problema

La presencia de distintos microorganismos orales se asocian como un factor de riesgo
para diversas enfermedades (He et al., 2015). La proliferacion bacteriana esta sujeta a cambios
directos en el ecosistema oral ( Ph, flujo salivar, temperatura ), lo que promueve la aparicion de
diferentes agentes patdgenos (Eraso, n.d.). Algunas comunidades polimicrobianas representativas
de la caries dental y periodontitis muestran una compleja integracion estructural y funcional
(Lamont et al., 2018). La caries dental y las enfermedades periodontales estan relacionadas con
la placa bacteriana a nivel supra y subgingival (Doherty, 2016). Sin embargo, no son las Unicas,
pues existen diferentes microorganismos que se adhieren a las distintas estructuras orales como

las superficies dentales, lengua, surco gingival y mucosa oral (Garcia, 2015).

Para mantener la salud oral se emplean distintas herramientas, entre estas el cepillo
dental, dentifricos, hilo dental y antisépticos bucales (“Improving Periodontal Outcomes:
Merging Clinical and Behavioral Science,” 2016). (Mouchrek Junior et al., 2015;Wessel et al.,
2016). El gluconato de clorhexidina (CHX) es el antiséptico bucal de primera eleccion
(Supranoto et al., 2015). Un estudio realizado por Loe y Schiott en 1970, en el cual se demostro
que realizar un colutorio con gluconato de clorhexidina al 0,2% dos veces al dia durante 60
segundos, sin realizar un cepillado normal, tiene como resultado la inhibicion de la formacién de
la placa dental y con esto el progreso de gingivitis, sin embargo, su uso es limitado, ya que al
utilizarse por un tiempo prolongado trae como consecuencia trastornos temporales del gusto y

tincion de los dientes (Tartaglia et al., 2017; Kulik et al., 2015).

La implementacién de sustancias antimicrobianas que controlan la proliferacion de

bacterias que hacen parte de la microbiota oral, son continuamente estudiadas. La fitoterapia es
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una técnica en donde se utilizan plantas y sustancias vegetales para tratar diversas enfermedades
(Moyo, 2012). La planta Moringa oleifera en la salud bucal tiene antecedentes ancestrales, este
uso ha sido ratificado por diversas investigaciones cientificas que mencionan sus efectos
analgésico, antiinflamatorio, cicatrizante y antimicrobiano (Rathi et al., 2006; Manaheji et al.,

2011; Chiedozie et al., 2016a; Alarcén et al., 2017).

En el afio 2020 se vio un incremento del consumo de la Moringa oleifera, producto de la
pandemia producida por el virus SARS- CoV-2 (Covid 19), ya que presenta una alta
concentracion de nutrientes que ayuda a combatir los radicales libres, dada su funcion
antioxidante se consider6 como una alternativa natural, que junto a otras plantas se convirtié en

una eleccion casera para contrarrestar este virus (Y BIOQUIMICA, 2021).

Se han realizado estudios en los cuales se evalUan los efectos de la Moringa oleifera
sobre microorganismos de cavidad oral a partir de extractos obtenidos de sus diferentes partes,
en donde se difiere en concentraciones y disolventes (Vieira et al., 2010; Sayeed et al., 2012;
Alarcén et al., 2017). De tal forma la Moringa oleifera se muestra como una alternativa en la
prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas con microorganismos de cavidad oral
(Alarcon et al., 2017). Por otra parte, si se tiene en cuenta la agresividad de algunos farmacos, asi
como uno de los problemas mas complejos actualmente frente a la resistencia a los
antimicrobianos, esta planta se reconoce como una opcién para el desarrollo de nuevos
tratamientos con variaciones farmacoldgicas, sin embargo, todavia se observa un gran vacio de
informacion sobre el efecto de la Moringa oleifera en el tejido bucal, sus rutas de accion,

concentraciones base y efectos secundarios. Por tanto, este estudio plantea identificar:



4.1  Pregunta problema
¢ Cual es el efecto de los metabolitos secundarios de extractos de Moringa oleifera en

diferentes concentraciones sobre microorganismos de la cavidad oral?

19
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5 Objetivos

5.1  Objetivo general
Evaluar el efecto inhibitorio de los extractos metabolicos de la Moringa oleifera
sobre los microorganismos presentes en muestras recolectadas en cavidad oral de pacientes

voluntarios de Villavicencio - Meta.

5.2  Objetivos especificos

Identificar la capacidad antimicrobiana de los extractos de moringa
oleifera frente a los microorganismos de cavidad oral.

- Relacionar la variable nimero de colonias frente a cada una de las
concentraciones de metabolitos secundarios de Moringa oleifera, con el fin de referir una
concentracion minima optima con efectos significativos sobre la proliferacion de

microrganismos correspondientes a diferentes enfermedades en cavidad oral.
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6 Hipotesis

6.1  Hipotesis nula:
Los extractos de metabolitos secundarios de Moringa oleifera no inciden sobre la

proliferacion y formacion de colonias de los microorganismos de cavidad oral.

