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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto metandlico del Lepidium
meyenii en sus tres ecotipos (maca roja, amarilla y negra) sobre cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).

Materiales y Métodos: Este estudio in vitro utilizd pocillos embebecidos del extracto
metanolico del Lepidium meyenii en sus tres ecotipos colocados en 7 placas petri que
contenian cepas de cultivos. La Concentracion minima inhibitoria (CMI) fue evaluada por la
técnica de Kirby Bauer y la concentracion minima bactericida (CMB) mediante el Recuento
de Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Los halos de inhibicién se midieron en mm y se

registraron mediante estadistica descriptiva media y desviacion estandar.

Resultados: Frente al Streptococcus mutans (ATCC 25175), la maca roja tuvo una media
(+-d.e) de 13.5 + 0 .60 mm, MIC de 125.0pg/ml y MBC de 62.5 ng/ml; la maca negra 13.3
+ 0.53 mm, 125.0pg/ml y 62.5 pg/ml, respectivamente; y, la amarilla, 12 + 0.27 mm, 250.0
ug/ml y 125.0 pg/ml, respectivamente. Frente al Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), la
media (+- d.e) de la maca roja fue 17.6 = 0.23 mm, MIC de 62.5ug/ml y MBC de 31.3 pg/ml;
la maca negra 19.6 £+ 0.44 mm, 62.5pug/ml y 31.3 pg/ml, respectivamente; y, la amarilla 14.8
+0.26mm, 31.3 pg/ml y 15.6 pg/ml, respectivamente.

Conclusion: Existe efecto antibacteriano del extracto metanolico de Lepidium meyenii en
sus tres ecotipos sobre los microorganismos Streptococcus mutans (ATCC 25175) y

Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).

Palabras clave: Lepidium; Caries Dental; Antibacteriano; Bacterias.
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In vitro evaluation of the antibacterial effect of methanolic extract of Lepidium meyenii
(maca) on Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) strains

ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of methanolic extract of Lepidium
meyenii in its three ecotypes (red, yellow and black maca) against Streptococcus mutans

(ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).

Materials and Methods: This in vitro study used wells embedded in methanolic extract of
Lepidium meyenii in its three ecotypes, placed on 7 petri discs containing the bacteria
samples. The Minimum inhibitory concentration (MIC) was evaluated using the Kirby Bauer
technique and the minimum bactericidal concentration (MBC) using the colony forming unit
(CFU). Inhibition halos were measured in mm and analyzed using descriptive statistics and

standard deviation.

Results: Against Streptococcus mutans (ATCC 25175), the red maca had a mean result (+sd)
of 13.5+£0.60 mm, 125.0ug/ml MIC and 62.5ug/ml MBC; the black maca was 13.3+0.53 mm,
125.0ug/ml MIC and 62.5 ug/ml MBC; and the yellow maca was 12+0.27 mm, 250.0 ug/ml
and 125.0 ug/ml, respectively. Against Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), the mean
(+d.e) of the red maca was 17.6+0.23 mm, 62.5ug/ml MIC and 31.3 ug/ml MBC; the black
maca was 19.6+0.44 mm, 62.5ug/ml MIC and 31.3 ug/ml MBC, and the yellow maca was
14.8+0.26 mm, 31.3 ug/ml and 15.6 ug/ml, respectively.

Conclusion: Exists an antibacterial effect of methanolic extract of Lepidium meyenii in its

three ecotypes against Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis

(ATCC 10556).

Keywords: Lepidium; Dental caries; Antibacterial; Bacteria.
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1  INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refiere que existen 5000 millones de personas
en todo el mundo que han sufrido o sufren de caries dental, esto quiere decir que es la
enfermedad de mayor prevalencia en la cavidad oral y que contintia afectando a la poblacion
en un 90%. 1 Ademas, se considera que dentro de este porcentaje muchos de los nifios,
jovenes y adultos han perdido dientes a causa de este problema, de los cuales se encuentran
una alta incidencia en la poblacion escolar, siendo este un 40%. ¥ La caries dental, aparte
de ser de origen multifactorial tiene muchas caracteristicas que pueden apreciarse a simple
vista, como la desmineralizacion de la superficie del esmalte ocasionada por la adherencia
de bacterias en las superficies dentales. ©® Varias de las bacterias que permiten el desarrollo
de una lesion incipiente (aun reversible) a una irreversible se encuentran en el biofilm
bacteriano, claros ejemplos son las bacterias Streptococcus mutans y Streptococcus

Sanguinis.

