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RESUMEN

Los extractos naturales han sido empleados como agentes antimicrobianos ante un gran
namero de microrganismos patdgenos, los extractos de los rizomas de la planta “sangre de
drago” (Jatropha dioica) y del fruto del xoconostle "Ulapa” (Opuntia oligacantha) se
encuentran entre estos agentes. Sin embargo, para incluirlos en formulaciones alimentarias o
farmaceéuticas es necesario eliminar su microbiota natural o adquirida durante el proceso de
su extraccion, mediante métodos de esterilizacion. Por otro lado, los efectos de la
esterilizacion por filtracion y autoclave sobre sus propiedades no han sido evaluados. El
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la esterilizacion por filtracidn y autoclave sobre
las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y antimicrobianas de los extractos de los
rizomas de la planta sangre de drago y del fruto xoconostle. Los contenidos de compuestos
fendlicos, flavonoides, antioxidantes y actividad antimicrobiana contra Streptococcus mutans
no se vieron afectados en los extractos esterilizados por autoclave de los rizomas de la planta
sangre de drago, ademas se detectaron los compuestos de naringenina, apigenina, galangina,
acido vanilico y &cido cafeico, mientras que en los extractos esterilizados por autoclave del
fruto xoconostle el contenido de betalainas disminuy6 y se identificaron los compuestos:
galangina, acido galico, acido vanilico y acido p-cumaérico. La concentracion minima
inhibitoria para el extracto esterilizado en autoclave de la planta sangre de drago fue de 2
mg/mL, y para el extracto esterilizado por autoclave del fruto xoconostle fue de 28 mg/mL.
Ambos presentaron ser alternativas naturales como agentes antimicrobianos contra S.

mutans.



ABSTRACT

Natural extracts have been used as antimicrobiala gents, and extracts of the rhizomes of the
dragon’s blood plant (Jatropha dioica) and of the fruit of xoconostle ‘Ulapa’ (Opuntia
oligacantha) are among these agents. Prior to the use of the extracts, it is necessary to
eliminate their natural microbiota by the means of sterilization by filtration and autoclave
methods. However, the effects of thermal sterilization on the properties have not been
evaluated. The objective of the study was to evaluate the effect of sterilization on the physico-
chemical, antioxidant, and antimicrobial properties of extracts of the rhizomes of dragon’s
blood and the fruit of xoconostle. The contents of phenolic compounds, flavonoids,
antioxidant, and antimicrobial activity against Streptococcus mutans were not affected in
autoclave-sterilized extracts of dragon’s blood rhizomes. Naringenin, apigenin, galangina,
vanillic, and caffeic acid were detected in drago’s blood rhizomes, while in autoclave-
sterilized extracts of xoconostle fruits, the betalain content decreased, being galagin, gallic,
vanillic, and p-coumaric acid identified. The minimum inhibitory concentration for the
extract sterilized by autoclaving dragon’s blood was 2 mg/mL, and for the extract sterilized
by autoclaving xoconostle, it was 28 mg/mL. Both represent natural alternatives as

antimicrobial agents against S. Mutans.



. INTRODUCCION



Uno de los problemas mas comunes es la caries dental y 9 de cada 10 personas presentan
problemas de salud bucal, dicha enfermedad se considera infecciosa y de origen
multifactorial, se caracteriza por el reblandecimiento del tejido protector del diente
evolucionando hasta formar una cavidad, la cual podria culminar con la pérdida de la pieza
dental. Una caries mal tratada podria desencadenar problemas como endocarditis, problemas
estomacales e incluso artritis reumatoide (Ojeda-Garcés et al., 2013). La formacién de la
placa bacteriana (biofilm o biopelicula) incluye a Streptococcus mutans como el agente mas
importante asociado a ella, éste produce &cidos cuando metaboliza carbohidratos
fermentables, los cuales circulan a través de la placa dental hacia el esmalte poroso generando
la desmineralizacion de los dientes (Hung et al., 2005). Streptococcus mutans es una bacteria
gram positiva involucrada en problemas de salud oral, es el responsable de la caries dental,
asi mismo desencadena otras enfermedades como la gingivitis y la periodontitis (Ojeda-
Garcés et al., 2013).

Algunos de los agentes quimicos comuUnmente utilizados para controlar la caries y la
gingivitis relacionados con S. mutans son la clorhexidina y el triclosan; sin embargo, el uso
prolongado de estas sustancias suele provocar efectos secundarios como la coloracién marrén
en los dientes, alteracién en el sabor o pérdida del sabor y lesiones escamosas en la mucosa
alveolar (Bascones-Martinez y Mudarra-Morante, 2006). Actualmente, el uso de agentes
antimicrobianos naturales con un rendimiento eficiente en la inhibicion de microorganismos
patdgenos se ha convertido en una alternativa interesante, debido a los efectos secundarios
causados por los antibioticos y al desarrollo de la resistencia bacteriana por parte de los

microorganismos patdgenos (Fernandez-Riveron et al., 2003).

En este sentido, se encuentran cerca de 30,000 especies de plantas en México; de éstas, se
considera que el 33% tiene propiedades medicinales y solo el 5% se han validado quimica,
farmacéutica y biomédicamente (Benitez-Azaola et al., 2017; Waizel-Bucay y Martinez-
Rico, 2011). De este 33% podemos encontrar varias plantas que crecen en forma silvestre,
en regiones aridas y semiaridas de México. La tuna acida o xoconostle ‘Ulapa’, es una fruta
acida del cactus conocido como nopal, y presenta propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y antimicrobianas (Hayek y lbrahim, 2012; Morales et al., 2012). Los



beneficios para la salud asociados con este fruto estan relacionados con su contenido de fibra,
fenoles, flavonoides, betaninas, vulgaxantinas y acido ascorbico (Hernandez-Fuentes et al.,
2015). Morales et al. (2012) reportan un mayor contenido de acido ascérbico en la pulpa,
mientras que en las semillas el contenido de fenoles y flavonoides fue mayor. Por otro lado,
Hernandez-Fuentes et al. (2015) detectaron un alto contenido de fenoles totales de 278 mg
de GAE/100g y una actividad antioxidante de 9.80 mmol de TE/100g en la pulpa xoconostle
'Ulapa’. Hayek e Ibrahim (2012), reportaron que los extractos acuosos de xoconostle
presentan un efecto inhibidor a concentraciones del 10% (v/v) contra E. coli O157:H7. Sin
embargo, el uso principal de xoconostle se encuentra en la cocina mexicana como
condimento y en la elaboracion de dulces, salsas y mermeladas de forma tradicional,
haciéndolo un producto subutilizado con altas pérdidas postcosecha (Morales et al., 2012;

Hernandez-Fuentes et al., 2015).

Por otro lado, la planta Jatropha dioica conocida como sangre de drago, se ha empleado en
la etnomedicina mexicana mediante la elaboracion de infusiones de los tallos 0 masticacion
de rizomas para prevenir la movilidad dental y como analgésico para aliviar el dolor (Wong-
Paz et al., 2010). Se ha demostrado que algunas especies de Jatropha mediante extracciones
metandlicas de los rizomas, presentan actividad antiinflamatoria en roedores a una dosis de
200 mg/kg de peso corporal (Mujumdar y Misar, 2004). Ademas, los extractos
hidroalcohdlicos de los rizomas de la planta sangre de drago presentan actividades
antioxidantes y antimicrobianas a una concentracion de 50 mg/mL contra hongos y contra
bacterias gram positivas y gram negativas (Silva-Belmares et al., 2014; Wong-Paz et al.,
2015). Las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de Jatropha dioica estan
relacionadas principalmente con su contenido de compuestos fendlicos (Gutiérrez-Tlahque
et al., 2018). Uno de los principales problemas que existen cuando al utilizar extractos
naturales de plantas como agentes antimicrobianos es la microbiota nativa y la contaminacién
por hongos y mohos, probablemente durante la extraccion de los materiales frescos, ya que
las técnicas asépticas no se siguen durante los procesos de extraccion (Hashemi et al., 2008).
La esterilizacion en autoclave puede resolver este problema en los extractos de plantas
(Hashemi et al., 2008). Sin embargo, el proceso de esterilizacion en autoclave utiliza altas

temperaturas, lo que puede causar algunas modificaciones en los compuestos bioactivos de



los extractos de las plantas. En este contexto, muchos ingredientes funcionales, como los
polifenoles y los flavonoides, son térmicamente sensibles y las cantidades de estos
componentes activos que se encuentran en el proceso de desinfeccion y esterilizacion son
importantes para el mantenimiento de sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, entre
otras, que estan relacionadas con los beneficios para la salud (Yin et al., 2018). Los extractos
de xoconostle y de sangre de drago pueden ser una alternativa viable para el tratamiento
frente a Streptococcus mutans, debido a sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes; sin
embargo, aun se desconoce si la esterilizacion en autoclave afecta las propiedades
funcionales de estos extractos. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar los
efectos de la esterilizacion mediante autoclave sobre los componentes bioactivos de los
extractos de los rizomas de la planta sangre de drago y del fruto xoconostle, asi como su
capacidad antimicrobiana contra Streptococcus mutans, para ser utilizados como ingredientes

seguros y activos en productos de higiene bucal.



II. ANTECEDENTES Y
OBJETIVOS



2.1 Enfermedades bucales

El consumo desmedido de alimentos con alto contenido de azucares, texturas chiclosas, asi
como los malos héabitos de higiene bucal han contribuido a la aparicion de problemas como
la caries y gingivitis en las personas a temprana edad, los problemas de salud bucal suelen
vincularse con afecciones cardiacas, infecciones pulmonares y se relacionan directamente

con una mala nutricion (Portilla et al., 2010).

La placa dentobacteriana es un factor que determinara las enfermedades periodontales
iniciando con la agregacion de bacterias en la superficie dental (Zaura, 2004). Las bacterias
que crecen en la placa dentobacteriana como el Streptococcus mutans son las responsables
de los problemas de caries que a su vez puede desencadenar el desarrollo de gingivitis,
trastorno de las encias y pérdida de los tejidos de soporte de los dientes (Portilla-Robertson
et al., 2010). El Streptococccus mutans pertenece al grupo de bacterias lacticas y por tanto
produce acido lactico, &cido propidnico, acido acético y acido formico cuando metaboliza
carbohidratos fermentables como la sacarosa, glucosa o fructosa. La circulacion de dichos
acidos desde la placa dental al esmalte poroso mediante disociacién libera iones hidrégeno,
disolviendo el mineral del esmalte, que genera calcio y fosfato difundiéndolos fuera del

esmalte. A este proceso se le conoce como desmineralizacion (Hung et al., 2005).

La placa dentobacteriana es una placa visible que se deposita en la superficie de los dientes,
formada por restos alimenticios, bacterias y desechos del metabolismo microbiano, los
problemas comienzan cuando el equilibrio de la microbiota tiende a un incremento sobre las
bacterias patogenas, generandose la caries, gingivitis o periodontitis (Ojeda-Garcés et al.,
2013). En México, la caries dental afecta al 95% de los nifios menores de 8 afios de edad y a
99% de los adultos (Molina-Frechero et al., 2004). Las bacterias en la placa dental pueden
alcanzar concentraciones de hasta 108 UFC/mL, el 60% de las bacterias son cultivables,
existen alrededor de 500 a 700 especies que pueden colonizar la mucosa y los dientes

formando la placa dentobacteriana (Paster et al., 2006; Ojeda-Garces et al., 2013).



El conocimiento actual sobre la estructura de la biopelicula dental es que las interacciones
interbacteriales son facilitadas por un sistema circulatorio comun en la biopelicula y el
intercambio interbacterial establecido de productos metabolicos en un ambiente que esta
limitado en factores nutritivos. Datos recientes confirman que las bacterias en microcolonias
de la biopelicula, bajo cierta densidad celular, pueden comunicarse a través de intercambio
de informacion (percepcion de quorum) por la expresion de genes, incluyendo genes de
resistencia a los antibidticos. Las relaciones interbacteriales en la biopelicula de la placa
dentobacteriana tienen el potencial de influir en la estructura bacteriana de la comunidad y
estimular el crecimiento de ciertas especies e inhibicién de especies concurrentes, estas
interacciones pueden en gran medida determinar y afectar las relaciones entre los

microorganismos y el huésped.

Con el avance del problema de caries dental se generan otros como la gingivitis, éste se
caracteriza por ser un trastorno inflamatorio de las encias, a medida que avanza la
inflamacion su coloracion se torna hacia un rojo azulado o azul obscuro, continta con un
incremento en la encia interdental y marginal, manifestandose un sangrado, no causa dolor y
para la mayoria de personas que lo padecen pasa desapercibido, originando un proceso

crénico por meses o0 afios al cual se denomina periodontitis.

Las enfermedades periodontales son enfermedades multifactoriales, polimicrobianas, con
diversos factores del huésped implicados en la determinacion de la susceptibilidad individual
a la enfermedad. La relacion entre la microbiota periodontal y el huésped es generalmente
benigna, pero cuando la especie bacteriana especifica aumenta su concentracion en los
espacios subgingivales, puede causar inflamacion periodontal, destruccion del tejido de

soporte y 6seo (Espejel et al., 2002; Popova et al., 2013).

La mayoria de los patdgenos periodontales son anaerobios, pero la biopelicula dental también
puede albergar aerobios facultativos, capnofilos (microorganismos que proliferan en
presenza de altas concentracions de dioxido de carbono) y microaerdfilos cuyo nimero
depende del entorno de la biopelicula desarrollada. Algunas especies bacterianas en el

entorno periodontal que son parte de la flora comensal son Actinomyces, ciertos



Streptococcus y Staphylococcus spp. Pueden provocar infecciones oportunistas en caso de
alteraciones en el ecosistema (Socransky and Haffajee, 2002; Popova et al., 2013). En la tabla

1 se muestran las bacterias encontradas en diversos sitios en la boca humana.

Tabla 1. Bacterias encontradas en distintos sitios de la cavidad oral humana.