6.2  Hipotesis alternativa:
Hay un efecto de los extractos de Moringa oleifera sobre la proliferacion y formacién de

colonias de microorganismos de cavidad oral.
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7 Justificacion

La cavidad oral esta compuesta por diferente microhabitats, estos dependen de diversos
factores como “las concentraciones de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la
exposicion a factores inmunologicos y las caracteristicas anatomicas” en estos se encuentran una
gran cantidad de microorganismos, algunos de ellos relacionados con enfermedades comunes,

como lo son la caries y la enfermedad periodontal (Cruz Quintana et al., 2017).

Para el afio 2015 segun el estudio nacional de salud bucal (ENSAB) se encontré que 9 de
cada 10 colombianos presentan condiciones que afectan su salud bucal, lo que ha llevado a que
se considere como una condicidn de salud publica. Teniendo en cuenta esto, se han buscado
diferentes métodos para combatir estas enfermedades, con el fin de mejorar la salud bucal de los

colombiano (Sayeed et al., 2012; Mitchel Otieno et al., 2016; Alsaraf et al., 2016).

Ahora bien, una de las formas de combatir las bacterias de la cavidad oral que causan las
enfermedades mas comunes, es por medio de extractos de metabolitos secundarios vegetales,
entre estos los de Moringa oleifera (Mo) (Moyo, 2012). Los metabolitos secundarios son activos
que contienen una gran cantidad de productos quimicos que pueden ayudar a inhibir el
crecimiento bacteriano, actuando con los mismo mecanismo que los de un antibi6tico como por
ejemplo: contribuyendo con la inhibicion de la sintesis de la pared celular y la activacién de

enzimas que destruyen esa pared, alterando sus &cidos nucleicos (He et al., 2015).

Son bastantes las investigaciones que se han generado en torno al estudio de productos
medicinales a base de extractos de las plantas, dado que presentan un amplio impacto por sus

cantidad de beneficios a nivel de cavidad oral como antibiotico, antiespasmaodico, cicatrizante,
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por esto en la industria la venta de productos medicinales a base de plantas ha incrementado su

venta de 7 a 15% anualmente (Alarcon et al., 2017).

Teniendo en cuenta la problematica planteada, el hecho de estudiar la eficacia de los
metabolitos secundarios de Moringa oleifera en los cuales ya se ha demostrado que existe un
efecto controlador frente a la proliferacion de algunos microrganismos tanto gram +y gram — en
cavidad oral, a diferentes concentraciones (Sayeed et al., 2012), es una opcion de tratamiento y
prevencion de las enfermedades mas comunes que se pueden encontrar en cavidad oral (Alarcén

etal., 2017).
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8 Marco tedrico

8.1 La cavidad oral

La cavidad oral esta constituida por maltiples microambientes (paladar, lengua, encia
mejillas, superficie dentales y saliva), los cuales comprenden su propia microbiota, esto incide
sobre la variacion de su composicion segun la superficie (mucosa o tejido dental) y los lugares

que las componen (surcos o fisuras) (Marsh & Percival, 2006).

8.1.1. La microbiota oral

La microbiota oral es una parte de la cavidad oral y representa una parte importante de la
microbiota humana, su funcidn principal es proteger y controlar la colonizacion de bacterias
extrinsecas que podrian afectar la salud general (Walker, 2016). Esta integrada por una amplia
gama de bacterias Gram positivas y Gram negativas, entre las cuales se encuentran las especies

anaerobias facultativas y anaerobias estrictas (HOFFMAN, 1957).

8.1.2. Enfermedades de cavidad oral

Algunas de las enfermedades de cavidad oral més conocidas son la caries dental y las
enfermedades periodontales, que se consideran patologias inflamatorias cronicas multifactoriales

(Kinane et al., 2017). Dentro de las cuales se encuentran la gingivitis y la periodontitis. La
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gingivitis se propicia por la acumulacion de biofilm dental, por ausencia de un cepillado adecuado
y es un estado de inflamacion localizado en la encia, en donde se presenta sangrado, es considerada
una enfermedad reversible que, si no se trata de forma pertinente, aumenta el factor de riesgo a
desarrollar de una periodontitis (Trombelli et al., 2018), cuya caracteristica principal es la perdida
6sea a nivel de los tejidos de soporte.

Los principales agentes causales de la periodontitis crénica son Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia, en donde P. gingivalis es el
microorganismo mas patégeno dentro de la categoria de bacilos anaerobios Gram negativos
(Mujica Troncoso et al., 2010). Frente a las enfermedades como la gingivitis esta puede ser
propiciada por algunas bacterias en su mayoria gram negativas, tales como Neisseria
gonorrhoeae, Treponema pallidum, Streptococcus y entre otros microorganismos (Martinez &

Ruiz, 2005).