Un estudio hecho el 2018 por el Seguro Social de Salud (EsSalud), refiere que en el Peru se
emplea la medicina natural o alternativa a beneficio de la salud, la cual se ha visto muy
utilizada por la poblacion de Lima Metropolitana. > ® La fitoterapia es una ciencia que
estudia el uso de las plantas para fines terapéuticos. © !9 Dentro de las plantas que presentan
algun efecto antibacteriano se encuentra el Lepidium meyenii (maca) con sus 13 ecotipos que
van de blanco a negro, definidos asi por la coloracion externa de su raiz, siendo 3 de estos
los mas conocidos y consumidos en el territorio peruano: amarilla, roja y negra. (!'"'4) Estas
ultimas son también conocidas por el nombre de su subcategoria; amarilla, Ccello; roja, Puka
y negra como Yana, las cuales son empleadas en sus distintas presentaciones (maca en polvo,
polvo gelatinizada, maca en liquido, encapsulada). Se conoce que la maca estd compuesta
por: alcaloides, aminodacidos, sales minerales, esteroles, saponinas, riboflavina, flavonoides,
etc. 1518 De estos componentes, los polifenoles, especialmente, los flavonoides son los
encargados de que la maca actie como un antibacteriano, bactericida y citotoxico. Es
importante mencionar que los flavonoides también son conocidos como catequinas. El té
verde, camu camu y maca; tienen este componente en comun, he ahi la explicacion para la
efectividad antibacteriana de estas tres plantas. Se define como efecto antibacteriano a la

capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria por una sustancia. Existen estudios



previos en los cuales muestran este producto a beneficio de la salud como un estimulante del
sistema nervioso central, antiestrés, antianimica, vitaminica, contra la fatiga, memoria y
también a favor de la funcién reproductiva como vigorizante sexual; sin embargo, no existen
estudios en el que se haya demostrado la eficacia del efecto antibacteriano del Lepidium
meyenii frente a las bacterias Streptococcus Mutans (ATCC 25175) y Streptococcus
Sanguinis (ATCC 10556). (1924

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto antibacteriano del
extracto metanolico del Lepidium meyenii en sus tres ecotipos (maca roja, amarilla y negra)
sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC
10556).



2 MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

El diseno es de tipo experimental in vitro.

Poblacion/Muestra

La unidad de analisis de este estudio estd conformada pocillos embebecidos del extracto
metanolico del Lepidium meyenii en sus tres ecotipos (amarilla, roja y negra) colocados en 7
placas petri que contenian cepas de cultivos, obtenidas de comercialmente del Laboratorio
Genlab del Peri S.A.C. Ademas, los extractos fueron sometidos a células de mamifero,
correspondiente a la linea celular MDCK (Mardin-Darby Canine Kidney cells) contenidas

en placas de cultivo.

Para cada una de las placas se realizaron 11 repeticiones y se afiadié Clorhexidina al 0.12%.
Posteriormente, se evalu6 el efecto antibacteriano empledndose la técnica de difusion en

pozo.

El tamafio muestral se obtuvo mediante la formula estadistica de estimacion de medias,
haciendo uso de los datos que se obtuvieron de la prueba piloto en el software Stata ® version

12.0.
El tamafio y tipo muestral se realizé por conveniencia.
Para el desarrollo de los experimentos, se formaron los grupos de la siguiente manera:

GRUPO 1: Pocillos con linea celular MDCK cultivada en medio DMEM, los cuales fueron
incubados con el extracto Lepidium meyenii (maca amarilla) a concentraciones o diluciones

diferentes.