Grupo bacteriano Sitio

Placa Lengua Saliva Surco
Estreptococcus 27.9 38.3 41 27.1
S. mutans (0-50) (0-1) (0-1) (0-30)
S sanguis (40-60) (10-20) (10-30) (10-20)
S. salivarius (0-1) (40-60) (40-60) (0-1)
S. milleri (3-25) (0-1) (0-1) (14-56)
Estafilococos 0.3 6.5 4 1.7
Cocos (+) anaerobios 12.6 4.2 13 7.4
Cocos (-) anaerobios 6.4 16 15.9 10.7
Cocos (-) facultativos 0.4 34 1.2 0.4
Bacilos (+) facultativos 23.8 13 11.8 15.3
Bacilos (+) anaerobios 14.8 8.2 4.8 20.2
Bacilos (-) facultativos ND 3.2 2.3 1.2
Bacilos (-) anaerobios 10.4 8.2 4.8 16.1

Los datos estan expresados como porcentaje del recuento total cultivable incubadas anaerébicamente en agar
sangre. Los datos entre paréntesis son expresados como un porcentaje de los conteos totales de estreptococos
facultativos. Fuente: Hamada y Slade (1980)

Las enfermedades gingivales pueden ser inducidas por placa y no inducidas por placa. Las
lesiones gingivales no inducidas por placa son comunes y explican las reacciones tisulares
periodontales observadas, en ocasiones la inflamacion gingival difiere de las enfermedades
gingivales asociadas a la placa con caracteristicas clinicas distintivas. Las causas de las
enfermedades gingivales no inducidas por placa incluyen infecciones bacterias, virales y
micdticas, trastornos genéticos y enfermedades mucocutineas. El cepillado dental
traumatico y reacciones alérgicas hacia medicamentos suelen ser otras posibles causas. Las
lesiones gingivales asociadas a infecciones bacterianas afectan a pacientes con o sin
inmunodeficiencia, las infecciones bacterianas dan lugar a lesiones gingivales, algunas de
estas bacterias son: Neisseria gonorreas, Treponema pallidum, Estreptococos,
Mycobacterium chelonae. Se manifiestan en forma de Glceras con un color rojo intenso,
edematosos, dolorosas, parches mucosos o gingivas inflamadas. Por otra parte, los traumas

accidentales, ioatrogénicos (dafio a la salud por acto medico) y facticios (transtornos o

10



sintomas producidos deliberadamente por el paciente) pueden producir lesiones en los
tejidos blandos orales, las lesiones quimicas, fisicas o térmicas son comunes en la boca. La
lesion fisica puede ser autoinfligida, como resultado de traumas accidentales, infligencias
premeditadas o habitos cronicos, como el morderse las ufias, chuparse los dedos u objetos
(Dilsiz et al., 2010). Un ejemplo de trauma fisico que puede causar lesiones gingivales es el
cepillado dental agresivo. La hiperqueratosis es una respuesta gingival cuando es limitado
el traumatismo, mientras que la laceracion gingival y pérdida del tejido puede deberse a
traumas mas violentos. Los movimientos bruscos con el cepillo, los dentifricos abrasivos y
el uso del hilo dental pueden producir un trauma fisico en la encia. Resulta complejo

diagnosticar estas lesiones con una evaluacion clinica.

Existen otras lesiones como las quimicas, las cuales son causadas por compuestos
antisépticos como la clorhexidina, siendo reversibles al retirar su uso. Las lesiones térmicas
en la mucosa suelen ser causadas por bebidas o alimentos calientes, afectando mayormente
al paladar y la mucosa labial, estas lesiones son dolorosas, causan enrojecimiento en la piel,
pudiendo presentar vesiculas, ulceraciones o erosiones de la mucosa. Los cuerpos extrafos
también pueden causar lesiones en la cavidad oral, por ejemplo: las amalgamas dentales en
el tejido conectivo gingival. La pigmentacion de la amalgama es un hallazgo comun en la
mucosa oral y la reaccion del tejido puede variar considerablemente desde una respuesta
inflamatoria cronica, generalmente en forma de una reaccion de cuerpo extrafio 0 no puede

haber ninguna reaccion (Parizi y Nai, 2010).

2.2 Streptococcus

El género taxonomico Streptococcus, los estreptococos, son un grupo de bacterias de la
Clase Bacili, dentro del Filo Firmicutes. Su importancia para el ser humano recae en
que algunas de las especies del género son causantes de enfermedades. Algunas de estas
bacterias son causantes de fiebres reumaticas o de la escarlatina, ademas intervienen en
varios procesos de infeccion de las vias respiratorias con neumonia (ocasionada, entre otras
especies por S. neumococcus 0 en infecciones menos graves como las caries. No todas son

conocidas por su capacidad de infectar al organismo, S. thermophilus se emplea en la
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fabricacion de lacteos, entre otras bacterias del género que intervienen en procesos
de biotecnologia. Algunas especies forman parte de la flora normal de algunos epitelios,
como la piel, las mucosas del tracto respiratorio y la boca o el intestino (Paster et al., 2006;
Ojeda-Garcés et al., 2013) Respecto a las enfermedades bucales, distintas investigaciones
clinicas indican que la formaciéon de placa es un requisito para generar la caries y
enfermedades periodontales. Los estreptococos conforman el mayor nimero de bacterias
presentes en la placa dental, dentro de las especies mas importantes en el humano destacan
el mutans y Streptococcus sobrinus, de acuerdo a su patogenicidad, respecto a la produccion
de caries en el esmalte por su capacidad de generar acidos por la fermentacién de sacarosa

(Linossier y Valenzuela, 2011).

El Streptococcus mutans se puede clasificar en 8 serotipos de acuerdo a la composicion y los
enlaces de los polisacaridos de pared celular en: Streptococcus mutans (serotipos c, e, fy k),
Streptococcus sobrinus (serotipos d y g), Streptococcus cricetus (serotipo a), Streptococcus
rattus (serotipo b), Streptococcus ferus (serotipo c), Streptococcus macacae (serotipo c) y
Streptococcus downeil (serotipo h). Se sabe que el serotipo ¢ de S. mutans es el mas
predominante en la cavidad oral ademéas de ser patdégeno dental, causando bacteremia y

endocarditis infecciosa (Nakano et al., 2004; Inaba y Amano, 2010).

La especie mutans juega un papel importante en la generacion de caries, como en muchas
enfermedades infecciosas, se requiere la colonizacion de un patégeno antes de que ocurra la
infeccidn, casi siempre acompafada de procesos inflamatorios. Existen diversos factores de
virulencia para el establecimiento de Streptococus mutans en la flora microbiana de la
pelicula dental, su papel en la etiologia de la caries dental se ha investigado y demostrado su
importancia, su desarrollo a edades tempranas se debe a que son capaces de colonizar
superficies mucosas y puede colonizar la cavidad oral de los nifios durante la erupcion del
primer diente, lo cual sugiere que su presencia puede contemplarse incluso antes de la

erupcion dental (Martinez, 2009).

En un estudio sobre la colonizacion por S. mutans en 46 nifios estadounidenses, se evaluo el

riesgo de adquirir S mutans a temprana edad, desde su nacimiento hasta los 5 afios, en donde
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las madres portaban altos niveles de S. mutans y la ventana de infectividad fue definida como
el periodo a partir de 19 a 31 meses de edad, tiempo en el que el riesgo de adquirir S. mutans
fue elevado (Alves et al., 2009).

Las investigaciones han revelado un alto nivel de heterogeneidad serolégica, genética y
bioquimica de S. mutans. La heterogeneidad también puede observarse a nivel enzimatico,
en donde diferentes especies de S. mutans pueden producir distintas enzimas como la

deshidrogenasa, glucosiltransferasas, aldosas e invertasas (Ojeda-Garcés et al., 2013).

La importancia de las glucosiltransferasas sobre el desarrollo de la placa dentobacteriana se
debe a su absorcion mediante la cual hay produccion de glucanos (demostrado en estudios in
situ) sobre el esmalte, proporcionando sitios de colonizacion, ademas de una matriz insoluble
para la formacion de la placa dentobacteriana, asi también son absorbidas en las superficies
de otros microorganismos orales para que estos produzcan glucanos y puedan adherirse. La
estructura de la matriz de polisacarido cambia con el tiempo en consecuencia a la accion de
las mutasas y dextranasas presentes en la placa dentobacteriana. Otros productos bacterianos
han sido identificados mediante técnicas inmunoldgicas como la fructosiltransferasa, acido
lipoteicoico en peliculas formadas en estudios in vitro e in vivo a partir de saliva entera. Se
ha comprobado la alta actividad de las enzimas en una amplia gama de valores de pH cuando

estas se insolubilizan (Bowen y Koo, 2011).

Streptococcus mutans es capaz de adherirse a superficies incluso establecer interacciones con
otros estreptococos Yy bacterias de otras especies, aglutinandose por la adiccion de dextranos
de alto peso molecular. Dichos procesos son complejos implicando una gran variedad de
componentes bacterianos y factores externos como la dieta (consumo de sacarosa)

produciendo un medio acidogénico favorable para S. mutans y S. albicans (Martinez, 2009).

2.3 Enfermedad gingival inducida por placa: factores de riesgo

Este grupo de enfermedades es muy frecuente iniciandose por la presencia de la placa dental.

Clinicamente existe una respuesta inflamatoria e inmune de los huéspedes a la placa
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bacteriana, se caracteriza por presentar enrojecimiento, hinchazon y sangrado en el sondeo.
Existen otros factores que pueden influir en los signos y sintomas como las enfermedades
sistémicas, hormonas, genética, consumo de drogas y la desnutricion (Martinez, 2009; Spratt
etal., 2012).

La clasificacion de las enfermedades gingivales inducidas por placa se basa en la presencia
de placa dental y los factores locales que influyen en el nivel de inflamacion gingival.
Factores modificadores locales: anatomia del diente, posicion del diente, proximidad de la
raiz, espacios abiertos entre dientes, anormalidades de la raiz, restauraciones dentales,
materiales de restauracion empleados. La posicion o inclinacién de los dientes puede
predisponer el periodonto a la acumulacion de placa y la posterior inflamacién. Si bien los
estudios muestran que las areas del periodonto adyacentes a los dientes mal alineados se
pueden mantener en buen estado de salud, la enfermedad periodontal puede ocurrir si no se
practica una buena higiene oral. En los nifios, los valores del indice de placa y de inflamacion
gingival se han correlacionado con la falta de alineacion. La proximidad de la raiz puede
presentar un impedimento para la extraccion de la placa autoejecutada o aplicada
profesionalmente, incrementando el riesgo de inflamacion gingival. Los alimentos ejercen
un impacto siempre y cuando existan espacios abiertos entre los dientes, contribuyendo a la
enfermedad periodontal. Los surcos palato-gingivales son anomalias del desarrollo que se
observan principalmente en los incisivos maxilares. La presencia de un surco de la corona
que se extiende en el margen gingival puede impedir la eliminacion de la placa y permitir el
acceso de los microorganismos al area subgingival. Las raices proximales también se pueden
encontrar en los dientes incisivos y premolares superiores. Estos surcos se han asociado con
una mala salud periodontal y pueden aparecer en cualquier superficie dental. Las
restauraciones deficientes con margenes mal ajustados y aparatos de ortodoncia pueden
influir negativamente en la salud de los tejidos gingivales adyacentes. Las restauraciones
que violan el llamado "ancho bioldgico™ pueden producir una respuesta inflamatoria que
puede resultar en la pérdida de la union del tejido conjuntivo y del hueso y la migracién de
la unidén epitelial. En la mayoria de los casos, la cantidad de dafio al periodonto esta
influenciada por la gravedad y la duracion de la discrepancia marginal y la capacidad de los

pacientes para mantener las areas libres de placa. Se han reportado alergias a metales y
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acrilicos comunmente utilizados en restauraciones dentales (Blieden, 1999; Martinez, 2009;
Spratt et al., 2012).

2.4 Etapas de la patogenia de la gingivitis

La patogenia de la gingivitis presenta tres etapas, la inicial, temprana y establecida. Lesion
inicial: se caracteriza por presentar una inflamacion aguada que puede ser inducida por los
extractos de placa bacteriana sobre la encia normal. Lesion temprana: se caracteriza por
infiltrado celular linfoide con predominio de linfocitos “T” caracteristicos de las lesiones en
los sitios de reacciones de hipersensibilidad mediada por células, puede inducirse al aplicar
antigenos purificados a los tejidos gingivales en animales. Lesion establecida: existe
predominio de linfocitos B y células plasmaéticas y se establecen a medida que la condicion
clinicaavanza o empeora, pueden permanecer estables por un tiempo o retroceder. Casi todas
las lesiones son transitorias o persistentes, pero no progresivas. La pérdida de los niveles de
insercidn precede a la pérdida del hueso alveolar, sin manifestarse un problema de gingivitis
como concurrente o precursora. Sin embargo, los estudios y evidencia indican que algunas
lesiones por gingivitis pueden progresar a periodontitis, aunque ésta ultima puede ocurrir en
individuos sin gingivitis. La periodontitis se caracteriza por la destruccién de los tejidos de
soporte de los dientes, de los moicroorganismos patdgenos presentes destacan
Porphyromonas gingivalis, bacteria que habita en la zona subgingival y tiene un rol
importante en la etiologia de la enfermedad periodontal, se nutre de liquido subgingival, que
contiene proteinas carbohidratos y vitaminas, fomentando el crecimiento de esta bacteria y
de la microbiota presente en el surco gingival. En la enfermedad periodontal se ven
implicadas bacterias patogenas como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, A. viscosus entre otras, induciendo reacciones con repercusion a
nivel sistémico generando procesos patognoménicos afectando la salud oral e incluso la
salud en general del huésped, dicha condicidn requiere un tratamiento extenso y costoso
(Jelvehgaran et al., 2014).
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2.5 Porphyromonas gingivalis

Es una bacteria patogena en forma de cocobacilo, Gram negativo, mide 0.5 a 0.8 um, no
esporulado, con abundantes fimbrias de diferentes tipos, no presenta flagelos, anaerobio
estricto, muchas cepas son capsuladas, se considera un comensal en la cavidad oral, presenta
endotoxinas en su pared celular a nivel de membrana externa, presenta vesicula (contiene
gran variedad de enzimas importantes en su virulencia) a nivel superficial y produce una
gran variedad de enzimas que degradan compuestos proteicos (Kerr et al., 2014). Los
factores patogénicos de Porphyromonas gingivalis incluyen componentes de la pared
celular, estructuras facultativas y productos de secrecion (Orrego-Cardozo, et al., 2015). La
capsula es un gen codificante de epimerasa, constituido por polisacaridos, su papel se vincula
con la evasion del sistema inmunoldgico evitando procesos como la fagocitosis y reduce la
respuesta pro-inflamatoria. Las cepas no capsuladas causan abscesos localizados no
invasivos, mientras que las capsuladas son invasivas. La endotoxina se encuentran sobre la
membrana externa de la pared gram (-), participa en la interrupcién de la homeostasis
inmunologica del huésped, ocasiona inflamacion gingival con destruccion del tejido
conectivo y la reabsorcion del hueso alveolar debido a la activacion de los osteoclastos
causando la liberacion de prostaglandinas E, ademas pueden migrar hacia otros tejidos a
través de la circulacion y ocasionar patologias como ateroesclerosis, nacimientos
prematuros, enfermedades o alteraciones cardiovasculares y respiratorias (Ramos-Perfecto,
etal., 2011). Las vesiculas de la membrana externa son sacos cerrados situados externamente
en la bacteria, presentan diversas enzimas como; fosfolipasas C, proteasas, fosfocatalasa
alcalina, hemolisina, lipopolisacaridos. Estas son liberadas afectando a los neutréfilos y
células periodontales y sirven como puente de coagregacion y son importantes en la
colonizacion de la cavidad oral. Cuando las vesiculas de la membrana externa de P.
gingivalis se secretan, éstas entran a las células epiteliales del hospedero a través de
endocitosis. Las hemaglutinas promueven la colonizacién por mediacion de la union
bacteriana hacia receptores de oligosacaridos en células humanas. Las fimbrias son
apéndices filamentosos adhesivos de naturaleza proteica, su forma es peritrica, se conforman
por mondémeros de fimbrilina con seis variantes, las cuales presentan la capacidad de union

a distintos sustratos, moléculas y celulas, como epitelial, fibrindgeno, fibronectina,
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lactoferrina. Ademas, presentan propiedades de induccion de citoquinas y quimiotacticas.
Debido a la diversidad genética de P. gingivalis puede intercambiar ADN cromosémico con
otras cepas mediante procesos de conjugacion y de competencia natural, debido a ello es
posible el intercambio de los genes fimA generando cambios fenotipicos como el incremento
en la cantidad de fimbrias sintetizadas y procesos de agregacion, favoreciendo su
patogenicidad (Kerr et al., 2014).