8.2 Clorhexidina

Se han empleado herramientas para disminuir la carga bacteriana de cavidad oral, entre
los més utilizados actualmente encontramos la clorhexidina (gluconato de clorhexidina), que es
considerada una de los principales antisépticos en el uso odontoldgico, ya que presenta un
amplio espectro antimicrobiano (Mileydi de la Torres Lopez et al., 2009). Sin embargo, no se
recomienda un uso constante, dado que presenta algunos efectos secundarios asociados a los
colutorios con contenido de alcohol (etanol), en donde se pueden generar reacciones en los
tejidos duros como desmineralizacion y tincion del esmalte, junto a alteraciones en el gusto y en

la mucosa oral (Blanco Carrion & Otero Rey, 2014).
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8.3 Extractos metabdlicos

Los extractos son compuestos presentes en los tejidos de las plantas, provenientes de la
obtencion de sustancias activas, que son generadas por una extraccion adecuada y solventes
como agua, etanol u otro solvente selectivo. A partir de esto hay estudios que abordan el uso de
extractos de compuestos naturales para reducir la carga bacteriana en cavidad oral. Algunos
productos vegetales como “(la manzanilla, el cacao, el aloe, la moringa, el orégano, coco, ajo,
clavo, cardamomo, entre otros)” se relacionan como una alternativa terapéutica ((Santos-
Zambrano et al., 2020). Existe diversa literatura sobre los efectos de los productos naturales

como tratamientos alternativos a variadas complicaciones.

8.3.1. La Moringa oleifera

La Moringa oleifera es una especie arb6rea no endémica de Colombia, su origen es de los
Himalayas y es un arbol de crecimiento acelerado que alcanza alrededor de 10-12 metros de
altura (Lifan, 2010). Tiene caracteres xerofilos, ademas de ser viable a nivel agronomico. Esta
planta posee innumerables propiedades, diversos estudios corroboran las propiedades
medicinales de la Moringa oleifera como antioxidante, en el sistema nervioso central, cancer, en

el sistema inmunoldgico, antiviral y antibacteriano (Jung, 2014).
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8.3.2. Fitoquimico

Son sustancias quimicas que se producen por las plantas y generan un impacto en la
salud, la textura, el olor, el sabor o el color de las plantas. Los metabolitos secundarios tienen
caracteres fitoquimicos y los mas representativos de la Moringa oleifera son los taninos,

saponinas y polifenoles (Mas Toro et al., 2017).

8.3.3. Los metabolitos secundarios

Son compuestos obtenidos a partir del metabolismo primario de las plantas y tienen un
papel ecoldgico importante puesto que presentan maltiples funciones en la especie vegetal
(Augustin et al., 2011), considerados como una fuente de principios activos para medicamentos y
productos quimicos (Isaza M., 2004). A partir de esto, se indica que estan involucrados en
funciones que favorecen la adecuacion de mecanismos adaptativos en la planta (Mendes et al.,
2012).

La Moringa oleifera y sus extractos son de amplia aplicabilidad en términos de
tratamientos alternativos, esto es debido a que en sus metabolitos secundarios se encuentran
grandes potenciales de accion, que a su vez generan reacciones bioldgicas, entre estas su
capacidad antibacteriana que es ocasionada por el (4-(B-D-glucopyranosyl -1—4-BL-
trhamnopyranosyloxy)-benzyl thiocarboxamide), teniendo en cuenta que son muchos mas los

compuestos quimicos que constituyen los metabolitos de esta planta (Bijina et al., 2011).
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8.4 Antimicrobiano

La capacidad que tiene un compuesto de inhibir el aumento de la poblacion bacteriana o
de eliminarla es considerado un efecto antimicrobiano (Rathi et al., 2006; Manaheji et al., 2011,
Chiedozie et al., 2016b). Partiendo de esto, se encontraron estudios bacteriol6gicos que
evidencian la actividad antimicrobiana de los extractos de Moringa oleifera, los cuales
aglomeran bacterias Gram positivas y Gram negativas. Su accion bacteriostatica se ve reflejada
en la destruccion de la membrana celular, por medio de la inhibicion de enzimas esenciales

(Suarez et al., 2003).

8.5  Pruebas de sensibilidad

Una prueba de sensibilidad no permite realizar una prediccion mediante un experimento
in vitro, observar una respuesta de un determinado antibi6tico, la evolucién de una infeccion y
detectar resistencia relevante de los organismos a diversos procesos dafiinos para el mismo
(Jorgensen & Ferraro, 1998). Existen distintos métodos para llevar a cabo pruebas de
sensibilidad, algunos de ellos son la difusién en agar (Técnica de Bauer & Kirby), dilucién en
agar, microdilucion en caldo y métodos especializados, entre muchos otros (Jorgensen &
Ferraro, 1998). Sin importar el método a emplear, existen tres pasos fundamentales, los cuales
son; el medio de cultivo que se emplea, el antibidtico (antibacteriano, antifingico) y la cepa
bacteriana o colonia. Cualquiera que sea el método se hace necesario controlar cada una de estas

tres variables (Kulik et al., 2015).
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8.6  Cultivo dilucion en agar