GRUPO 2: Pocillos con linea celular MDCK cultivada en medio DMEM, los cuales fueron
incubados con el extracto Lepidium meyenii (maca roja) a concentraciones o diluciones

diferentes.



GRUPO 3: Pocillos con linea celular MDCK cultivada en medio DMEM, los cuales fueron
incubados con el extracto Lepidium meyenii (maca negra) a concentraciones o diluciones

diferentes.

GRUPO 4: Pocillos con linea celular MDCK cultivada en medio DMEM, sobre los cuales
no se acondiciond ningun extracto; el volumen fue enrasado solo con medio de cultivo

DMEN (control negativo).

GRUPO 5: Extracto metanolico de Lepidium meyenii (maca amarilla) sobre cultivos de

Streptococcus mutans durante 48 horas.

GRUPO 6: Extracto metandlico de Lepidium meyenii (maca roja) sobre cultivos de

Streptococcus mutans durante 48 horas.

GRUPO 7: Extracto metanodlico de Lepidium meyenii (maca negra) sobre cultivos de

Streptococcus mutans durante 48 horas.

GRUPO 8: Extracto metanolico Lepidium meyenii (maca amarilla) sobre cultivos de

Streptococcus sanguinis durante 48 horas.

GRUPO 9: Extracto metandlico Lepidium Meyenii (maca roja) sobre cultivos de

Streptococcus sanguinis durante 48 horas.

GRUPO 10: Extracto metandlico Lepidium Meyenii (maca negra) sobre cultivos de

Streptococcus sanguinis durante 48 horas.

GRUPO 11: Clorhexidina al 0.12% (grupo control).

Técnicas y procedimientos
Solicitud de permisos

Se solicitdé permiso al Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Peruana de
Ciencias Aplicadas y al Instituto de Investigacion Nutricional (IIN) para poder acceder a los

laboratorios y asi, realizar la ejecucion del proyecto.

Capacitacion



Se capacito a las investigadoras en métodos bioquimicos y microbioldgicos. Posteriormente,

fueron calibradas con la asesora especialista en ambas técnicas.

Obtencion del recurso natural

El tubérculo de Lepidium meyenii (Maca en sus 3 ecotipos: amarilla, roja y negra) fue

obtenida de un productor del departamento de Cerro de Pasco-Provincia de Pasco.

Se obtuvo 1/2 kg. de tubérculos de cada uno de los tres ecotipos (roja, amarilla y negra). La
materia prima fue liberada de cualquier desecho (astillas, extremidades o restos de tierra,

entre otros).

Para la elaboracion de este proyecto, se trabajo directamente con el tubérculo que se usa para
consumo humano. Para el extracto se utilizo como solvente Metanol, lo que permiti6 obtener

extracto metanolico de Lepidium meyenii.

Obtencion de las cepas bacterianas

Para este estudio se utilizd dos cepas bacterianas, Streptococcus mutans (ATCC 25175) y
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), las cuales se adquirieron del laboratorio GenLab

S.A.C. para el desarrollo del estudio.

Estas cepas fueron cultivadas y procesadas por las investigadoras bajo la supervision de la
asesora especialista siguiendo las instrucciones brindadas por el fabricante en el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas- Instituto de

Investigacion Nutricional.

Preparacion del extracto metandlico

Se procedi6 a seleccionar los tubérculos y se pulverizo la materia prima (cada ecotipo de

maca).

Para la elaboracion de los extractos, se pesaron 250 g de cada ecotipo de Lepidium Meyenii
(roja, amarilla y negra) y se colocd la maca pulverizada en una botella de vidrio estéril (cada

ecotipo de manera independiente). Luego, se adicioné metanol puro (Merck® peruana) en



una proporcion 1:2 (P/V). Los frascos conteniendo el macerado fueron cubiertos de la luz
con ayuda de papel platino e incubadas a temperatura ambiente durante 10 dias, con ligeros

movimientos cada 12 horas.