2.6 Fisiopatologia

Se considera un colonizador secundario, comensal del surco gingival (P. gingivalis), su
contagio es por transmision de individuos infectados, mediante la saliva, su capacidad de
adherencia le permite colonizar el surco, adaptandose e invadiendo las células epiteliales en
un tiempo de 20 min, replicAndose al interior de ellas diseminandose a las células de su
alrededor. Su capacidad de evasion de las defensas del huésped, su capacidad de degradar
distintas proteinas, componentes del surco gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar
se deben a que son capaces de invadir las células y a sus factores de virulencia. La presencia
de esta bacteria activa una cascada de respuestas que pueden incrementar el proceso de

inflamacion, haciendo crénico el proceso de destruccion del periodonto.

2.7 Aislamiento

P. gingivales es anaerobio estricto, predominante en las bolsas periodontales en el biofilm
subgingival, una vez tomada la muestra se lleva a un medio de transporte como VMGA-III,
BHI Tioglicolato para posteriormente ser sembrado en medios enriquecidos como en Agar
sangre suplementado, la incubacién se realiza a 37 °C de 7 a 14 dias en condiciones de
anaerobiosis (Camara, jarra o sobres de anaerobiosis). Las colonias presentan tamarfios de 1-
2 mm, con forma redonda, convexa y pigmentada de un color marrén a negro. La tincion
gram debe evidenciar una morfologia cocobacilar y ser negativa (Ramos-Perfecto et al.,
2014).
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2.8 Tratamiento de la caries: Dentifricos

La boca es una via de contacto entre nuestro organismo y el medio exterior, el estado de
salud frecuentemente se relaciona con la salud bucal. En el tratamiento de caries y las
enfermedades gingivales, la inflamacion puede disminuir significativamente con la
remocion del biofilm subgingival, la aplicacion de técnicas como el cepillado manual
convencional y la administracion de enjuagues con antimicrobianos como la clorhexidina.
Los enjuagues bucales o colutorios son soluciones empleadas después del cepillado con el
fin de eliminar la placa dental (causante de la caries). Existen diferentes enjuagues, cuyo
efecto varia en funcion de su composicién. Los colutorios son ricos en fllor y se emplean
para la prevencion de la caries, son eficaces durante la calcificacion del diente. Otros
enjuagues estan especificamente indicados para combatir y eliminar la placa bacteriana y la
halitosis. La eliminacion mecéanica de la placa dentobacteriana es una técnica basica
empleada para evitar las enfermedades dentarias y conservar la salud bucal (el cepillado).
No obstante, existe un gran interés por los métodos quimicos de control de placa (los

enjuagues o colutorios).

De acuerdo a la American Dental Association, existen dos tipos de enjuagues bucales: los
terapéuticos, cuyo fin y de pendiendo de su composicion es ayudar a reducir la placa dental
y evitar la aparicion de caries y gingivitis. Por otra parte, los enjuagues cosméticos son
aquellos que pueden controlar o disminuir temporalmente el mal aliento, dejando en la boca
con un sabor agradable, sin solucionar las causas del mismo, no reduce la placa dental, ni la

gingivitis o la caries (Cummins y Creeth, 1992).

Los enjuagues bucales contienen agentes antimicrobianos como el gluconato de clorhexidina
(agente quimioprofiléctico), efectiva para los tratamientos periodontales, el cual actta sobre
la inhibicion de la formacion de placa dentobacteriana (PDB) por dos mecanismos: reduccion
de la colonizacion de PDB y por la unién a grupos de acidos aniénicos de las glucoproteinas
salivales, reduciendo el grosor de la placa. La clorhexidina presenta accion antiinflamatoria
por su poder detergente y antioxidante, inhibe la capacidad de las bacterias de activar el

metabolismo oxidativo de los neutréfilos impidiendo la liberacion de enzimas que participan
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en el proceso inflamatorio. La clorhexidina es un compuesto poco soluble en agua, puede
presentar problemas de incompatibilidad con algunos ingredientes, en estado puro tiene sabor
amargo y en concentraciones elevadas puede provocar tinciones en la superficie dental. Otro
compuesto ampliamente utilizado es el tricloséan, el cual presenta propiedades antisépticas,
su sabor no es desagradable, no provoca tincién dental y es poco soluble en agua. El
formaldehido es un compuesto que ha sido reemplazado por presentar efecto toxicolégico,

su empleo es a concentraciones de 0.5% (Roldan et al., 2005).

El mecanismo mediante el cual una bacteria es capaz de resistir la accion de agentes
antimicrobianos se le denomina resistencia. Clinicamente una bacteria es sensible a un
agente antibacteriano cuando la concentracion de este en el lugar de la infeccidn es 4 veces
superior a la concentracion minima inhibitoria (CMI). Concentraciones por debajo de la CMI
califica a la bacteria como resistente, mientras que para los valores intermedios como de
sensibles moderadamente. Resistencia y sensibilidad son términos relativos dependiendo del
valor de la localizacion de la infeccidn, asi como de la dosis y vias de administracion del
agente antimicrobiano. Los tipos de resistencia son: natural o intrinseca: la resistencia se
transmite de forma vertical de generacidn en generacion y la resistencia adquirida en donde
la transferencia de genes se realiza horizontalmente mediante el uso de plasmidos u otro
material genético movible. Las bacterias han desarrollado mecanismos de accion ante los
antibioticos, uno de ellos es la expulsion activa del antimicrobiano, una especie de bomba
expulsora utilizada por las bacterias para la excrecion de productos residuales mediante la
cual es posible eliminar a los agentes antibacterianos. El segundo se lleva a cabo por un
cambio en la disminucion de la permeabilidad de la pared bacteriana, modificando los
canales de entrada (porinas). El tercer mecanismo se relaciona con la produccion de enzimas
inactivantes de los antibioticos. De esta manera se pueden inhibir los aminoglucdésidos, el
cloranfenicol por el acetil transferasa entre otros. Algunos antibio6ticos ejercen su accion
contra las bacterias uniéndose a una proteina esencial, produciendo resistencia bacteriana
cuando se modifica la proteina diana y se cambia la funcion o se producen distintas enzimas

(Fernandez-Riverdn et al., 2003).
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La busqueda para mejorar los métodos de higiene oral evitando los efectos secundarios en
los pacientes ha permitido estudiar la alternativa de los enjuagues bucales a base de
sustancias quimicas naturales. Los productos naturales (como enjuagues o infusiones) tienen
efectos satisfactorios y han mostrado ser una alternativa a los agentes sintéticos
antibacteriales, contribuyendo a mejorar el acceso de la poblacién a la atenciéon con
prevencion y tratamiento de enfermedades bucales (Venancio et al., 2015). De esta manera
es posible encontrar compuestos que son capaces de actuar sobre la placa dental y disefiar
productos. Existen reportes sobre compuestos de origen natural (plantas y frutos) con
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, cicatrizantes y antioxidantes, los cuales
podrian ser una excelente alternativa a los compuestos quimicos empleados en los
dentifricos, el uso desmedido de éstos ultimos ha generado resistencia por parte de los
microorganismos patdgenos que se encuentran en la microbiota bucal, ademéas que éstos no
son selectivos y barren con los microorganismos benéficos. La alta prevalencia de las
enfermedades orales ha generado la constante blsqueda de fuentes de agentes
antimicrobianos viables; como alternativa han sido utilizados los extractos naturales en
etnomedicina, debido a la presencia de compuestos bioactivos. Esto hace que los extractos
naturales sean vistos como una opcién en el tratamiento y prevencion de enfermedades

bucales (Contreras-Rosales et al., 2014).

2.9 Compuestos con propiedades antimicrobianas

Los compuestos con poder antimicrobiano son compuestos quimicos afiadidos en los
productos que tienen la funcion de retardar o eliminar el crecimiento microbiano por distintos
mecanismos de accion (Lopez-Malo, 2000). La actividad microbiana no se atribuye a un
mecanismo especifico, pero existen reportes sobre los sitios de accion en la célula en donde
puede ocurrir el dafio como en la membrana citoplasmaética, inactivacion enzimatica,
alteracion del material genético, degradacion de la pared celular, dafio en las proteinas,
filtracion del contenido celular, coagulacion del citoplasma y pérdida de la fuerza motriz de
la célula (Skandamis y Nychas, 2001). Algunos microorganismos pueden no verse inhibidos
o destruidos por las dosis convencionales de antimicrobianos utilizados de forma individual,

en estos casos puede ser preferible utilizar una combinacion de ellos, ampliando asi el
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espectro de cobertura en su accion (Rodriguez-Sauceda, 2011). Es por todo lo anterior el gran
interés en el estudio de los extractos de origen natural que contienen gran diversidad de

componentes bioactivos con propiedades antimicrobianas.

Muchos de los agentes con poder antimicrobiano producidos de forma sintética se
encuentran también de forma natural, éstos pueden clasificarse como aditivos con accion
directa o indirecta. Como ejemplo de los aditivos antimicrobianos con accién directa se
incluyen los nitritos y nitratos, sorbatos, benzoatos, asi como ésteres, fenoles, acidos
organicos, entre otros. Los agentes antimicrobianos con accion indirecta son afiadidos con
objetivos distintos a la accion antimicrobiana, como lo son los antioxidantes fendlicos y
fosfatos, por citar algunos (Davison y Branen, 1993). Existe una gama amplia de compuestos
con poder antimicrobiano de origen natural presentes en las plantas, hierbas, especias y
frutos, entre los compuestos encontrados se cita la presencia de manera amplia de compuestos
fenolicos, los cuales han sido empleados en la etnomedicina para elaborar productos bucales
que evitan problemas como la movilidad dental, inflamacion de las encias o sangrado, asi

como para la limpieza de los dientes.

Las aplicaciones de los antimicrobianos de origen natural respaldan su accién en diversos
estudios in vitro y en medios microbioldgicos. Las pruebas in vitro proporcionan informacion
sobre la efectividad de un compuesto. Algunos factores intrinsecos y extrinsecos o variables
asociados a la aplicacion de los agentes antimicrobianos son la temperatura, atmdsfera, pH,
potencial de 6xido-reduccion y actividad de agua. De acuerdo con Holley y Patel (2005) la
actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos puede ser afectada por la presencia de

lipidos, proteina, concentracion de sales, pH y temperatura (Nychas, 1995).

Los métodos que se utilizan para evaluar la actividad antimicrobiana se dividen en pruebas
in vitro y pruebas de aplicacion. Estas ultimas, también se conocen como “métodos de
barrido” y pueden incluir cualquier prueba en la que el compuesto no se aplica de manera
directa al producto; este tipo de pruebas, proveen informacion preliminar para determinar la

eficiencia del compuesto (Rodriguez-Sauceda, 2011).
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La rapidez del efecto bactericida de los agentes antimicrobianos puede determinarse por el
analisis de tiempo de cultivo después de adicionar el componente para graficar los valores
obtenidos respecto al tiempo, también se pueden utilizar técnicas de microscopia electronica
para observar el dafio en la pared celular y la pérdida del contenido celular originado por el
poder antimicrobiano de los componentes (Lamber et al., 2001). Un método ampliamente
utilizado para la evaluacion de los antimicrobianos naturales es el conocido como “zona de
inhibicién™ (Zaika, 1988), es un método sencillo, en donde el efecto inhibitorio del
compuesto a evaluar dependera de su habilidad para difundirse en el medio, a este método

también se le conoce como “ensayo de disco” (Davidson y Parish, 1989).

2.10 Actividad antimicrobiana de compuestos naturales

Las sustancias bioactivas son componentes producidos en los organismos vivos que influyen
en la actividad celular, en los mecanismos fisiologicos y su consumo resulta beneficioso para
la salud. Los compuestos quimicos como los hidratos de carbono, proteinas, lipidos, entre
otros, son utilizados por el hombre, conocidos como metabolitos primarios vitales,
indispensables para el crecimiento o reproduccion, también se encuentran los metabolitos
secundarios que son producidos por el conjunto de reacciones bioguimicas de forma paralela
al metabolismo primario, éstos no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccidn, sin
embargo cumplen funciones complementarias a las vitales, las investigaciones demuestran
gue su consumo aporta grandes beneficios sobre la salud, por citar algunos podemos nombrar

a los compuestos fendlicos, alcaloides y terpenoides (Paul y Dewick, 2009; Haslam, 1986).

La produccion de metabolitos secundarios estd influenciada por tres factores: Analogia
estructural (quimiotaxonomia), Ontogenia (estado de desarrollo) y Factores ambientales. Un
componente bioactivo es aquel que aporta un beneficio a la salud més alla de los considerados
como nutricién basica, generalmente se encuentran en pequefias cantidades en productos de

origen vegetal.

Las plantas y frutos con propiedades funcionales siguen siendo una fuente primordial en la

basqueda de nuevos componentes para prevenir y/o tratar enfermedades, estos productos
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contienen compuestos organicos que constituyen a los metabolitos secundarios; por ejemplo:
aceites esenciales, acidos organicos, alcaloides, carotenos, fenoles, fitoesteroles, flavonoides,
glicosidos, lactonas, lignanos, mucilago, pectinas, polisacaridos, quinonas, saponinas,
taninos, terpenos, entre otros, los cuales poseen diferentes actividades como: antiglicoliticas,
antimicrobianas,  propiedades  antiinflamatorias, antihemorragicas, antioxidante,
anticancerigeno, hipocolesterolemiante, inmunomodulador, antitrombotico,

antihipertensivo, hipoglucémico, entre otros (Serran et al, 2013).

El B-sitosterol es producido en el metabolismo secundario de las plantas y se ha demostrado
que atribuye propiedades antimicrobianas en los extractos de plantas donde se encuentra
presente. Otros compuestos con propiedades antimicrobianas son los compuestos fendlicos
como el &cido cafeico, clorogénico, p-cumarico, feralico y quinico presentes en diferentes
partes de las plantas. La actividad antimicrobiana de esos y otros &cidos como
hidroxicinamico y cinamico pueden retardar la invasion microbiana y la putrefaccion de
frutas y vegetales, existen reportes que sefialan la sensibilidad de bacterias Gram positivas,
Gram negativas, mohos y levaduras a los compuestos derivados de acido hidroxicinamico
(Rodriguez-Sauceda, 2011). Los acidos cafeico, fertlico y p-cumarico, inhiben el
crecimiento de bacterias como E. coli, S. aureus y B. cereus (Dadvison, 2001; Rodriguez-
Sauceda, 2011).