Se incorpora el antimicrobiano a un medio con agar, este se adiciona cuando el medio aln
se encuentra en estado liquido. Para alcanzar el rango de dilucion deseado se preparan una serie
de placas, cada una con una concentracion especifica de antimicrobiano. EI nimero de placas
para cada concentracion a preparar serd dado por el nimero de microorganismos que se vayan a
estudiar. En la mayoria de las situaciones, el medio de cultivo a emplear es agar Mueller-Hinton,
pero en funcién de los microorganismos y de sus necesidades nutritivas puede ser necesario
agregar algun suplemento a este medio, o emplear un medio diferente (Zhurbenko, Raisa; Viera

Oramas, Diana Rosa; Rodriguez Martinez, Claudio; Ortega Suris, 2010)
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9 Metodologias

9.1 Poblacion de Estudio y Muestra de microbiota oral

El estudio se centrd en las muestras de microbiota de cavidad oral, por medio de hisopos
(método de frotis en carrillo, lengua y encia) extraidas de voluntarios (adultos, hombres y
mujeres mayores de edad) de Villavicencio, Meta, los cuales tenian caracteristicas especificas de
inclusidn; estos firmaron con antelacion un consentimiento en donde admiten su participacion en
el estudio. Fueron nueve repeticiones por concentracion, teniendo en cuenta que son tres
concentraciones, mas el control, tres para el paciente sano (control), tres para el paciente con
gingivitis y tres para el paciente con periodontitis (Triplicata) respectivamente a cada una de

estas se le realizaron dos siembras con el fin de disminuir el margen de error estadistico.

9.2  Obtencion de extracto de Moringa oleifera

9.2.1. Percolacion en frio
El material seco de Moringa oleifera paso por un proceso de molienda y tamizado,

separando el material vegetal por tamafio hasta conseguir una homogeneidad, posteriormente fue
separado en cantidades de 500 g. La solucidn extractora estuvo constituida por 70% de etanol y

30% de agua destilada, metodologia tomada y modificada de (Eni, 1967)
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Se llevo a cabo un proceso de percolacion en frio, para evitar que los metabolitos
extraidos puedan alterarse. Las extracciones solido-liquido se llevaron a cabo implementando
dos embudos de decantacion, ubicados verticalmente con ayuda de un soporte universal, el
superior contenia la mezcla de etanol 70% y agua 30% Y el inferior se organizé de la siguiente
forma; en su base se ubic6 un algodon, posteriormente un papel filtro y se adiciono el material
vegetal mas delgado seguido del méas grueso, y se ubicé nuevamente papel filtro, se adecuo para
mantener un goteo constante, hasta terminar la extraccion del metabolito. Posteriormente el
extracto fue llevado al rotavapor en donde se obtuvo un extracto madre (pasta), el cual fue
pesado para evaluar su porcentaje de recuperacion, para llevar a aforo y evaluar la concentracion

en ppm.

Con el extracto madre obtenido, se realizaron diluciones 5.000 ppm, 15.000 ppm, 30.000

ppm, 36.000 ppm, esto con la ayuda de probeta volumétrica.

10 Obtencion de la muestra (Hisopado bucal)

Los voluntarios no se vieron expuestos a riesgo alguno frente a los procedimientos
minimamente invasivos, como lo son hisopado bucal y fotografias que fuesen necesarias,
conforme a los principios éticos de las normas anteriores, de la Ley 35 de 1989, de la resolucion
1995 de 1999 y de la Ley 2015 de 2020. Dias previos a la toma de muestras se realiz6 una

evaluacién a cada uno de los pacientes para verificar su diagnostico.
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Para la toma de muestras, se ubicé al voluntario de forma optima y se realizé un hisopado
de toda la mucosa oral, (por paciente se hizo una toma de cuatro hisopados), y posteriormente se

realizaron las siembras inmediatas en los medios correspondientes.

10.1 Criterios de inclusién

Pacientes mayores de 20 afios. Los casos fueron pacientes con gingivitis y periodontitis.

En los controles tuvimos pacientes con salud periodontal y baja prevalencia de caries dental.

10.2 Criterios exclusion

Pacientes menores de veinte afios, que presentaron enfermedades sistémicas o pacientes
edéntulos totales. Ademas, también se excluyeron aquellos pacientes con factores que puedan
provocar cambios en el flujo salival o aquellos que por distintos motivos se encontraran bajo

tratamiento médico.

11 Fase experimental (Laboratorio de microbiologia)

11.1 Prueba piloto

Se realizaron diferentes disoluciones en ppm partiendo de un a foro de 500 ml del
extracto de Moringa oleifera, a partir de las diluciones a concentraciones establecidas, se llevo a
cabo una prueba piloto para generar una curva que permitio observar desde qué concentracién
los metabolitos secundarios del extracto madre empezaron a tener efecto sobre la proliferacion
de microorganismos de cavidad oral, esto se llevd cabo con muestras tomadas de dos pacientes

sanos, siguiendo la misma metodologia ya plantada para toma de muestras, factores de exclusion,



33

realizacién de agar y adicion de concentraciones, en 6ptimo estado de esterilidad y bajo las

medidas necesarias de temperaturas y aislamiento.