Posteriormente, el preparado fue filtrado con una membrana estéril de papel Whatman N° 4
y el sobrenadante, recolectado en tubos de 50 ml estériles para su posterior evaporacion en
el rotavapor a 55°C por un lapso de 12 horas, con el objetivo de que se pueda volatilizar el

metanol residual. Las preparaciones finales se conservaron a 4°C hasta su uso.

Evaluacién de efecto antibacteriano (Difusion en agar)

Como lo describieron Alvarez y col., para la evaluacion de la actividad antibacteriana se
realizé el método de difusion en pozo o también denominada perforacién en gel de agar. 1%
Se emplearon placas de agar con medio Brain Heart Infusion (BHI) inficionadas con 0.5 ml
de cada uno de los microorganismos. Teniendo como ayuda un sacabocados, en cada una de
las placas se hicieron 5 orificios que tenian un didmetro de 8 mm cada uno; y a cada pocillo,

se le anadio 100l de cada uno de los extractos metandlicos previamente preparados.

Como control positivo, para este estudio se empled 100ul de Clorhexidina al 0.12% y como
control negativo solucion tamponada fosfato (PBS 1X). Los experimentos se realizaron por
triplicado en tres tiempos diferentes. Es importante mencionar que todos los pasos fueron
realizados dentro de una cabina de flujo laminar tipo II para conservar las condiciones de
esterilidad. Luego, las placas se incubaron a 37°C por un lapso de 48 horas en condiciones
de anaerobiosis controlada. Luego de este tiempo, fueron realizadas las mediciones de los

halos de inhibicion (diametro - mm).

Aquellos extractos donde se encontrd u observo actividad antibacteriana fueron estudiados a

mayor profundidad a través del método de microdilucion.

Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (Prueba de microdilucion)

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria de cada extracto fue realizada

siguiendo las recomendaciones del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012).



Se prepararon diluciones seriadas (entre 0-100pg/ml) de cada uno de los extractos

metanolicos de maca en solucion tamponada fosfato (PBS 1X).

Para el ensayo se emplearon placas de agar con medio Brain Heart Infusion (BHI)
inficionadas con 0.5 ml de cada uno de los microorganismos a evaluar. Posteriormente,
teniendo como ayuda un sacabocados se hicieron 5 orificios que tenian 8§ mm de didmetro en
cada placa; y a cada pocillo, se le agrego 100ul de las diluciones de los extractos previamente

preparadas.

Como control positivo se utilizé 100ul de Clorhexidina al 0.12% y diluciones seriadas de
este producto en PBS 1X. Como control negativo se utilizé solucion tamponada fosfato (PBS
1X). Los experimentos se realizaron por triplicado en tres tiempos diferentes. Las placas
fueron ingresadas a la incubadora a 37°C por un lapso de 48 horas en condiciones de

anaerobiosis controlada.

Se registr6 como CMI a la menor concentracion en la que pudo observarse crecimiento

bacteriano.

Evaluacion del efecto bactericida

Este método permite determinar la viabilidad de las bacterias Streptococcus mutans (ATCC
25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) frente a los extractos analizados. El efecto
bactericida se refiere al agente o solucion que disminuye en 99.9% el crecimiento de las

bacterias a partir de un ino6culo de subcultivo puro.

Se realizaron diluciones seriadas de los extractos metandlicos evaluados (las diluciones
seriadas se realizaron en PBS 1X). Posteriormente, a cada dilucion se le inoculd 5 pl de la
suspension de cada una de las bacterias evaluadas. El control positivo empleado fue 5 pl de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) en presencia
de BHI. Las muestras fueron ingresadas a la incubadora para mantener las condiciones de

anaerosbiosis (37°C) por un lapso de 24 horas.