Otros compuestos fendlicos que han demostrado tener actividad antimicrobiana son los
taninos y el acido tanico. Este ultimo inhibe el crecimiento de L. monocytogenes, E. coli, S.
Enteritidis, S. aureus, A. hydrophila y S. faecalis (Beuchat, 2001). Los compuestos fenolicos
como los flavonoles, presentes en frutas y en el té verde, presentan actividad antibacteriana.
El aldehido cindmico es otro componente que presenta efecto antimicrobiano, es utilizado en
la pasta de pescado. El aldehido cinamico es efectivo contra mohos y levaduras a pH &cidos,
se ha reportado que contiene un antimicotico natural que inhibe la produccion de aflatoxinas
(Hitokoto, 1978). El acido cinamico y los derivados del aldehido se encuentran presentes en
algunas plantas y frutos, son metabolitos secundarios con accidn protectora natural en contra

de infecciones y microorganismos patégenos (Mazza, et al., 1993; Davidson, 1997).
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Por otro lado, no solo las plantas contienen componentes capaces de generar beneficios a la
salud, también existen frutos con una alta concentracion de compuestos bioactivos, los cuales
generarian una excelente opcién ya que la gran mayoria de estos frutos presentan un bajo

consumo en fresco, ademas de elevadas pérdidas poscosecha anuales.

Existen algunas investigaciones en donde se ha estudiado la estabilidad de compuestos
naturales en la elaboracion de productos para higiene bucal, las caracteristicas evaluadas van
desde propiedades organolépticas, sedimentacion, pH y densidad (Venancio et al., 2015).
Renucas y Muralidharan (2017) sefialan que el empleo de mezcla de extractos naturales
mantiene una buena higiene oral, disminuyendo los indices de placa y gingival, pero a pesar
de ello su efectividad no es equiparable con la que presenta la clorhexidina durante los
tratamientos de gingivitis y periodontitis. Estudios in vitro con extractos de Camellia sinensis
han demostrado capacidad para evitar la formacion de placa bacteriana e incorporado el
extracto en un colutorio (estudios in vivo) mostré efecto antibacteriano vinculado a la
presencia de compuestos como los polifenoles (catequinas), pese a ello los autores sugieren
mayor investigacion sobre la elaboracion del enjuague con distintas concentraciones y
evaluar la frecuencia de su uso (Moromi et al., 2007). Algunos otros extractos naturales
estudiados han sido Boswellia serrata y Nigella sativa en estudios in vitro contra
Agregatibacter actinomycetemcomitans principal agente etiologico de formas agresivas de
periodontitis (patdgeno oportunista) obteniendo efecto positivo sobre su reduccion. Pimentel-
Ramirez et al. (2015) evaluaron diferentes extractos etandlicos de plantas como el orégano
(Origanum vulgare), chincho (Tagetes elliptica) y huacatay (Tagetes minuta) frente a la cepa
Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) comparada con clorhexidina al 0.12% y Colgate
plax, en donde encontraron que los extractos naturales presentaron un efecto similar al
enjugue bucal Colgate Plax en los resultados de los didmetros de halos de inhibicion (MIC
de 125 mg/mL).

En México existen un sinfin de frutos y plantas poco valoradas y estudiadas, ademas de ser
nativas, la mayoria presentan propiedades funcionales, suelen ser poco sobreexplotados y se
limitan al consumo regional o en la elaboracion de productos de forma tradicional como:

licores, dulces, jaleas, salsas, enjuagues, ungientos, infusiones, entre otros.
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2.11 Planta sangre de drago (Jatropha dioica)

Existen un gran nimero de plantas medicinales en Mexico empleadas para prevenir y tratar
diversas enfermedades, su efecto benéfico se debe en gran parte a la presencia de
componentes bioactivos con efecto en la salud, tal es el caso de la planta sangre de drago
(Jatropha dioica), la cual ha sido utilizada contra enfermedades como el cancer,
gastrointestinales, infecciones de mucosa o cavidad oral y oro faringeo como gingivitis
(sangrado de encias) ademas se emplea como antiviral, antimicética, antibacteriana y
cicatrizante (Pérez-Escandon et al., 2003; Can-Ake et al., 2004; Thomas et al., 2008; Wong-
Paz etal., 2010). La planta Jatropha dioica Sessé ex Cerv. var 'dioica’ 0 mejor conocida como
sangre de drago, proviene del griego Jatros que significa doctor y Trophe que significa
alimento, en México existen 45 especies, de las cuales el 77% son endémicas (Martinez-
Gordillo et al., 2002). Perteneciente al dominio Eukarya de la division Magnoliophyta, orden
Euphorbiales (Rignanese, 2006). Es un arbusto perenne escasamente lefioso con alturas que
van desde los 30 cm hasta los 150 cm. Forma colonias por la presencia de rizomas o tallos
subterraneos semilefiosos que se orientan hacia el exterior, los cuales son flexibles y de
coloracidn negro-rojizo. Los rizomas al ser cortados segregan un latex incoloro que al entrar
en contacto con el aire se torna de color rojo semejante al color de la sangre, de ahi el nombre

de sangre de drago (Martinez et al., 2014).

Su época de floracién es en los meses de abril y mayo. Se localiza en el estado de Hidalgo
especificamente en la region del Valle del Mezquital, en los municipios de Ixmiquilpan, el
Cardonal (San Antonio Sabanillas y Cardonal) y Meztitlan; en Ixmiquilpan elaboran un
champu a base de sangre de drago para prevenir la caida del cabello (Manzanero-Medina, et
al 1996; Filardo-Kerstupp et al., 2006; Argueta y Zolla, 2009). Otros estados donde se reporta
su presencia son Durango, Zacatecas, Chihuahua, San Luis Potosi, Tamaulipas y Puebla, en
donde su uso se restringe como planta medicinal (Flores y Jurado, 2003; Sosa et al., 2006;
Villareal et al., 2011).

Existen algunos trabajos de investigacion donde se comprueba el efecto de los extractos de
sangre de drago con usos medicinales: tratamiento contra la caida del cabello, acné, sangrado
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de encias, prevencion de enfermedades periodontales, propiedades antioxidantes,
antitumorales, antimicrobianas, tratamiento contra el asma y propiedades cicatrizantes
(Pérez-Escanddn et al., 2003). Las investigaciones sefialan la presencia de metabolitos
secundarios como los alcaloides, terpenos (dipertenos), lignanos y peéptidos ciclicos,
flavonoides vy fitoesteroles (Can-Ake et al., 2004; Thomas et al., 2008). Su empleo como
antimicrobiano para el control de microorganismos patdgenos bucales proviene de los
metabolitos secundarios, especificamente de flavonoides y terpenos, los cuales forman parte
de los mecanismos naturales de defensa de la planta, dicha actividad se ha demostrado en
pruebas in vitro, invernadero y campo (Wong-Paz et al., 2010).

El mayor constituyente de la planta sangre de drago es el p-sitosterol (> 90%) y en el caso de
las especias nativas de México diversos estudios han reportado que no presentan
citotoxicidad (Silva-Belmares et al., 2013). Existen investigaciones que demuestran las
propiedades antiinflamatorias de componentes presentes en la raiz y tallo de la planta sangre
de drago vinculada con la presencia de acido linolénico y oleico, D-amirinas, D-sitosterol,
stigmasterol, taraxasterol, vitexina y taninos (Waixel-Bucay y Martinez-Rico, 2011).
Villareal-Trevifio et al. (2006) utilizaron extractos de Jatropha dioica para tratar pacientes
adultos con periodontitis, evaluando la actividad antimicrobiana del extracto de las bacterias
aisladas de los pacientes, sobre 6 cepas aerobias y anaerobias facultativas (Bacillus,
Streptococcus, Staphylococcus, Neisseria, Branhamella, Streptococcus intermedius y
Actinomyces israeli). Hallaron una concentracion minima bacteriana de 0.6 mg/mL y 0.8
mg/mL para Bacillus y Streptococcus spp, respectivamente, mientras que Actinomyces israeli
y una Enterobacteria mostraron susceptibilidad a 4 mg/mL, Estreptococcus intermedius fue
inhibida a 5 mg/mL y para Staphylococcus fue de 7 mg/mL. Concluyendo que los extractos
utilizados tienen un alto potencial como agentes antimicrobianos para el tratamiento de

enfermedades periodontales como sustituto de los farmacos empleados actualmente.

Estudios de la aplicacion de extractos alcoholicos de la planta sangre de drago en pacientes
con movilidad dental, demostraron una reduccion de movilidad de hasta de un 80%, el
periodo de estudio fue de 6 meses en donde se utilizaron radiografias para corroborar los

resultados (Argueta y Zolla, 2009). Algunos de los diterpenos encontrados en Jatropha
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dioica son: riolozatriona, con presunta actividad antiinflamatoria; citlalitriona aislada de la
raiz y tallo, con efecto antitumoral, jatropholona Beta, R-sitosterol, su concentracién varia

dependiendo de la especie (Klippel et al., 1997).

En extracciones metandlicas de la planta sangre de drago, se ha comprobado su actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans y Sporotrix schenckii (Argueta y Zolla, 2009). Un estudio
realizado en la raiz reporta la obtencién de un aceite esencial, resinas, saponinas, alcaloides
y acido oxalico, que poseen una fuerte actividad antimicrobiana contra Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis (Garcia-Hernandez et al., 2006).

En estudios realizados por Lépez-Ibarra y Mendoza-Moreno (2000) demostraron que la
concentracion de taninos es mayor en los rizomas que en el tallo y ésta a su vez resulta ser
mayor en la corteza que en la madera, ademas, se ha reportado que las especies encontradas
en México no presentan toxicidad en su consumo, tema que necesita un mayor numero de
investigaciones (pruebas in vitro e in vivo) para asegurar su consumo Yy dosis de los
componentes bioactivos. Los beneficios y usos de los extractos de la planta sangre de drago
de acuerdo a la revision de los estudios reportados, contribuiria como una alternativa a los
compuestos sintéticos empleados en productos de caracter funcional con un beneficio a la

salud.

2.12 Fruto xoconostle

El nopal o cactus (Opuntia spp) pertenece a las cactaceas endemicas de América. Las
cactaceas han tenido gran relevancia en nuestro pais debido a sus mdultiples usos e
investigaciones realizadas. Su gran resistencia a sequias por su grado de adaptacion y
metabolismo hace que sus frutos persistan al deterioro. Su crecimiento es en condiciones
semiaridas y se localizan en la zona centro y norte del pais (Gallegos-Vazquez, 2012).
Algunas especies del género Opuntia producen frutos con pulpa abundante y sabor dulce y
en minoria otras especies producen frutos &cidos (pH de 3.5-4.5) como el xoconostle
(Gallegos-Vazquez et al., 2012; Bravo-Hollis, 1978). El fruto xoconostle ha reportado
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actividad antioxidante, antiglicémica y antimicrobiana debido a la presencia de flavonoides,
betacianinas, fenoles, y fibra soluble como mucilago (Cassiana et al., 2010; Hernandez-
Fuentes et al., 2015; Morales-Luna et al., 2012; Osorio-Esquivel et al., 2011). En las
comunidades donde se cultiva resulta ser una fuente de ingresos; desafortunadamente son
altas las pérdidas poscosecha, la calidad y presentacién del fruto juegan un papel primordial
en su comercializacidn, ademas de ser altamente perecedero (Mondragén, 1993). Este fruto
es poco industrializado y genera una opcion viable como aditivo o producto funcional para

su procesamiento en la industria alimentaria en México.

Existen 50 especies reconocidas de xoconostle, también existen otras especies no reportadas
que son endémicas de México, la fruta del xoconostle puede ser verde palida, rosa o roja;
este fruto solo se cosecha en los meses de octubre a febrero. En México se cultivan cerca de
45,000 hectéreas de nopal tunero, con 20,000 productores, siendo los estados de México,
Zacatecas, San Luis Potosi, Hidalgo y Puebla donde la concentracién de produccion es mayor
(90%) (ASERCA, 1999 y Ventura y Pimentel, 1994). En la figura 1 se puede observar la
composicion del fruto xoconostle mediante un corte longitudinal, se encuentra compuesto
por un epicarpio (piel), mesocarpio (contiene la pulpa) y endocarpio (principalmente
semillas), la parte del mesocarpio que contiene la pulpa es la parte comestible del fruto y es
utilizada para preparar productos regionales (Gallegos-Vazquez et al., 2012). El fruto
presenta azUcares reductores, proteinas, vitamina C, carotenoides, betacianinas y compuestos

fendlicos (Pinedo-Espinosa et al., 2014; Osorio-Esquivel et al., 2011).

Ulapa

_- Endocarpio

Epicarpio

— Mesocarpio

Figura 1. Corte longitudinal de xoconostle variedad Ulapa.
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Morales et al. (2011) realizaron estudios en el fruto xoconostle variedad Ulapa reportando
un contenido de fibra del 30-34% en la pulpa, la cual estd compuesta por mucilagos y pectinas
principalmente y su consumo se encuentra vinculado con un beneficio a la salud, ademas se
evaluaron las propiedades antioxidantes y nutricionales del xoconostle, concluyendo que el
fruto puede ser considerado como una fuente de compuestos bioactivos como aditivo en

productos alimentarios.

Otros estudios sefialan al xoconostle como fuente potencial de inhibidores de tripsina y como
agentes de control de plagas (Aguirrezabala-Campano et al., 2013). Las propiedades
nutricionales, fisicoquimicas y funcionales varian dependiendo el genotipo estudiado
(Hernandez-Fuentes et al., 2015). En la tabla 2 se muestran las propiedades del xoconostle
variedad 'Ulapa’, de acuerdo a su clasificacién taxonomia es Opuntia oligacantha (Forster),
originario de Tezontepec de Aldama, ubicado en el Estado de Hidalgo, siendo una una

especie semi-domeéstica.

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del xoconostle variedad Ulapa.

Parametros evaluados xoconostle Ulapa
Sélidos solubles (°Brix) 5.36+0.11
Acidez titulable (g &cido citrico100 g1)PF 0.13+£0.001
pHh 3.20 £ 0.07
Proteinas (g 100 g) PF 0.60 + 0.06
Lipidos (g 100 g*) PF 0.024 +0.002
Total de carbohidratos y cenizas (N. libre 9.49+0.10
de extracto)(g 100 g1) PF
K 0.191 +£0.012
Ca 0.368 £ 0.012
Mg 0.096 + 0.003
Fe 0.17 £0.0010
Zn 0.008 + 0.0001
Fenoles Totales (mg GAE 100 g?) 278+ 2.2
Betacianinas (mg 100 g™) 0.76 £ 0.36
Vulgaxantina (mg 100 g) 4.50 +0.36
Actividad antioxidante (mmol TE 100 g}) 9.80+£0.22

PF: peso fresco; GAE: equivalentes de acido gélico.
Fuente: Hernandez-Fuentes et al. (2015).

Morales et al. (2014) realizaron la identificacion de los compuestos bioactivos, detectando la

presencia de componentes fenolicos en el epicarpio y mayormente en el endocarpio, el perfil
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de estos compuestos se observé a una longitud de onda de 370 nm, encontraron 16

compuestos, incluyendo al acido fenolico, 14 flavonoides y betacianinas.

No hay reportes de estudios antimicrobianos de extractos de xoconostle sobre cepas
patdgenas orales, sin embargo, las propiedades antibacterianas han sido evaluadas en
bacterias gram positivas y negativas, concluyendo que su efecto inhibitorio depende de su
concentracion. Hayek y Ibrahim (2012) evaluaron el extracto acuoso del fruto xoconostle
sobre 4 cepas de E. coli teniendo un efecto inhibitorio a concentraciones del 10%. Por ello la
presente investigacién propone como antimicrobiano a los extractos del fruto xoconostle

frente a cepas patdgenas orales.