11.2  Dilucion en agar

De la prueba piloto realizada, para el gradiente de concentraciones de Moringa oleifera,
la concentracion mas baja establecida fue de 4000 ppm y en esta se evidencio un efecto total de
inhibicion, partiendo de esto, se seleccionaron tres concentraciones por debajo de esta
correctamente distribuidas que permitiera identificar, una concentracion minima base de

inhibicién.

Este método nos permitio determinar la sensibilidad a los antimicrobianos (Extractos de
Mo). El medio de cultivo empleado fue base de agar Mueller Hinton, en funcién de los
microorganismo presentes en los hisopados de los pacientes, posteriormente se realiza la siembra
en agar MacConkey y agar Sangre, el agente antimicrobiano Mo, se incorporé dentro del medio
con agar, de forma que cada placa tuviera una concentracion diferente del extracto (Garcia
Rodriguez et al., 2000). Una vez esterilizado el medio de cultivo, durante un promedio de 20
minutos a 121°C en autoclave, se dej6 enfriar hasta llegar a unos 45 °C antes de afiadir las
disoluciones, después se vertio en placas Petri estériles, evitando la formacion de burbujas. Las
disoluciones correspondieron a tres por cada concentracion en ppm, frente a las muestras
tomadas de microorganismos en pacientes y tres que se establecieron como control. Cada agar
con su concentracion establecida estuvo dividido en cuatro partes iguales, de las cuales tres

estuvieron inoculadas y una actué como control de agar, este método se denomina evaluacion
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por triplicata. Una vez solidificadas, las placas se utilizaron inmediatamente, los in6culos de los
distintos microorganismos (Bacterias de cavidad oral) se sembraron de forma masiva y
simultaneamente sobre la superficie del agar, empezando por la menor concentracién. El conteo
se realiz6 después de 24 horas. Los medios se almacenaron refrigerados y sellados con vinipel
industrial negro, dado que los extractos de material vegetal podrian presentar fotosensibilidad y
también para evitar su desecacion. Es necesario inocular las placas control de agar sin extracto de

material vegetal (control de viabilidad) para confirmar que no hubo contaminacion.

11.3  Aislamiento de microorganismos y observacion

Se aisld el mismo tipo de colonias para evitar un sesgo, para ello se hizo una
siembra masiva antes de llevar a cabo la prueba piloto en agar Mueller Hilton y
posteriormente, se realizan las siembras de los microrganismos aislados en agar sangre y
agar MacConkey. Se implementé una coloracion de Gram y un examen macroscopico de
las colonias, para aislar solo un tipo de colonia (Cocos y bacilos). Posterior a la siembra,
se cubrid cada una de las petri en vinipel negro y se llevaron a incubadora, se realiz6 una
revision constante y se registran datos, respecto al conteo de colonias a las 96 horas y

observaciones cualitativas.
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12 Manejo estadistico

12.1 Analisis de datos

Las mediciones cualitativas se realizaron por triplicado (n=3). Para la parte estadistica se
implementa el programa Rstudio versidn: 2023.09.1+494 fue usado el procesamiento
estadistico para el andlisis de las diferencias significativas entre las variables, a traves de una

anova.

Teniendo en cuenta que se evaluaron los microorganismos de cavidad oral bajo caracteres
excluyentes en tres pacientes, y se identifico el efecto de la Mo por triplicata, se realizé una
evaluacion cuantitativa, en donde se considerd el control (Sin extracto Mo), con esto se compard
el nimero de colonias (conteo) respecto al grupo tratamiento, se implementé un alfa de 0,05, en

una prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Para la evaluacion cualitativa, se identifico si hay o no efecto, se construy6 una tabla en
donde (+++) implica una inhibicion completa de la proliferacion, (++) una inhibicion parcial, (+)

falso positivo, (-) no hay inhibicion.



Descripcion de variables

Tipo de microorganismos Cualitativa
(Gram+-) nominal
Cualitativa
Tipo de paciente ordinal
Presencia o ausencia de Cualitativa
colonias ordinal

NuUmero de colonias

Cuantitativa

discreta

Tabla 1 Variables.
del trabajo.

Concentracion de extracto

de MO

Cuantitativa

discreta

36

Descripcion de variables asociadas al planteamiento metodologico y objetivo
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13 Resultado

13.1 Prueba piloto

Se realizd siembra inmediata con los hisopados tomados a cada uno de los pacientes
sanos, en agar Mueller Hinton libres de extracto metabolico de Mo, se observo proliferacion de
microorganismos, adherida a la curva normal de crecimiento microbiano, esto observado a las

24, 48y 72 horas.