Posteriormente, transcurrido el tiempo, se procedi6 a sembrar 100 pL de la muestra incubada
en placas de BHI agar. Las muestras se incubaron manteniendo las mismas condiciones
(anaerobiosis controlada a 37°C) por un lapso de tiempo de 72 horas (tiempo méaximo en que

se observa crecimiento del cultivo control). Los experimentos se realizaron por triplicado en



tres tiempos diferentes. El crecimiento bacteriano fue evaluado mediante la presencia o

ausencia de unidades formadoras de colonias (UFC).

Linea celular

La linea celular MDCK se obtuvo de la ATCC (Coleccion americana de cultivos, USA). Las
células se cultivaron en un medio esencial minimo modificado por Dulbecco (DMEM)
(Gibco BRL, Grand Island, Nueva Y ork), suplementado con suero bovino fetal al 10% (SFB),
25 ng/L de gentamicina y 200 mM L-glutamina. Las células se cultivaron a 37°C en una

atmoésfera humeda al 5% de CO2 en condiciones de esterilidad.

Evaluacioén de la citotoxicidad (Prueba MTT)

La CC50, es definida como la concentracion que tiene una sustancia para lograr reducir la

viabilidad de las células a un 50% y se determina haciendo uso de la prueba de MTT.

La citotoxicidad del extracto metandlico de Lepidium meyenii (maca) se evalu6 haciendo uso
de una prueba colorimétrica, la cual estd basada en la reduccion de 3-(4,5- Dimetiltiazol-2-
yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro (MTT) a causa de las enzimas mitocondriales. 14!7 Las
pruebas se realizaron en una microplaca estéril empleada para el cultivo celular, ésta tenia 96

pocillos.

Cada uno de los pocillos pudo cultivar 1x10* células/pocillo en 200 pL de medio (8 mm de
diametro; Falcon Plastics, Oxnard, CA). Las muestras se incubaron a 37 °C en una atmosfera
htimeda al 5% de CO2 por un lapso de 24 horas. Posteriormente, al monocapa celular se le
anadid el extracto de Lepidium meyenii (maca) a distintas concentraciones, €stas se

encontraban dentro del rango de 10 a 800 pg/mL.

Como control positivo de viabilidad celular se us6 el medio de cultivo, cabe recalcar que éste
no contenia extracto alguno. El cultivo se incub6 a 37°C por un lapso de 6 dias. La morfologia
de las células tuvo que ser supervisada a diario; y, visualizada al microscopio para verificar

y a su vez, detectar alguna variacion.

Posteriormente, se le anadio 20puL de solucion de MTT (3 mg/mL en PBS 1X) a cada pocillo

y las muestras se incubaron por un lapso de 3 horas a 37 °C. Este medio tuvo que ser removido



con mucho cuidado para evitar levantar cristales de formazan, los cuales se diluyeron con
200puL DMSO (Dimetil Sulféxido). La viabilidad celular fue cuantificada un lector de ELISA

(Biorad) a una densidad optica de 570 nm.

Para finalizar, la viabilidad celular se calculé como el porcentaje de la absorbancia que se
obtuvo en cada uno de los pocillos versus las células que no se vieron afectadas o que no
pudieron ser tratadas. La CC50 fue determinada a través del Software de computador
Pharm/PCS (Tallarida and Murray, 1987). Se evidencio la variacion morfoldgica a través de
la evaluacion microscopica de monocapas, para asi, poder confirmar o realizar una

comparacion con los resultados que se obtuvieron en la prueba de MTT.

Recoleccion de datos

Los datos de disminucion de UFC fueron registrados en una ficha numerada. Se realizo las
fichas del efecto antibacteriano para cada ecotipo de maca (amarilla, roja y negra). Luego, se
llevo a cabo la exposicion de estas bacterias frente a cada uno de los extractos, midiendo la
concentracion minima inhibitoria y efecto bactericida. De esta manera, se verifico si las
unidades formadoras de colonia (UFC) disminuian o se inhibian por completo. Para ello, el

tipo de mediciones que se empled fue pg/ml y disminucion de UFC.