2.13 Métodos de esterilizacion y su impacto sobre compuestos bioactivos

La esterilizacién por definicidn es el conjunto de operaciones destinadas a eliminar todas las
formas viables de microorganismos, contenidos en un objeto o sustancia. El conocimiento
del modo de accién de un método permite predecir las condiciones en que serd mas eficaz,
asi como su espectro antimicrobiano. Los posibles puntos de ataque son: Lesiones de la pared
celular, alteracion de la permeabilidad de la membrana celular, alteracion de la naturaleza
coloidal del protoplasma, interaccion con las proteinas, enzimas y/o acidos nucleicos
bacterianos. Si el agente es fisico los factores que influyen en la destruccion de
microorganismos son: intensidad, el tiempo durante el cual puede actuar, la temperatura y
humedad. En cuanto al microorganismo se debe tener en cuenta el nimero de ellos, si estan
en estado vegetativo o esporulado y el ambiente que lo rodea (La forma vegetativa tiene una
gran sensibilidad a la accion de los agentes fisicos y quimicos) (Saint-Cricq de Gaulejac et
al., 1999; Davidov-Pardo et al., 2011). Las esporas microbianas son formas de resistencia a
esos agentes; por lo tanto, todo proceso de esterilizacion serd correcto cuando elimine las
formas de resistencia de cualquier microorganismo. La carga bioldgica es el nimero de
microorganismos existentes en el material a esterilizar. En general se determinan los
microorganismos viables y el nimero de esporas. La determinacion de la carga bioldgica
influye directamente en el indice de seguridad de la esterilizacion (Pokorny, 2003; Bascones-
Martinez y Mudarra-Morante, 2006).
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En los métodos existentes destacan los de vapor saturado a presion, en donde la gente
esterilizante es el vapor a presion, exento de aire u otros gases, que hidrata las bacterias y
favorece su coagulacion. Esto se consigue por medio de aparatos denominados autoclaves.
Las primeras autoclaves requerian de ciclos muy largos, pero actualmente se han introducido
muchas innovaciones que hacen de este método de esterilizacién se méas apropiado para una
gran diversidad de materiales. Hoy en dia todas las autoclaves estan automatizadas y registran
graficamente las variables de temperatura vs. tiempo de cada ciclo. Los ciclos en autoclave
constan de las siguientes fases: Fase de calentamiento, que es el tiempo en el cual se
incrementa la temperatura, este depende de la masa y el volumen de la carga, ladisposicion
y del suministro de vapor. Previamente se debe eliminar totalmente el aire y otros gases no
condensables. Si existe aire dentro de la cdmara, aunque transcurra el tiempo necesario nunca
se llegard a la temperatura prefijada. Fase de exposicion, es la fase de muerte de los
microorganismos, por lo tanto, es funcién de la carga bacteriana inicial, la resistencia de los

microorganismos y el grado de reduccidn de la poblacion inicial que se pretende alcanzar.

Este tiempo comienza en el momento en que se alcanza la temperatura de esterilizacién
dentro de la camara. Ademas, se agrega un tiempo de seguridad o de sobre exposicion que
es igual a la mitad del tiempo empleado para el calentamiento méas 2 minutos (de acuerdo a
las normas DIN) y finalmente la fase de enfriamiento y secado, en la que se utiliza vacio para
extraer el vapor de interior. El ciclo de esterilizacion mas empleado en la industria
farmacéutica y laboratorios es el vapor saturado a una temperatura de 121 °C durante no
menos de 15 minutos de exposicion. Esta temperatura se logra por vapor de agua a una
atmosfera de sobre presion con respecto a la presion atmosferica (Autoclave Safety and
Operation, 2015).

Otro método de esterilizacion es la filtracion, es un método lento, caro y al que s6lo se recurre
cuando se trata de liquidos que por su composicion no pueden someterse a calentamiento. Es
una operacion que permite separar sélidos de fluidos que los mantienen en suspension,

haciéndolos pasar a traves de un medio poroso. Frecuentemente se forzar el paso del liquido
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a través del filtro, aplicando presion, vacio o centrifugacién en grado no muy intenso. Para
optimizar el proceso se utilizan varios pasos de filtracion desde mayor a menor porosidad,
siendo 0.2 micrometros el filtro adecuado en el punto final del proceso cuando se pretende
esterilidad. Es necesario realizar esta metodologia en un ambiente aséptico. Este
procedimiento esteriliza basandose en dos principios fundamentales: La adsorcién
(fendmeno fisico-quimico de atraccion de particulas de carga eléctrica distintas) y el tamiz
(remocion de particulas sélidas a través de una sustancia porosa, teniendo en cuenta el tamafio
de las particulas y el didmetro del poro). Las condiciones que deben reunir los filtros son:
porosidad uniforme, retencién de gérmenes con seguridad, soportar diferencias de presion
para obtener un caudal eficaz y no sufrir alteraciones estructurales por accién de las
soluciones, facil de limpiar o de preferencia descartable, soportar esterilizacion por vapor a
121 °C, no ceder particulas extrafias al filtrado y no alterar la composicion del liquido.
Actualmente los filtros mas utilizados son de Nylon 66, polipropileno, poliamida y fluoruro
de polivinilideno (FEUM, 2008).

En fuentes naturales la presencia de compuestos bioactivos es un factor que puede ser
alterado si se les someten a cambios de presion o temperatura afectando su composicion y
biofuncionalidad de de los compuestos bioactivos. Con respecto a la estabilidad térmica de
algunos compuestos como las procianidinas, se han realizado estudios sobre extractos de té
en los que las concentraciones de catequinas disminuyeron cuando las muestras son tratadas
térmicamente a temperaturas que oscilan entre 70 y 120 °C. En estudios realizados
especificamente en extractos de semilla de uva (Kim et al., 2007), se encontré6 que a
temperaturas de 150 °C durante 40 min se genera un incrementd en el contenido de
compuestos fenolicos hasta en un 50%, sin embargo, al elevar la la temperatura a 200 °C el

contenido fendlico se redujo al igual que su actividad antioxidante.

Algunos otros estudios han reportado la epimerizacion de catequinas a altas temperaturas
(Wang y Helliwell, 2000) o los cambios en proantocianidinas despues del procesamiento
térmico (You et al., 2006). Hay resultados controvertidos con respecto al efecto de los
procesos térmicos sobre la actividad antioxidante (Larrauri et al., 1997; Kim et al., 2006). El
tamafio de los compuestos, expresado como grado de polimerizacion, también es un factor

importante que afecta la capacidad antioxidante (Saint et al., 1999). Numerosos alimentos y
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materiales vegetal que contienen compuestos fendlicos estan sujetos a procesos térmicos que
influyen en los perfiles cualitativos y cuantitativos de suscompuestos fenolicos. Una cantidad
sustancial de compuestos fendlicos presentes en las frutas y plantas, estan en una forma que

no esta facilmente disponible de reaccionar (Ross et al., 2011).

En este sentido los resultados reportados en la literura son tan variados y dependen
principalmente de la composicion del material vegetal o fruto y condiciones como
temperatura, tiempo de exposicion, humedad, pH, el cambio en la conformacion de
compuestos con propiedades antioxidantes o generacion de otros componentes por efecto del
tratamiento con calor podria aumentar la cantidad de sustancias activas, mejorando sus

propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
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2.14 Objetivos

2.14.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la esterilizacion por filtracion y tratamiento témrico de los extractos de
los rizomas de la planta Jatropha dioica y del fruto Opuntia oligacantha en sus propiedades

funcionales.

2.14.2 Objetivos especificos

» Obtener los extractos de los rizomas de Jatropha dioica y del fruto entero de Opuntia

oligacantha mediante maceracion en etanol y extraccion acuosa respectivamente.

» Esterilizar por filtracion y tratamiento térmico a 121 °C, 15 psi, por 15 min los
extractos de los rizomas de la planta Jatropha dioica y del fruto de Opuntia

oligacantha.

» Evaluar el efecto de los métodos de esterilizacion de los extractos en sus propiedades

fisicoquimicas.

> Evaluar el efecto de los métodos de esterilizacion de los extractos en sus propiedades

antioxidantes.

» ldentificar los compuestos presentes en los extractos esterilizados por filtracion y
tratamiento térmico en los extractos de los rizomas de la planta Jatropha dioica y del

fruto de Opuntia oligacantha mediante la técnica de HPLC.

> Evaluar el efecto de los métodos de esterilizacion de los extractos en las propiedades

antimicrobianas contra S. mutans.
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111. JUSTIFICACION
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Los cambios en el estilo de vida han incrementado el riesgo de contraer enfermedades que
parecieran no tener relevancia en el estado de salud, sin embargo, éstas se encuentran
vinculadas con otros padecimientos en donde el riesgo es mayor. La caries es una enfermedad
multifactorial aparentemente inofensiva que implica la interaccion entre los dientes, la saliva,
la microbiota oral, factores del huésped, dieta, higiene bucal y genética. La evolucion de la
caries trae consigo problemas como la gingivitis generando inflamacion en encias siendo esta
la primera sefial de alerta de un incremento en la actividad de bacterias patogenas en la boca
para finalmente desencadenar problemas mas graves como la periodontitis que afectan a los
tejidos que rodean y dan soporte a la cavidad de las piezas dentales. En México 9 de cada 10
personas padecen caries lo que ha incrementado la venta de productos dentifricos para
prevenir y tratarla, sin embargo, los compuestos quimicos empleados como los antisépticos
generan efectos indeseables cuando su uso es prolongado, los efectos van desde la
pigmentacion de los dientes, irritacion de mucosa, pérdida del gusto, hasta la generacion de
resistencia bacteriana hacia los compuestos antimicrobianos empleados en los productos de
higiene bucal. Como alternativa a los compuestos quimicos antisépticos se proponen los
extractos naturales, que han demostrado en diversas investigaciones presentar actividad
antimicrobiana contra patégenos de la cavidad bucal. Sin embargo, la presencia de la
microbiota nativa de las fuentes naturales o adquiridas durante el proceso de la obtencion de
los extractos no asegura su empleo en la formulacién de productos, por esa razdn una opcion
es la esterilizacion mediante métodos térmicos, no obstante, se ha reportado disminucién y
en algunos casos incrementos en los compuestos bioactivos presentes de las materias primas
0 extractos naturales sometidos a diferentes procesos térmicos. En México existe una gran
diversidad de frutos y plantas que presentan propiedades antimicrobianas, antioxidantes,
cicatrizantes y antiinflamatorias como lo es la planta sangre de drago y el fruto xoconostle,
los cuales contienen compuestos bioactivos que pueden generar un area de oportunidad para
su investigacién y para el desarrollo de productos de higiene bucal capaces de prevenir o

coadyuvar en los problemas de caries o gingivitis.
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IV. MATERIAL Y METODOS
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4.1 Material vegetal

Rizomas de la planta sangre de drago (Jatropha dioica Sesse ex Cerv. Var. dioica) se
recolectaron en febrero de 2017 (periodo seco), en el Municipio de Morelos, Zacatecas,
México, ubicado en las coordenadas 22°53'00" N y 102°36'00" O, a 2348 m sobre el nivel
del mar (ms.n.m.), con clima seco y semiseco y tipo de suelo phaeozem. Los ejemplares
fueron identificados y conservados en el herbario de la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo con el cédigo de registro "AD Hernandez Fuentes 01". Los rizomas se almacenaron
a baja temperatura (=70 °C) (Thermo Scientific 703 Ultra-Low Freezer, Grand Island, NY,
USA), para posteriormente ser liofilizados (modelo 79480 LABCONCO, Kansas City, MO,

USA) y almacenados a 5 °C durante una semana previo a su empleo.

Las muestras de los frutos de xoconostle (Opuntia oligacantha CF Forst var. 'Ulapa’) se
tomaron en febrero de 2017 en Ulapa Melchor Ocampo Hidalgo, en el Municipio de
Tetepango, Hidalgo, México, ubicado en las coordenadas 20°40'55' latitud N y 99°04'59"
longitud oeste, a 2100 m.s.n.m, con clima templado semiseco y suelo aluvial. Los frutos de
xoconostle fueron identificados por Hernandez-Fuentes et al. (2015). Los frutos se
seleccionaron en estado de madurez comercial (completamente coloreados), se lavaron y se
eliminaron los gléquidos. Los frutos se almacenaron a temperaturas ultra bajas (=70 °C)
(Thermo Scientific 703 Ultra-Low Freezer, Grand Island, NY, USA), para ser liofilizados
(Modelo 79480 LABCONCO, Kansas City, MO, USA) y se almacenaron (5 °C durante una

semana antes de su uso).

4.2 Procedimiento de extraccion

Los extractos de los rizomas de la planta sangre de drago se obtuvieron siguiendo la
metodologia sugerida por Wong-Paz et al. (2015), con ligeras modificaciones. Las
modificaciones fueron en el secado de los rizomas, éstos se liofilizaron en lugar de hacer un
secado a 60 °C. Las extracciones se realizaron utilizando etanol al 70% en una relacion
rizoma / disolvente de 1:5. La fraccidon liquida fue filtrada, utilizando papel whatman n° 5,

posteriormente se recuper6 el disolvente en un evaporador rotatorio (Biichi R-215, Flawil,
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Suiza) a 50 °C en condiciones de vacio. El extracto recuperado del evaporador rotatorio se
peso y almacend bajo condiciones de obscuridad, para su empleo se volvié a disolver con
agua destilada a una concentracion de 0.2 a 5 mg de extracto seco/mL en un bafio ultrasénico
(se emplearon diluciones para obtener valores de absorbancias en los métodos
espectrofotométricos) (Ultrasonic Cleaner, Mod. 32V118A, Freeport, IL, USA) para su

disolucién completa bajo las condiciones de operacion de 30 °C por 20 min.

Los extractos de xoconostle se obtuvieron utilizando el fruto entero liofilizado (cascara, pulpa
y semillas). La fruta liofilizada se triturd, se suspendié en agua destilada y se centrifugd
(Thermo Scientific, Mod. ST 16R, Waltham, MA, USA.) a 17,500 g durante 10 mina 5 °C.
Posteriormente se separd el sobrenadante y se repitio el procedimiento con el precipitado
hasta que hubo una pérdida total de color en la fase liquida (entre 4 a 6 lavados). El
sobrenadante se deshidrato por liofilizacién. Las muestras secas se molieron, se pesaron y se
redisolvieron con agua destilada, se emplearon concentraciones de 0.2 a 80 mg de extracto

seco/mL, sonicandolas para su completa disolucion de acuerdo a las propiedades evaluadas.