Se incorporaron a cada uno de los agares las concentraciones del extracto de metabolitos
secundarios de Mo establecidas que correspondieron a 5.000 ppm, 15.000 ppm, 30.000 ppmy
36.000 ppm y se establecio un segundo control (sin siembra) para cada una de las
concentraciones. No se identifico proliferacién de microrganismos en ninguna de estas
concentraciones, por ello, la minima concentracién fue considerada para realizar la evaluacion
frente a la inhibicion de formacion de colonias de microrganismos en cavidad oral, con el fin de
identificar la concentracion minima en donde exista un efecto significativo del extracto sobre la

proliferacion de microrganismos.

13.2 Resultados estudio

A partir de los resultados obtenidos es posible afirmar que existen un efecto inhibitorio de

los extractos de Moringa oleifera sobre los microrganismos de cavidad oral presentes en las
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muestras tomadas de pacientes voluntarios, que depende de la concentracidén implementada y no

discrimina de la enfermedad bucal.

13.2.1. Anova. Disefio cuadrado latino (DCL)
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Figura 1 Diagrama de cajas y bigotes del anova en Agar MacConkey.

A) Tratamientos A (250ppm), B (1500ppm), C (4000ppm), D (Sin extracto), frente al
numero de colonias, la media en relacion para el tratamiento A se encuentre entre 23y 24, con
un valor minimo de cero y un Q3 de 30, para el tratamiento B, el valor maximo es 10, frente a los
tratamientos C y D, se identifica un resultado polarizado, con total inhibicién y una proliferacién
sobre los valores maximos de colonias, respectivamente. B). Variable nimero de colonias
respecto al paciente, (1y 2) sanos, (3 y 4) gingivitis, (5 y 6) periodontitis, en pacientes con
periodontitis se alcanzan valores del Q3 de 30. C). Numero de colonias respecto a la
enfermedad, la media en pacientes con gingivitis y periodontitis esta por encima de 10, respecto

a la de los pacientes sanos que es cercana a cero.
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Boxplot Enfermedad

T T
Gingivitis Sano

Enfermedad

A) Tratamientos A (250ppm), B (1500ppm), C (4000ppm), D (Sin extracto), frente al

numero de colonias, la media en relacion para el tratamiento A se encuentre entre 25y 30, con

un valor minimo de cero y un Q3 de 30, para el tratamiento B, el valor maximo es de 8, frente a

los tratamientos C y D, se identifica un resultado polarizado, con total inhibicion para el

tratamiento C y una proliferacion sobre los valores maximos de colonias para el tratamiento D.

Se puede observar una relacion entre los tratamiento A-D. B). Variable nimero de colonias

respecto al paciente, (1y 2) sanos, (3 y 4) gingivitis, (5 y 6) periodontitis, las medias de los

pacientes a excepcion del paciente 2, estan por encima de 15, todos con datos minimos sobre

cero. C). Numero de colonias respecto a la enfermedad, se evidencia una diferencia

representativa entre las medias de los pacientes sanos, respecto a las medias de los pacientes con

gingivitis y periodontitis, con medias por encima de quince.



13.2.2. Hipotesis para paciente

Ho: No existen diferencias entre el tipo de paciente

Ha: Existen diferencias entre el tipo de paciente

13.2.3. Hipotesis para tratamientos

Ho: No existen diferencias entre los tipos de tratamientos

Ha: Existen diferencias entre los tipos de tratamientos

= summary(a.anova.dcl)

Df Sum Sq Mean 5q F value Pr(=F)
Paciente 5 223 44.6 1.039 0.431
Tratamiento 3 3646 1215.3 28.343 1.99e-06 ***
Residuals 15 643 42.9

Signif. codes: 0 “***7 (0.001 ‘**' 0.01 **' 0.05 “.7 0.1 * "1
>

Tabla 2 Summary del anova. dcl en Agar mackoncey

Relacion de la variable independiente (NUmero de colonias) respecto a la variable
tratamientos y el tipo de paciente, con valores para paciente (p>0,05), lo que implica que no
existen diferencias significativas entre las medias del nimero de colonias respecto al paciente,
sin embargo, el tipo de tratamiento (p: 1.99e-06) es significativo, lo que implica que si existen

diferencias significativas entre las medias del tipo de tratamiento.

40
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= summary(a.anova.dcl)

Df Sum Sq Mean 5q F value Pr(=F)
Paciente 5 284 560.8 0.738 0.606706
Tratamiento 3 3262 1087.3 14.125 0.000121 ***
Residuals 15 1155 77.0

Signif. codes: 0 “***' (0.001 ‘**' 0.01 **’ 0.05 *." 0.1 * "1

Tabla 3 Summary del anova dcl en Agar Sangre.