Plan de analisis

Para el analisis univariado, se procedio a realizar la estadistica descriptiva, en la cual se
calcularon las medidas de tendencia central (media, mediana) y medidas de dispersion

(desviacion estandar, rango intercuartilico) de las variables en estudio.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de ética en Investigacion (CEI) de la Universidad
Peruana de ciencias Aplicadas (carta N°PI 017-19). La ejecucion fue realizada en el
laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC)-

Instituto de Investigacion Nutricional (IIN). (Anexo 1)



3 RESULTADOS

El presente estudio tuvo como finalidad evaluar el efecto antibacteriano del extracto
metanolico del Lepidium meyenii (maca) en sus tres ecotipos (roja, negra, amarilla) sobre
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC
10556). Los resultados obtenidos demostraron que para el efecto antibacteriano, la maca roja
presento valores mas altos sobre el microorganismo Streptococcus mutans (ATCC 25175) y
la maca negra frente al Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), a diferencia de la maca

amarilla, la cual tuvo valores menores frente a ambos microorganismos.

En la tabla 1, se puede observar la evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del extracto
metanolico Lepidium meyenii (maca) en sus tres ecotipos (roja, negra, amarilla) sobre cepas
de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Para la
cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) se encontrd que la maca roja obtuvo una media
(+- d.e) de 13.5 £ 0 .60 mm, para el caso de la maca negra fue de 13.3 £ 0.53 mm. y la maca
amarilla 12 + 0.27 mm respectivamente. Mientras que para el grupo control, la clorhexidina
al 0.12% mostrd un halo de inhibiciéon de 25.8 + 0.29mm. Por otro lado, para el Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556), se encontr6 que la media (+- d.e) de la maca roja fue 17.6 + 0.23
mm., para la maca negra fue 19.6 = 0.44 mm y la maca amarilla 14.8 £ 0.26mm. Mientras
que el grupo control, la clorhexidina al 0.12% tuvo una media (+- d.e) de 24.5 £ 0.50mm
(Tabla 1 y gréfico 1).

En la tabla 2, se observa la concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima
bactericida (MBC) de los tres ecotipos de maca sobre las cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Para el caso del Streptococcus
mutans (ATCC 25175) se observo que la MIC fue de 125.0pug/ml y MBC de 62.5 pg/ml tanto
para la maca roja como para la maca negra. Sin embargo, para la maca amarilla el MIC fue
250.0 pg/ml y MBC de 125.0 pg/ml respectivamente. Mientras que, para el Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) se observd que para la maca roja y negra fue, MIC de 62.5ug/ml y
MBC de 31.3 pg/ml, sin embargo, la maca amarilla tuvo un MIC de 31.3 pg/ml y 15.6 pg/ml

respectivamente (Tabla 2 y grafico 2).
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El grafico 3 muestra la concentracion citotoxica de los tres ecotipos de maca sobre las cepas
de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556). Para el
Streptococcus mutans (ATCC 25175), 1a maca roja presenta una disminucion de la viabilidad
celular al 50% (CC50) a una concentracion de 500 pg/ml; la maca negra, 750 pg/ml y la maca
amarilla, 900 ug/ml. Para el caso del Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) la maca roja
presenta una disminucion de la viabilidad celular al 50% a una concentracion de 610 pg/ml;

la maca negra, 710 pug/ml y la maca amarilla, 920 pg/ml.
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Tabla 1

Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del extracto metanoélico del Lepidium

meyenii (maca) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus

sanguinis (ATCC 10556)

Median
Media Min Max
Microorganismo Grupo a D.E.
(mm) (mm) (mm)
(mm)
Maca Roja 13.5 13.25 0.60 13 14.5
Maca Negra 13.3 13.5 0.53 125 14
Streptococcus
Maca
uans 120 120 027 115 125
Amarilla
Chx 0.12% 25.8 26.0 0.29 255 26.0
Maca Roja 17.6 17.5 023 175 18.0
Maca Negra 19.6 19.8 044 19.0 20.0
Streptococcus
Sanguinis Maca
14.8 15 0.26 14.5 15.0
Amarilla
CHX 0.12%  24.5 24.5 0.50 24.0 250