4.3 Esterilizacion de los extractos

Los andlisis microbiologicos previos (pruebas de sensibilidad por el método de
macrodilusion en tubo y siembra en placa) de los extractos, mostraron la presencia de
microorganismos, debido a una posible contaminacion durante su extraccion y la microbiota
nativa en las materias primas. Por esta razén, los extractos se sometieron a un proceso de
esterilizacion por autoclave y por filtracion. Las condiciones de la esterilizacion en autoclave
fueron de 121 °C durante 15 min a 15 psi (Tuttnaver, 354SE, Hauppauge, NY, USA). La
esterilizaron por filtracion se realizo a través de acrodiscos de 0.20 um (filtro para jeringa).
La nomenclatura utilizada para identificar a los extractos esterilizados por filtracion de los
rizomas de la planta sangre de drago y de la fruta xoconostle fueron SA y XA,
respectivamente. Los extractos esterilizados en autoclave de los rizomas de la planta sangre

de drago y del fruto xoconostle fueron etiquetados como SB y XB.
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4.4. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

Se determinaron las propiedades fisicoquimicas para los extractos esterilizados por filtracion
y esterilizados en autoclave. EI pH se midié de acuerdo con el método AOAC 920.151
(2000), utilizando un potenciémetro digital (Hanna Instruments Woonsocket, RI, USA). El
contenido total de azlcares se determind por espectrofotometria, siguiendo el método
descrito por Dimler et al. (1952) (ensayo antrona-H>SOa), las mediciones de las absorbancias
se realizaron a una longitud de onda de 640 nm (modelo 6715 UV / Vis, Jenway, Techne
Inc., Staffordshire, Reino Unido). La concentracion de azlcares reductores se determiné por
espectrofotometria de acuerdo con el método sugerido por Miller (1959) empleando acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) y las mediciones se realizaron a una longitud de onda de 540 nm.
La glucosa se emple6 como estandar para las dos ultimas determinaciones. El contenido de
acido ascorbico se determind mediante espectrofotometria siguiendo la metodologia
desarrollada por Jagota y Dani (1982). Se utilizaron 0.1 mL del extracto, diluido en 10 mL
de &cido tricloroacético (10% p/v) y se dejo reaccionar durante 10 minutos, posteriormente
su absorbancia fue medida a una longitud de onda de 760 nm. Los atributos de color de los
extractos (valores de L*, a* y b*) se midieron utilizando un colorimetro Hunter Lab (Minolta,
CM508d, Minolta Camera Co., Ltd., Osaka, Japdn), la diferencia total de color (AE) se

obtuvo con la Ecuacion (1):

AE = VAL? + Aa*? + Ab*? (1)

donde AL* es la diferencia de luminosidad, Aa* es la diferencia de rojo y Ab* es la diferencia
de amarillo registrada en los extractos que fueron esterilizados por filtracion y por tratamiento

térmico.

4.5 Determinacion del contenido de fenoles totales

El contenido de compuestos fenolicos se determind para los extractos esterilizados por

filtracion y esterilizados por autoclave de los rizomas de la planta sangre de drago y del fruto
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xoconostle. El contenido fendlico total se estimé utilizando la metodologia propuesta por
Singleton y Rossi (1956). Se preparo el reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10) utilizando 1 mL
de reactivo en 9 mL de agua destilada, su preparacion se realizd bajo condiciones de
obscuridad, ademas se prepar6 una solucién de carbonato de sodio al 7.5%. Los extractos se
disolvieron en agua destilada (0.5 mL) se mezclaron con 2.5 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteuy 2 mL de Na,COz (0.7 N) y se mantuvieron bajo condiciones de oscuridad durante
2 h. Las absorbancias se midieron a 760 nm utilizando un espectrofotdmetro (modelo 6715
UV/Vis, Jenway, Techne Inc., Staffordshire, Reino Unido) y las mediciones obtenidas se
compararon con una curva estandar preparada con una solucién de acido galico (0.01 a 0.006
mg/mL). El contenido fendlico total se expresé como miligramos de acido galico por gramos

de extracto seco (mg de GAE/Q).

4.6. Determinacion del contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides se estimo de acuerdo con la metodologia adaptada por Arvouet-
Grand et al. (1994). Se utilizd una solucion de tricloruro de aluminio (AICL3) al 2 % con
metanol puro. Se prepar6 una solucidn que contenia a los extractos disueltos en agua destilada
(2 mL) y AICI3 dejandolos reposar por 20 minutos bajo condiciones de obscuridad. Las
absorbancias se midieron a una longitud de onda de 415 nm en un espectrofotometro. La
concentracion de flavonoides se calculd basdndose en una curva de calibracion empleando
quercetina (Q) como estandar a concentraciones de 0.08 a 1 mg/mL y los resultados se

expresaron en miligramos equivalentes de quercetina por gramo de muestra seca (mg QE /g).

4.7. Cuantificacién de betalainas

Las betalainas se cuantificaron exclusivamente para los extractos esterilizados por filtracion
y autoclave del fruto xoconostle (ya que la planta sangre de drago contiene antocianinas,
excluyendo asi la presencia de betalainas), siguiendo la metodologia sugerida por Nilsson
(1970) para estimar la concentracion de betaninas y vulgaxantinas. Los extractos de
xoconostle se disolvieron en agua destilada. Las mediciones se registraron a 476, 538 y 600

nm utilizando un espectrofotometro, donde A476, A538 y A600 fueron los valores de
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absorbancia obtenidos en estas longitudes de onda, respectivamente. Las betaninas y las
vulgaxantinas se determinaron mediante las ecuaciones (2) y (3), modificadas de Nilsson. El

contenido se expres6 en mg /100 g de extracto seco (ES).

betaninas = [(%/1 129)(DF)(1x10%)] 2)
vulgaxanthinas = [(y/750)(DF)(1x105)] (3)

Donde a = 1.095 (Asss - Asoo); ¥ = Auze - (Asss- @) - (a/ 3.1) y DF = factor de dilucion.
4.8. ldentificacion de compuestos de extractos por HPLC

Los compuestos de los extractos esterilizados por filtracion y autoclave se identificaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en un equipo LC binario Agilent
Technologies 1260 Infinity, con un detector de diodos (DAD) y una bomba binaria 1260 Infinity.
Previo a su uso se realizé la limpieza de la aguja, en donde la fase movil fluy6 a través del
dispositivo de medida del inyector automatico, de este modo se garantiz6 que todas las piezas
gue entraran en contacto con la muestra inyectada se lavaran durante el analisis y se redujera
el arrastre de contaminantes. Los extractos SA, SB, XA y XB se prepararon a una
concentracion de 5 mg/mL en agua destilada, se centrifugaron a 17,500 g durante 15 min'y
se filtraron en acrodiscos de tamafio de poro de 0.2 pm como preacondicionamiento de la
muestra para retirar impurezas. El contenido de extracto y el tipo de metabolitos se
identificaron siguiendo la metodologia descrita por Aguifiiga-Sanchez et al. (2017). Los
flavonoides se determinaron en una columna HP Hypersil ODS (125 x 40 mm) en
condiciones de un gradiente de (A) H>O a pH 2.5 con &cido trifluoroacético (TFA) y (B)
acetonitrilo (ACN) con los siguientes parametros: el volumen de inyeccion fue 20 uL, la
velocidad de flujo se fijé a 1 mL/min, la temperatura de reaccion fue de 30 °C y el periodo
de anélisis fue de 25 min. Los estandares utilizados fueron: rutina, florizidina, mirecetina,
quercetina, naringenina, floretina, apigenina y galangina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,

USA) en un rango de concentraciones de 5-125 pg/mL. Para la determinacion de los acidos
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fenolicos se utilizd6 una columna Nucleosil (125 x 4,0 mm, Macherey-Nagel) con un
gradiente de (A) H20 a pH 2.5 con TFA (&cido trifluoacético) y (B) ACN (acetonitrilo). Los
parametros experimentales fueron los mismos que para los flavonoides, mientras que los
estandares empleados fueron: &cido cafeico, galico, clorogénico, vanilico, p-
hidroxibenzoico, p-cumarico, ferdlico y siringico (Sigma Aldrich) en un rango de

concentraciones de 5-125 pg/mL.

4.9. Determinacién de la actividad antioxidante por el método DPPH

El método empleado se basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
la cual se atribuye a la deslocalizacion del electron desapareado, esta deslocalizacion le
otorga una coloracion violeta, cuando la disolucién de DPPH entra en contacto con una
sustancia que puede donar un &tomo de hidrégeno con otra especie radical, produciéndose la
forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida de color y por lo tanto una
disminucion de los valores de absorbancia. La actividad antioxidante se determino para los
extractos esterilizados por filtracion y por autoclave de los rizomas de la planta sangre de
drago y el fruto xoconostle. EI método 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) sugerido por
Brand-Williams et al. (1995), fue empleado para las estimaciones. Se emplearon 2.4 mg de
DPPH en 100 mL de metanol, dejando la mezcla en agitacion por 2 h bajo condiciones de
obscuridad. Posteriormente la solucién de DPPH se ajustd a valores de absorbancia de 0.7 +
0.01 adicionando metanol, ajustada la solucién se usé un total de 300 pL de cada extracto
preparado en agua destilada con 2.7 mL de solucién de DPPH y se mantuvo bajo condiciones
de oscuridad durante 60 min. La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 517 nm en
un espectrofotometro y la actividad antioxidante se expresé como mg equivalentes de trolox

por gramo de muestra seca (mg TE/Q).

4.10 Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS

El método 2"2-azino-bis (&4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) se llevo a cabo de
acuerdo con Re et al. (1999). El reactivo ABTS se disolvid en agua destilada a concentracién

de 7 mM, el cation radical ABTS™ se produjo por la reaccion de la solucion madre de ABTS
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con una solucién de persulfato de potasio al 2.45 mM en una proporcion de 1:1. La mezcla
se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente (25 °C) por 24 h bajo condiciones de
obscuridad previo a su empleo. La solucién radical ABTS fue ajustada con metanol puro a
valores de absorbancia de 0.7 £ 0.1, posteriormente se utilizé un total de 100 pL de cada
extracto preparados con agua destilada y mezclados con 3.9 mL de solucion ABTS
(previamente preparada con K»S,0g). La absorbancia se midio en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 754 nm. Se realizé una curva estandar de calibracion empleando Trolox
y los resultados se expresaron como mg equivalentes de Tolox por gramo de muestra seca
(mg TE/g.

4.11 Actividad antimicrobiana

Las actividades antimicrobianas de los extractos esterilizados por filtracién y autoclave de
los rizomas de la planta sangre de drago y del fruto xoconostle se determinaron de acuerdo a
la metodologia desarrollada por Dominguez et al. (2011). Se prepar6 una mezcla mediante
la combinacion de 10 mL de caldo de infusion cerebro corazén (BHI), 5 mg/mL de extracto
esterilizado por filtracion y por autoclave y 100 pL de medio liquido que contenia
Streptococcus mutans (ATCC 25175, numero de lote: 62284317) a una concentracion final
de 103 UFC/mLLas muestras se incubaron a 37 °C durante 80 h. Los cambios en la turbidez
se midieron cada 4 h en un espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm, utilizando
una celda de cuarzo (1000 pL). Cada extracto se evalud frente a blanco que contenia caldo
BHI y el extracto sin Streptococcus mutans, un control positivo que contenia 10 mL de caldo
BHI y 103 UFC/mL de S. mutans y un control negativo que contenia 10 mL de caldo BHlI,
103 UFC/mL de S. mutans, y 0.012 uL de clorhexidina/mL (GUM Paroex, Sunstar Suisse
SA, Etoy, Suiza). La concentracion de clorhexidina se establecié de acuerdo con la
investigacion desarrollada por Aguilera et al. (2011). Los resultados se expresaron en log
UFC/mL. Se evaluo el efecto de los extractos sobre la tasa de crecimiento (u) de S. mutans.
Ademas, se determind la concentracién minima inhibitoria (CMI), que se definié como la
concentracion de extracto mas baja a la que las bacterias inoculadas no mostraron un
crecimiento visible. Se utilizé el método de macrodilucion en caldo BHI acoplado a un

método espectrofotométrico ligeramente modificado (Salmon et al., 1998) para determinar
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la CMI. En este experimento, se usé una cepa de S. mutans (a una concentracion de 10°
UFC/mL), asi como dos controles: negativo (la cepa de S. mutans y clorhexidina) y positivo
(que contiene solo la cepa de S.mutans). La absorbancia se leyo a una longitud de onda de
600 nm a las 96 h. Los controles se prepararon con caldo BHI y cada extracto. El criterio de
crecimiento fue la turbidez definida y medida con el método espectrofotométrico. La
ausencia o presencia del S. mutans en las diferentes concentraciones de los extractos
evaluados se corrobord, tomando una muestra de cada tubo, inoculandola en placas de agar

BHI por el método de siembra en estria y verificando las ccas morfoldgicas de las cepas.

4.12 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se expresaron los promedios. Se realiz6 un
andlisis de varianza con un disefio completamente aleatorizado, en el que se evaluaron los
efectos de la esterilizacion mediante autoclave en las variables de respuesta: fenoles totales,
flavonoides, betalainas, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana contra
Streptococcus mutans. El ordenamiento de medias se realizd mediante la prueba de Tukey
(p<0.05). El analisis se llevo a cabo en el paquete estadistico SAS version 9.4.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1 Analisis fisicoquimicos

Los resultados obtenidos en los rendimientos de extraccion para el extracto seco de los
rizomas de la planta sangre de drago fueron de 5.5 g/100 g de rizoma y de 31.26 g de extracto
seco de xoconostle por cada 100 gramos de fruto liofilizado. Por otra parte los resultados
obtenidos al comparar los métodos de esterilizacién (autoclavevs filtracion) se observé un
cambio en los valores de las propiedades fisicoquimicas y del contenido de los compuestos
bioactivos para ambos extractos, los resultados en las variaciones se discuten en los
siguientes apartados y son dependientes de la composicidn de las materias primas empleadas,
puesto que en algunos compuestos, los valores disminuyeron y en otros incrementaron lo
cual podria resultar beneficioso en las propiedades finales de los extractos. En la Tabla 3 se
muestran los parametros fisicoquimicos de los extractos obtenidos para las fuentes naturales
utilizadas. La esterilizacion por autoclavede los extractos causo un aumento en el pH, el valor
de SB fue 16.9% mas alto que los valores de SA, mientras que XB presentd un aumento de
21.87% con respecto a XA. Esto se relaciond con la reduccion de acidos organicos, durante
el tratamiento térmico debido al caracter termolabil de las moléculas presentes como el &cido
ascorbico, lo que podria explicar el aumento del pH en las muestras esterilizadas por
tratamiento térmico (Cuastumal-Canacuan et al., 2016). El contenido de azlcares totales
durante el proceso de esterilizacion en la muestra SB no presentd diferencias estadisticas
respecto a SA, asi como el contenido de azlcares reductores. Mientras tanto, en las muestras
de XB, el contenido de azucares totales aumenté un 13.0% y los azucares reductores un
10.98%. Su aumento puede deberse a procesos de hidrolisis térmica debido al calentamiento
durante la esterilizacién en autoclave, generando una ruptura en los enlaces de los
compuestos glicosilados y aumentando la concentracion de las concentraciones de azlcares

simples (Pokorny, 2003).
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Tabla 3. Andlisis fisicoquimicos de los extractos de rizomas de la planta sangre de drago y

del fruto xoconostle esterilizado por filtracion y en autoclave.