Relacion de la variable independiente (Nimero de colonias) respecto a la variable
tratamientos y el tipo de paciente, con valores para paciente (p: 0.06067), lo que implica que no
existen diferencias significativas entre las medias de los pacientes en funcion del nimero de
colonias, sin embargo, se identifica nuevamente que el tipo de tratamiento (p: 0.000121) es
significativo, lo que implica que si existen diferencias significativas entre las medias del tipo de

tratamiento.
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13.2.4. Prueba de Tukey HSD de comparaciones multiples

Tukey multiple comparisons of means

- . > Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = Colonias ~ Tratamiento, data = angit: aov(formula = Colonias ~ Tratamiento, data = anova.dcl)

$Tratamiento $Tratamiento

diff Twr upr p adj diff Twr upr p adj
B-A -17.33333 -27.9668352 -6.699831 0.0010027 B-A -13.666667 -27.372248 0.03891452 0.0508180
C-A -19.33333 -29.9668352 -8.699831 0.0003031 C-A -21.333333 -35.038915 -7.62775215 0.0016039
D-A 10.33333 -0.3001685 20.966835 0.0586930 D-A 8.666667 -5.038015 22.37224785 0.3162142
C-B  -2.00000 -12.6335019 8.633502 0.9516740 C-B -7.666667 -21.372248 6.03891452 0.4195257
D-B 27.66667 17.0331648 38.300169 0.0000027 D-B 22.333333 8.627752 36.03891452 0.0010063
D-C 29.66667 19.0331648 40.300169 0.0000010 D-C  30.000000 16.294419 43.70558119 0.0000305

Figura 3 Test de Tukey HDS.

A) Agar MacConkey, se presenta la comparacion todos los tratamientos; Tratamientos A
(250ppm), B (1500ppm), C (4000ppm), D (Sin extracto). Con un p-valor: 0.586 es posible
afirmar que no existen diferencias significativas entre el tratamiento D-A, de igual forma con
valores de p>0,05 entre los tratamiento C-B tampoco existen diferencias significativas. B). Agar
Sangre, con un p-valor: 0.316 es posible afirmar que no existen diferencias significativas entre el
tratamiento D-A, de igual forma con valores de p>0,05 entre los tratamiento C-B tampoco
existen diferencias significativas, sin embargo, entre las demas comparaciones entre tratamientos

si existen diferencias significativas.
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13.2.5. Pruebade LSD

A Groups and Range B Groups and Range
8 8
Sgroups
a a . a Sgroups
S : Colonias groups 2 4 . ab be Colonias groups
D 30.0000000 a D 30.000000 a
- .
F A 19.6666667 a Q A 21.333333 ab
B 2.3333333 b B 7.666667 bc
< C 0.3333333 b -+ C 0.000000 c
w | w |
w0 -
o | b o _|
) -
[ 7
c
o - I T e - f !
D A B D A B [of

Figura 4 Test. LSD. Grafica

A). Agar MacConkey y grafica. B). Agar Sangre. Respecto a la diferencia minima
significativa entre las medias de los tratamientos, letras diferentes implican diferencias
significativas a-b, a-c, letras iguales agrupan los tratamientos respecto a medias que

estadisticamente no son significativamente diferentes a-a, b-b, c-c.
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14 Discusion

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos de las hojas de la M. oleifera tales
como, isotiocianatos, flavonoides, antocianinas, proantocianidinas, polifenoles, flavonoides y
cinamatos (Garcia H., 2017), son considerados compuestos bioactivos que son potencialmente
responsables de los procesos de inhibicion y control de microrganismos patdgenos ( Ibrahim et
al., 2022). Respecto a la actividad antibacteriana, los extractos de M. oleifera fueron efectivos
para inhibir el crecimiento de microorganismo de cavidad oral tanto de tipo gram + como gram —
(p: 1.99¢-6; p: 0,000121), ademas no discrimina entre el tipo de paciente, dado que el efecto es
significativo en todos los tratamientos sin que la enfermedad del paciente sea una variable
considerable, para este caso se acepta la hipotesis nula, no existen diferencias significativas entre
el tipo de paciente, sin embargo para la variable tipo de tratamiento, se rechaza la hip6tesis nula
y se dice que existe una diferencia significativa entre las medias de cada uno de los tratamiento
aplicados. Los resultados se relacionan con algunos otros obtenidos en estudios realizados
anteriormente frente a la efectivad de la accion de los metabolitos de M. oleifera (Elgamily et al.,
2016; Rieuwpassa et al., 2022; Faisal Madhloom et al., 2022) en donde se ha demostraron la

accion bactericida del extracto de M. oleifera.