Muestra oH CTA AR Acido ascorbico
(mg GIuE/g PS) (mg GIuE/g PS) (mg ASCE/ 100g PS)
SA 5.60+0.17b 158.20+6.40c 87.10+1.28c¢ 267.30+30.07b
SB 6.55+0.50a 179.44+7.02c 116.01+6.40c 99.53+24.73c
XA 3.20+0.35d 503.00 £26.19b 466.60+16.81b 443.70£20.84a
XB 3.90+0.25¢ 568.46 £19.20a 517.84+9.30a 280.02+16.18b

a,b,c: letras distintas en las columna indican diferencias estadisticamente significativas(p<0.05) ElI pH se midi6 a
concentraciones de extracto de 10 mg/mL a 25.5 °C; CTA: contenido total de azlcar; AR: azlcares reductores; ASC: acido
ascorbico; SA: extracto de rizoma de la planta sangre de drago esterilizado por filtracion; SB: extracto de rizoma de la planta
sangre de drago esterilizado en autoclave; XA: extracto del fruto xoconostle esterilizado por filtracion; XB: extracto del
fruto xoconostle esterilizado en autoclave; GIUE: equivalentes de glucosa; PS: peso seco de la muestra; ASCE: equivalentes
de acido ascorbico.

Respecto a los parametros de color (tabla 4), los extractos esterilizados por autoclave de la
planta sangre de drago se tornaron mas oscuros (tono ambar) respecto a los esterilizados por
filtracion, debido a la reduccién de la luminosidad y al aumento de los valores de b*, que
tendia al color amarillo. El cambio de color en los extractos de los rizomas de la planta sangre
de drago podria vincularse a las reacciones de caramelizacion o de Maillard, debido a la
presencia de azucares y las condiciones de temperatura elevada durante el proceso de
esterilizacion en autoclave (Yin et al., 2018). Los extractos del fruto xoconostle esterilizados
por filtracion tenian una coloracion rojiza (valores de a* mayores y valores menores de
luminosidad), en comparacion con los extractos esterilizados. En este Ultimo caso, esto puede
deberse a la pérdida de betalainas que son responsables de atribuir una coloracién roja a los
frutos de xoconostle, como también ocurre en otros frutos de cactaceas (Hernandez-Fuentes
et al., 2015; Lopez-Palestina et al., 2018).
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Tabla 4. Cambios en el color de los extractos de los rizomas de la planta sangre de drago y

del fruto xoconostle esterilizado por filtracion y autoclave.

CIELAB espacio de color

Extractos L* a* b* AE
SA 35.39 + 0.48a 11.12 +0.12c 43.23+0.51b
10.24+0.43b
SB 29.88 + 0.25h 14.88 + 0.72b 47.4940.71a
XA 24.38 + 0.52¢ 32.91 +0.25a 25.32+0.48b
33.06+1.76a
XB 34.83 +0.38a 11.33 + 0.40c 49.78+0.99a

a,b,c: letras distintas en las columna indican diferencias estadisticamente significativas(p<0.05); SA: extracto de rizomas
de la planta sangre de drago esterilizado por filtracion; SB: extracto de rizomas de la planta sangre de drago esterilizado en
autoclave; XA: extracto del fruto xoconostle esterilizado por filtracion; XB: extracto del fruto xoconostle esterilizado en
autoclave; L*; luminosidad; a*: componente de color verde a rojo: b*; componente de color azul a amarillo; AE: diferencia
de color total entre extractos esterilizados por filtracion y autoclave.

5.2 Determinacion de fenolicos totales y los flavonoides

El proceso de esterilizacion en autoclave afectdé de manera importante y siginificativa a la
concentracion de compuestos fendlicos en los extractos de la planta sangre de drago, pero no
en los extractos del fruto xoconostle (tabla 5). Se observo que las concentraciones de fenoles
totales y de flavonoides en SB aumentaron en un 95.7% y en un 92% respectivamente, casi
el doble de la cantidad respecto a los extractos esterilizados por filtracion. Randhir y et al.
(2008) mencionan que el tratamiento térmico promueve la liberacion de compuestos
fenolicos, debido a la descomposicion de las paredes de la célula y de los componentes
celulares como las vacuolas, también mencionan que el tratamiento térmico disocia los
polifenoles conjugados, como los taninos, a compuestos fendlicos méas simples. En algunos
estudios en los que se utilizo el tratamiento térmico con autoclave, las muestras de brotes de
grano, plantulas y leguminosas también presentaron un aumento en el contenido fendlico
total (Beta y Hwang, 2018). Los contenidos fenolicos en los extractos pueden verse afectados
por factores extrinsecos como la temperatura, el pH, la luz y el contenido de oxigeno, entre
otros (Felix et al., 2018). En la presente investigacion, el bafio de ultrasonido que se utilizo
para la rehidratacion de los extractos también puede haber tenido un efecto en el aumento del
contenido total de fenoles en los extractos de rizoma de la planta sangre de drago, esto se

debe a que el tratamiento con ultrasonido provoca microroturas en las particulas suspendidas
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mediante el fendmeno de cavitacién, lo que aumenta el area de la superficie y mejora la

solubilizacion de los compuestos fendlicos (Altemimi et al., 2015).

Tabla 5. Compuestos bioactivos y actividad antioxidante en extractos de la planta sangre de

drago y del fruto xoconostle esterilizados por filtracion y autoclave.

Betalainas totales Actividad antioxidante
Muestra CFT Flavonoides CB CVvX DPPH ABTS
(mg EAG/g) (m EQ/g) (mg/100g) (mg/100g) (mg ET/g) (mg ET/g)
SA 99.25+2.50b 23.59+0.5b ND ND 273.69+2.93a 310.68+6.81b
SB 194.31+7.04a 45.30+0.24a ND ND 269.38+2.71b 345.02+10.57a
XA 24.11+1.21¢c 13.62+0.66d 28.64+0.96a 11.92+0.13b 42.87+0.96b 26.72+1.21¢c
XB 23.53+0.23¢c 15.92+0.24¢ 4.24+0.09b 14.67+0.40a 31.81+0.96¢ 21.83+1.49¢

a,b,c: letras distintas en las columna indican diferencias estadisticamente significativas(p<0.05); CTF: compuestos fendlicos
totales; CB: contenido de betanina; CVX: contenido de vulgaxantina; SA: extracto de rizoma de la planta sangre de drago
esterilizado por filtracién; SB: extracto de rizoma de la planta sangre de drago esterilizado en autoclave; XA: extracto del
fruto xoconostle esterilizado por filtracion; XB: extracto del fruto xoconostle esterilizado en autoclave; EAG: equivalentes
de acido galico; EQ: equivalentes de quercetina; ND: No detectado; ET: equivalentes de trolox; todos los valores se
determinaron segun el peso seco de la muestra (PS).

Los extractos esterilizados por filtracion de sangre de drago mostraron un contenido de
compuestos fenolicos de 75% mas altos que los extractos esterilizados por filtracion de
xoconostle, mientras que los extractos esterilizados por autoclave de sangre de drago tuvieron
un contenido fendlico de 87.7% mas alto que los extractos de xoconostle esterilizados en
autoclave. Esto puede deberse al hecho de que, en la planta de sangre del drago, las raices
son los primeros tejidos que detectan una condicién de déficit de agua e inducen sefiales de
estrés, que se traducen en una mayor concentracion de metabolitos secundarios en los que se
incluyen los compuestos fendlicos (Gutiérrez-Tlahque et al., 2018). Otra razon podria
deberse a la reaccion de Maillard (pardeamiento no enzimatico), la caramelizacion y la
oxidacion quimica de los fenoles, ya que los extractos de los rizomas de la planta sangre de
drago cambian su color a ambar (tabla 4) cuando se someten a esterilizacion en autoclave
(Randhir et al., 2008; Eichner, 1981). Martinez et al. (2014) reportaron la presencia de
aminoacidos libres y aminas en las muestras de rizomas de la planta sangre de drago

sometidas a condiciones térmicas; estos compuestos reaccionan con los azucares reductores,
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produciendo otros de propiedades quelantes y reductoras (Manzocco et al., 2011). Todo lo

anterior podria tener un efecto en el aumento de la cuantificacion de fenoles totales en SA.

Por otro lado, algunos flavonoides son estables a altas temperaturas. Elhamirad y Zamanipoor
(2012) reportaron que cuando la temperatura aumenta, se genera el proceso de hidrolisis
térmica de los compuestos glicosilados, incrementando la solubilidad y modificando el
coeficiente de difusion de los compuestos presentes, lo que podria causar el aumento en el

contenido de flavonoides en los extractos SB y XB.

5.3 Determinacioén de betalainas en extractos de xoconostle

No se realiz6 la medicion del contenido de betalainas en los extractos del rizoma de la planta
sangre de drago, debido a su ausencia en esta especie (Martinez et al., 2014). Por esta razon,
el contenido de betalaina solo se tomd en extractos del fruto xoconostle, donde se observé
una disminucion de 85.19% en el contenido de éstas en los extractos XB respecto a los
extractos XA (tabla 5), mientras que el contenido de vulgaxatinas fue 23% mayor en los
extractos de XB en comparacion con los extractos de XA. La pérdida del color tipico en los
extractos del fruto xoconostle sometidos a altas temperaturas se relaciond con una
disminucion en los contenidos de betaninas e isobetanina (estos compuestos otorgan la
coloracion roja y naranja en el fruto xoconostle). Esta reduccion se debe a una reaccion de
deshidrogenacién en betaninas e isobetaninas durante los tratamientos térmicos, formando
compuestos tales como las neobetaninas (Herbach et al., 2006). Las neobetaninas presentan
una coloracion amarilla, estos compuestos presentan absorbancias a longitudes de onda
similares a las vulgaxantinas; por lo tanto, su presencia podria estar relacionada con el

aumento observado en el contenido de vulgaxantinas (Stintzing et al., 2005).
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5.4 ldentificacion de compuestos extraidos por HPLC

Algunos acidos fendlicos y flavonoides fueron detectados y confirmados por HPLC en los
extractos de los rizomas de la planta sangre de drago y del fruto xoconostle. En los extractos
SB, se detectd un aumento de compuestos fendlicos respecto a los extractos de SA; este
resultado tiene un comportamiento similar al encontrado en la cuantificacién del contenido
total de fenoles por el método espectrofotométrico, en donde en el proceso de esterilizacion
por autoclave aumento el contenido de los compuestos fendlicos. En la tabla 6 se muestran
el contenido de acido fendlico para los extractos evaluados, en donde se encontraron
Unicamente acido vanilico y acido cafeico para los extractos SA y SB y su contenido sufrio
un incremento cuando se esterilizaron por autoclave. Por otra parte, en los extractos XA y
XB se encontraron presentes el acido galico, acido vanilico y &cido p-cumarico, viéndose
reducida su concentracion en los extractos esterilizados por autoclave. En la tabla 7 se
muestra el contenido de flavonoides para los extractos SA y SB determinados por HPLC
encontrando la presencia de naringenina, apigenina y galangina, ademas se observd un
incremento en los extractos esterilizados por autoclave, mientras que para los extractos XA
y XB Unicamente se encontrd presente a la galangina, sufriendo un incremento en los

extractos sometidos a esterilizacidn por autoclave.
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Tabla 6. Contenido de acidos fendlicos (ug/mL) en extractos de los rizomas de la planta
sangre de drago y del fruto xoconostle detectados por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

Estandares de acidos fenolicos

Muestras AG ACG AS AV APH AC AF APC
SA ND ND ND 1.98+0.02b ND  0.08+0.01b ND ND
SB ND ND ND 3.42+0.13a ND  0.22+0.04a ND ND
XA 1.53+0.068 ND ND 1.63+0.02¢c ND ND ND  15.52+0.32a
a
XB 1.42+0.04b ND ND 1.24+0.08d ND ND ND  14.41+0.21b
PR 2.5 429 51 5.5 5.71 6.63 9.36 9.74

a,b,c: letras distintas en las columna indican diferencias estadisticamente significativas(p<0.05); SA: extracto de los rizomas
de la planta sangre de drago esterilizado por filtracion; SB: extracto de los rizomas de la planta sangre de drago esterilizado
en autoclave; XA: extracto del fruto xoconostle esterilizado por filtracion; XB: extracto del fruto xoconostle esterilizado en
autoclave; PR: periodo de retencion; AG acido galico; ACG: acido clorogénico; AS: acido siringico; AV: acido vanilico;
APH: &cido p-hidroxibenzoico. AC: 4cido cafeico; AF: &cido ferulico; APC: &cido p-cumarico.

Tabla 7. Contenido de Flavonoides (1g/mL) en extractos de los rizomas de la planta sangre
de drago y del fruto xoconostle detectados por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC).

Estandares de flavonoides

Muestras ~ RT FN MC QE NG FT AP GLG
SA ND ND ND ND 2545:1.05b ND  0.960.003b 5.83+1.09b
SB ND ND ND ND 3066+2.96a ND  1.31#0.08a 8.69+1.72a
XA ND ND ND ND ND ND ND 2.91+0.05d
XB ND ND ND ND ND ND ND 3.58+0.25¢
PR 44 677 757 105 12.25 13.18 14.63 22.0

a,b,c: letras distintas en las columna indican diferencias estadisticamente significativas(p<0.05); SA: extracto de los rizomas
de la planta sangre de drago esterilizado por filtracion ; SB: extracto de los rizomas de la planta sangre de drago esterilizado
en autoclave; XA: extracto del fruto xoconostle esterilizado por filtracion; XB: extracto del fruto xoconostle esterilizado en
autoclave; PR: periodo de retencién; RT: rutina; FN: florizidina; MC: miricetina; QE: quercetina; NG: naringenina; FT:
florentina; AP: apigenina; GLG: galangina; ND: No detectado.
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El comportamiento observado en ambos extractos sometidos a esterilizacién por filtrado y
por autoclave ha sido reportado en distintos trabajos de investigacion en donde se enfatiza
que la composicidn o matriz estructural de las materias primas empleadas en la obtencion de
extractos naturales cuando se someten bajo la accion de tratamientos térmicos, puede causar
una reduccion o incremento en el contenido de los compuestos polifendlicos, induciendo una
mayor liberaciéon a través de reacciones de hidrolisis pudiendo generar mondémeros y
dimeros. Wang y Helliwell (2000), mostraron el efecto del calor y del oxigeno sobre la

liberacién de compuestos fendlicos en muestras de té verde.

Tambien existen trabajos de investigacion que sefialan la disminucién de los componentes
fendlicos sensibles a las altas temperaturas (termolabiles) (Chamorro et al.,, 2012). En
relacién a lo antes mencionado Wong-Paz et al. (2015) realizaron un estudio sobre la
cuantificacién y determinacién quimica de polifenoles mediante HPLC en extractos
etandlicos-acuosos de los rizomas de la planta sangre de drago; en su estudio, concluyen

que los compuestos fendlicos no fueron detectados debido a sus bajas concentraciones.

La presencia de los fenoles y flavonoides encontrados en los extractos evaluados, asi como
su incremento después de ser sometidos a esterilizacion por autoclave, podria contribuir en
la mejora de las propiedades antimicrobianas, en este sentido algunos autores sugieren que
la presencia de compuestos tales como los &cidos cafeico, feralico y p-cumarico inhiben el
crecimiento de los microorganismos gram negativos y gram positivos como E. coli, S. aureus

y B. cereus (Rodriguez-Sauceda y Ximhai, 2011).