Al contrastar los tratamientos A (250ppm), B (1500ppm), C (4000ppm), contra el
tratamiento D, en la prueba de comparaciones multiples de Tukey, se evidencian valores de
p<0,05 lo que implica que existen diferencias significativas entre este y los demas tratamientos a
excepcion del tratamiento A, en donde los valores de p<0.05 tanto en las siembras realizadas en
agar MacConkey, como agar Sangre. El tratamiento D, no contenia el extracto, este se dispuso

como el control negativo, alli la proliferacion de bacterias fue la maxima, y el hecho de que



45

estadisticamente existan diferencias significativas con los tratamientos B (1500ppm) y C (4000
ppm) implica que en estos dos tratamientos la concentracion del extracto de Moringa oleifera
tuvo un efecto representativo frente a la proliferacion de microrganismo de cavidad oral, sin
embargo, en concentraciones cercana o iguales a 250ppm (Tratamiento A), la inhibicion no es
representativa, dado que este en contraste con el tratamiento D, no presenta diferencias
significativas asociadas la proliferacién de microrganismos en ninguno de los dos tipos de agares
(p: 0.058; 0.316), frente a los tratamiento B-C en ambos casos los p-valores son mayores a 0.05,

esto implica que las diferencias en cuanto a su eficacia no es significativamente diferente.

Dentro de los microrganismos de cavidad oral vamos a encontrar tanto gram positivos,
como gram negativos, esto Ultimos en su mayoria causantes de enfermades tales como
periodontitis y gingivitis (Bascones et al., 2005) y aunque se esperaba que la susceptibilidad de
los microorganismo gram-positivos, asociados al agar sangre fuera mayor a la del otro grupo,
dado que los extractos presentan fitocompuestos con un alto potenciales de accion, (Bijina et al.,
2011), se evidencio que las concentraciones de metabolitos secundarios del extracto de Moringa
oleifera, mayores o iguales a 1500 ppm tenian la capacidad de controlar la proliferacién tanto de
bacterias asociadas al agar MacConkey (Gram-), como a las del agar sangre, encontrandose
diferencias significativas frente al control negativo (0 ppm), lo que implica que bajo estas
concentraciones si existe un efecto inhibitorio de proliferacién de microrganismos, en los tres

grupos de paciente.

Respecto a la concentracién minima inhibitoria los resultados obtenidos en el presente

estudio sugieren que esta se encuentra sobre las 1500ppm, dado que, aunque a una concentracion
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de 250 ppm existe ya una inhibicion, es importante garantizar que esta sea eficaz tanto en

microrganismos Gram positivo, como Gram negativos.

Uno de los factores que se consider6 dentro del estudio fue el tipo de extraccién, debido
al comportamiento de los metabolitos y su susceptibilidad a las temperaturas y a la luz, se busco
controlar siempre estas condiciones con el fin de obtener el maximo rendimiento frente a su
potencial de accion, ademas se considerd el etanol como solvente del extracto en crudo debido a
que este no es responsable de la actividad microbiana bajo estas condiciones y tampoco actua

como coadyuvante (ISSN 1405-2768 Num. 55 Enero 2023, 2023).

Es importante mencionar que la practica y utilizacion de la fitoquimica se basa en el uso
de extractos de plantas con caracteristicas asociadas, con el fin de buscar alternativas que puedan
contrarrestar el efecto de diversas enfermedades (Gallegos Zurita, 2016). Estd como ya se habia
mencionado se ha utilizado desde tiempos histéricos dando lugar a los fitofarmacos, ademas de
ser de menor costo y desde lo que se ha demostrado reducidos indices de toxicidad, en

comparacién con los productos de sintesis (Gallegos Zurita, 2017).
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15 Conclusiones

Si identifica una accion inhibitoria de amplio espectro de los metabolitos secundarios
Moringa oleifera frente a la proliferacion de los microorganismos de cavidad oral presentes en
las muestras tomadas de los pacientes voluntarios. Si bien existen diversos estudios que enfatizan
en el tratamiento de enfermedades implementado extractos de diversas partes de algunas plantas
y muchas de ellos relacionados a tratamientos con complicaciones odontoldgicas, es necesario
continuar haciendo investigacion que aporte al conocimiento frente a sus vias de accion, sus

componentes, contraindicaciones, caracteristicas asociadas, etc.

La eficiencia de los procesos de extraccién de material vegetal depende de diversos
factores que estan estrechamente relacionados con la solubilidad de los componentes a extraer.
Estos factores incluyen la temperatura, el tamafio de las particulas, la presencia de impurezas, la
agitacion, la capacidad de disolucidn y la cantidad de solvente utilizado, entre otros. Por esta
razon, se han realizado mejoras significativas en estos procedimientos con el objetivo de

aumentar tanto el rendimiento como la composicion de diferentes metabolitos secundarios.

Respecto a las hipdtesis iniciales planteadas, se ha sugerido que los metabolitos de
Moringa oleifera podrian tener un efecto inhibitorio real sobre los microorganismos de cavidad
oral, con concentraciones minimas viables iguales o mayores a 1500 ppm, sin discriminar
complicacion, lo que plantea la posibilidad de utilizarlos como una alternativa en el &mbito de la
salud oral para abordar posibles complicaciones. Sin embargo, es importante destacar que,

incluso identificando un efecto significativo de inhibicion de estos metabolitos frente a los
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microorganismos, es necesario llevar a cabo nuevas investigaciones centradas en la

identificacién de los componentes quimicos especificos responsables de estas propiedades.
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