5.5 Actividad antioxidante por DPPH y ABTS

Los beneficios potenciales que los compuestos fendlicos tienen para la salud se atribuyen
principalmente a sus actividades antioxidantes al donar un atomo de hidrégeno del grupo
hidroxilo aromatico a los radicales libres (LOpez-Palestina et al., 2018). En la presente
investigacion, la actividad antioxidante in vitro de los extractos obtenidos de los rizomas de
la planta sangre de drago y del fruto xoconostle se determind a través de los ensayos de DPPH

y ABTS, ambos presentan excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también
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muestran diferencias. EI DPPH es un radical libre que se puede obtener directamente sin una
preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que puede
ser quimica, enzimatica o eletroquimica, con el ABTS se pueden medir compuestos de
naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio
organico (no son pruebas equivalentes si no complementarias). En la tabla 5 se muestra el
efecto de la esterilizacion por filtracion y por autoclave en la actividad antioxidante. La
actividad antioxidante, de acuerdo al método DPPH, fue mayor en los extractos de los
rizomas de la planta sangre de drago respecto a los extractos del fruto xoconostle (tabla 5).
Los extractos de SA, presentaron valores mas elevados respecto a los extractos de SB, a pesar
del incremento en el contenido de compuestos fendlicos en las muestras de SB. Por otra parte,
en la prueba de ABTS se observo un incremento en los valores de la actividad antioxidante
de los extractos SB respecto a los extractos SA. El incremento de los compuestos fendlicos
deberia incrementar la actividad antioxidante evaluada por el método de DPPH sin embargo
el comportamiento obtenido podria deberse a que la reaccion de estabilizacion de los
componentes con actividad antioxidante presentes fue menor, posterior al tratamiento por
autoclave. Diversos factores como la generacion de posibles compuestos, el impedimento
estérico que representa la estructura quimica que rodea al radical, asi como la posible
desaparicion de sustancias termolabiles cuyo espectro de absorcion se solapa con el radical,
pueden ocasionar la disminucion de los valores obtenidos. (Cuastumal-Canacuan et al.,
2016; Shaimaa et al., 2016; Gonzales-Cruz et al., 2018; Pastene, 2009). Por otro lado,
algunos estudios indican que los mecanismos de reaccion del antioxidante y el DPPH

dependen de la conformacion estructural de los mismos (Bondet et al., 1997; Pokorny, 2003).

Los resultados obtenidos por el metodo de ABTS indicaron un ligero incremento en la
actividad antioxidante de los extractos SB del 11% sobre los extractos SA (tabla 3). Este
comportamiento podria asociarse con un aumento en el contenido de fenoles y flavonoides,
asi como con algunos compuestos derivados de las reacciones correspondientes al cambio de
color (reacciones de caramelizacion y de Maillard) con la capacidad de quelar metales y
proporcionar actividad antioxidante (Yu et al., 2012). Para el método ABTS los interferentes

podrian ser menores ya que dentro de las ventajas que presenta son un amplio rango de pH,
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fuerza idnica, asi como su solubilidad en medios acuosos y organicos permitiendo la

evaluacién de antioxidantes hidrofilicos e hidrofobicos.

Para los extractos del xoconostle se observé una disminucion de los valores obtenidos en los
métodos de DPPH y ABTS en los extractos esterilizados por autoclave, ésto podria estar
relacionado con la disminucién en el contenido de compuestos como las betaninas, causado
por el efecto térmico (tabla 3). Otros compuestos termolabiles con propiedades antioxidantes,
como el &cido ascorbico, pueden verse afectados durante la esterilizacion mediante autoclave,
lo que influye en la actividad final de los extractos (Cuastumal-Canacuan et al., 2016; Pérez-
Grijalva et al., 2018).

La diferencia entre los resultados observados por el método ABTS con respecto al de DPPH
podria deberse a la diferencia entre los compuestos medidos por ambas técnicas; los
resultados no pueden ser tomados como concluyentes pese a que la composicion de ambas
materias primas es distinta ademas de ser compleja y los posibles cambios o modificaciones
posteriores a la esterilizacion por autoclave para ambos, puede generar distintos resultados

los cuales pueden impactan en la actividad global final evaluada (Kuskoski et al., 2005).

5.6 Actividad antimicrobiana

Con respecto a la cinética de crecimiento de Streptococcus mutans en los extractos XA y SA
(concentraciénes de 5 mg/mL para ambos), no se observé crecimiento de la bacteria en SA
(figura 2), obteniendo un resultado similar con el control negativo (clorhexidina). Algunos
estudios afirman que el contenido de flavonoides, taninos y fenoles condensados de alto peso
molecular en los rizomas de la planta sangre de drago son los responsables de las propiedades
antimicrobianas que se encuentran en los extractos (Wong-Paz et al., 2010; Hu et al., 2016).
Silva-Belmares et al (2014) sugieren que la actividad antimicrobiana de los extractos de los
rizomas en la planta sangre de drago se debe a la presencia de terpenos como el B-sitosterol
y citlalitrionalLos resultados observados para el control negativo (clorhexidina) se deben
principalmente a su naturaleza cationica, que permite su adherencia a la pared celular

bacteriana; a bajas concentraciones, aumenta la permeabilidad, filtra los componentes
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intracelulares, teniendo un efecto bacteriostatico, mientras que a altas concentraciones
precipita el citoplasma bacteriano y causa la muerte celular, efecto bactericida (Bascones-
Martinez y Mudarra-Morante, 2006).
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Figura 2. Cinética de crecimiento de Streptococcus mutans de extractos: (¢) extracto de los
rizomas de la planta sangre de drago (5 mg/mL); (m) Extracto del fruto xoconostle (5
mg/mL); (A) control negativo (clorhexidina); (e) Control positivo; SA: extracto esterilizado
por filtracion de los rizomas de la planta sangre de drago; XA: extracto esterilizado por
filtracion del fruto xoconostle; CN: control negativo; CP: control positivo.

En las figuras 2 y 3 es posible observar el comportamiento del control negativo,
correspondiente a la cepa S. mutans, observando un crecimiento exponencial después de la
hora 20 (fase de adaptacion, Lag); el valor de la tasa de crecimiento (en la fase logaritmica)
del control negativo fue de p=0.487 h! (r>=0.976). En la figura 2 se muestra el
comportamiento del extracto del fruto xoconostle esterilizado por filtracion (5 mg/mL) en
donde se observa que solo retrasé el crecimiento de S. mutans hasta 4 h respecto al control
positivo durante la fase de adaptacién (Lag), con una tasa de crecimiento en la fase
logaritmica de p=0.588 h™* (r>=0.970). Las propiedades antimicrobianas de los extractos de
xoconostle fueron reportadas por Hayek e Ibrahim (2012), sin embargo, la concentracion a
la que los extractos del fruto xoconostle reportaron similar actividad respecto al control
negativo (clorhexidina) fue de 28 a 80 mg/mL, que es relativamente alta en comparacion con

los compuestos antisépticos que se encuentran en los enjuagues bucales comerciales,
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considerando que las concentraciones de los compuestos activos en estos productos

comerciales oscilan entre 1y 2 mg/mL (Yu et al., 2012).

La cinética de crecimiento de S. mutans en SB y XB se muestra en la figura 3. El
comportamiento de los extractos de SB es similar al observado en los extractos SA (figura 2)
mostrando que la temperatura durante la esterilizacion por autoclave no afect6 la actividad
del extracto de los rizomas de la planta sangre de drago. Por otra parte, el comportamiento
de los extractos XB (figura 3) fue distinto cuando se comparé con los extractos XA (figura
2) obteniendo crecimiento de la bacteria con un retrazo de 12 h en los extractos XB en
comparacion con los extractos XA durante la fase de adaptacion (lag), con una tasa de
crecimiento en la fase logaritmica en los extractos XB de p= 0.289 h™* (r>=0.991) menor a la
obtenido en los extractos XA. Por lo tanto, las propiedades antimicrobianas de los extractos
esterilizados por autoclave del fruto xoconostle, retrasaron el crecimiento de S. mutans en la
fase logaritmica, disminuyendo los valores del crecimiento (l1), a pesar de que no mostraron

actividad bactericida a concentraciones de 5 mg/mL si presentd actividad bacteriostatica.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Streptococcus mutans de extractos: (¢) extracto de los
rizomas de la planta sangre de drago (5 mg/mL); (m) Extracto del fruto xoconostle (5
mg/mL); (A) control negativo (clorhexidina); () Control positivo; SB: extracto esterilizado
por autoclave de los rizomas de la planta sangre de drago; XB: extracto esterilizado por
autoclave del fruto xoconostle; CN: control negativo; CP: control positivo.
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Después de realizar las comparaciones de las cinéticas de crecimiento entre los extractos
esterilizados por filtracion y por autoclave, se procedid a determinar la CMI exclusivamente
en los extractos esterilizados en autoclave (las propiedades antioxidantes no variaron, la
actividad antimicrobiana contra S. mutans se mantuvo y la microbiota nativa o por
contaminacion durante su extraccion fue eliminada). Aunque la filtracion de los extractos a
través de los filtros de 20 um es suficiente para eliminar los microorganismos, la
esterilizacion mediante tratamientos térmicos suele ser mas facil de realizar, ademas
garantizaria aplicacion industrial de los extractos como agentes antimicrobianos. El valor de
CMI para SB contra S. mutans fue de 2 mg/mL (figura 4), mientras que para XB, el valor de
CMI fue de 28mg/mL (figura 5).

Absorbancia

CP CN 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 3.0 4.0 5.0
mg/mL de extracto de los rizomas de la planta sangre de drago

Figura. 4 Densidad Optica de S. mutans a diferentes concentraciones del extracto de los
rizomas de sangre de drago esterilizados por autoclave con un tiempo de inoculacion de 96
horas; CN: control negativo (Clorhexidina); CP: control positivo (S. mutans).
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asorbancia

CN CP 10 15 20 22 24 26 28 30 40 50 80
mg/mL de extracto del fruto xoconostle

Figura 5. Densidad optica de S. mutans a diferentes concentraciones del extracto de
xoconostle esterilizados por autoclave a las 96 horas de inoculacion; CN: control negativo
(Clorhexidina); CP: control positivo (S. mutans).

El extracto de los rizomas de la planta sangre de drago esterilizado en autoclave mostrd
actividad antimicrobiana a menor concentracion (92% menor) en comparacién con el
extracto del fruto xoconostle; En la literatura, existen muy pocos estudios sobre las
propiedades antimicrobianas de los extractos evaluados en el presente trabajo, contra cepas

patogenas de la cavidad oral
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El extracto del fruto xoconostle representa una excelente opcion comparado con el extracto
de los rizomas de la planta sangre de drago debido a su rendimiento, sin embargo, los
extractos que mostraron tener un mayor contenido de compuestos fendlicos y capacidad

antioxidante fueron los extractos de los rizomas de la planta sangre de drago.

El método de esterilizacion por tratamiento térmico gener6é modificaciones sobre las
propiedades fisicoquimicas respecto a la esterilizacion por filtracion, los valores de pH
incrementaron, el contenido de azUcares reductores y totales aumentaron, mientras que el
contenido de &cido ascorbico disminuyo, ademas de un cambio en la coloracién de extractoel

cual podria estar vinvulado con las reacciones de caramelizacion y Maillard.

Respecto a las propiedades antioxidantes el tratamiento térmico provoco un aumento de los
valores de ABTS mientras que los valores de DDPH disminuyeron lo que podria aseverarse
que el tratamiento témrico origino un ligero incremento en los valores de actividad

antioxidante.

Los extractos del fruto xoconostle esterilizados con el tratamiento térmico genero un
incremento de los parametros fisicoquimicos en el pH, en los azUcares totales y reductores y
disminuyo el contenido de acido ascorbico, mientras que en los valores de las propiedades
antioxidantes se redujeron debido principalmente a la destruccion de compuestos

termolabiles como las betalainas, componente funcional mayoritaria.

El andlisis de HPLC revelo que los compuestos mayormente relacionados con las propiedade
antioxidantes fueron acido vanilico, acido cafeico, &cido p-cumarico, naringenina, apigenina
y galangina en los extractos de sangre de drago y acido galico, acido vanilico, acido p-
cumérico y galangina en los extractos del fruto xochosnostle, cuya concentracon se vio
afectada por el tratamiento térmico lo que explicaria el aumento en la capidad antioxidante.

Los compuestos detectados son los responsbles de la actividad antimicrobiana observada en
sangre de drago frente a S. mutans, mientras que, en los extractos de xoconostle al estar en

menor cantidad, solo se observo un efecto bacteriostatico limitado.
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Finalmente, con los resultados obtenidos se concluye que el tratamiento térmico de los
extractos representa una excelente opcién que mantiene las propiedades antimicrobianas,
ademas de ser de bajo costo frente a la esterilizacion por filtracion. sin embargo, es necesario
realizar mayor investigacion con otras cepas patdgenas y no patdgenas de la microbiota oral
para determinar el rango de accién y selectividad del efecto antimicrobiano. Asi mismo, seria
necesario realizar un enjuague que contenga el extracto para corroborar el efecto observado

en las pruebas realizadas en el presente estudio mediante ensayos clinicos
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Abstract: Natural extracts have been used as antimicrobial agents, and extracts of the rhizomes of the
dragon's blood plant (Jatropha divica) and of the fruit of xoconostle ‘Ulapa’ (Opuntia oligacantha) are
among these agents. To be able to use the extracts, it is necessary to eliminate their natural microbiota
by the means of sterilization methods; however, the effects of thermal sterilization on their properties
have not been evaluated. The objective of the study was to evaluate the physico-chemical, antioxidant,
and antimicrobial properties of extracts of the rhizomes of dragon’s blood and the fruit of xoconostle,
when not sterilized, and when sterilized by autoclaving. The contents of phenolic compounds,
flavonoids, antioxidant, and antimicrobial activity against Streptococcus mufans were not affected in
autoclave-sterilized extracts of dragon’s blood rhizomes, and naringenin, apigenin, galagina, vanillic,
and caffeic acid were detected, while in autoclave-sterilized extracts of xoconostle fruits, the betalain
content decreased, with galagin, gallic, vanillic, and p-coumaric acid being identified. The minimum
inhibitory concentration for the extract sterilized by autoclaving dragon’s blood was 2 mg/mL,
and for the extract sterilized by autoclaving xoconostle, it was 28 mg/mL. Both represent natural
alternatives as antimicrobial agents against 5. mutans.

Keywords: dragon’s blood; Streptococcus mutans; xoconostle; phenolic compounds; antioxidant
activity

1. Introduction

Streptococcus mutans is a Gram-positive bacterial involved in oral health issues, as it is responsible
for tooth decay, which triggers other illnesses such as gingivitis and periodontitis [1]. Some of the
most commonly used chemical agents to control plaque and tooth decay related to 5. mutans are
chlorhexidine and triclosan; however, long-term use of these substances causes secondary effects
such as brown staining in teeth, altered taste, and scaly lesions in the alveolar mucosa [2]. Currently,
the use of natural antimicrobial agents with efficient performance in the inhibition of pathogenic
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