*Prueba de Shapiro Wilk
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Figura 1

Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del extracto metanoélico del Lepidium

meyenii (maca) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus

sanguinis (ATCC 10556)
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Tabla 2

Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida del extracto metandlico del Lepidium meyenii (maca) sobre cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)

Concentracion (ng/ml)
Microorganismo  Grupo

500 250.0 125.0 62.5 313 156 7.8

Maca
) - - MIC MBC - - -
Roja

Maca
- - MIC MBC - - -
S. Mutans Negra

Maca

Amarill MIC MBC - - - _

a

Maca - -
) - - - MIC MBC
Roja

Maca
- - - MIC MBC - -

S. Sanguinis Negra

Maca
- - MIC MBC - - -
Amarilla



Grafico 3

Evaluacion del efecto citotoxico del extracto metandlico del Lepidium meyenii (maca)

sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC
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4 DISCUSION

El objetivo de este estudio fue observar los valores obtenidos al evaluar el efecto
antibacteriano, bactericida del Lepidium meyenii en presencia de las bacterias Streptococcus
mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), asi como la evaluacion
del efecto citotoxico de los tres ecotipos de Lepidium meyenii frente a la linea celular MDCK.
Los resultados obtenidos demostraron que para el efecto antinbacteriano, la maca roja tiene
valores mas altos sobre las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y la maca negra

frente al Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).

La metodologia de este estudio para la evaluacion del efecto antibacteriano estuvo basada en
el uso del método de difusion en disco o en pozo, descrito por Bauer et al (método de Kirby-
Bauer) en el afio 1997?%), asi como Jalayer y col en el afio 2007. ?” La técnica en papel tiene
muchas desventajas, ya que se utiliza un papel filtro Whatman y este tiene una superficie
hidrofilica que impide la difusion en el agar. A diferencia del método de difusién en pozo,
en el cual el extracto contacta en forma directa con el agar, por eso se considera que esta
técnica tiene mayor sensibilidad. Un estudio realizado por Cruz-Carillo y col., compar6 las
dos metodologias pero con diferentes extractos y se pudo evidenciar que en la prueba de
difusion en pozo los extractos obtuvieron un mejor resultado.®® Por esta razon, en este
estudio se optd por utilizar el método de difusion en pozo, el cual consiste en el vinculo o
nexo que existe entre la concentracion de una sustancia utilizada para inhibir una cepa
bacteriana y el crecimiento del halo de inhibicion sobre la superficie de la placa agar, la cual
contiene un medio de cultivo apropiado. Este es sembrado homogéneamente con la bacteria
a ensayar y sobre ella, se siembra un pozo impregnado con una cantidad de la sustancia

conocida.

Adicionalmente, se utiliz6 la prueba de microdilucién en caldo a modo de prueba de
susceptibilidad microbiana para poder obtener la concentracion minima bactericida (MBC)
y la concentracion minima inhibitoria (MIC). En el caso de este estudio, se empled como
caldo el BHI (Brain Heart Infusion), el cual es utilizado para el cultivo de diferentes

microorganismos que pueden o no ser patégenos, incluyendo bacterias aerobias o anaerobias.
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Romero y col. en el aiio 2009 utilizaron una metodologia similar, pero con aceite esencial de
Matricaria recutita(manzanilla) sobre las cepas de Streptococcus mutans en presencia del
BHI. @Y Los resultados de este estudio demostraron que esta técnica es de confiabilidad para
este tipo de procedimientos. Por este motivo, para el desarrollo de este estudio se decidio

emplear la misma metodologia en presencia del BHI descrita por estos autores.

Actualmente, en la farmacologia y la medicina fitoterapéutica, uno de los puntos de mayor
relevancia es la evaluacion de la citotoxicidad en los compuestos naturales, para lo cual, en
este estudio se realizo la prueba de MTT. Existen diferentes técnicas para poder determinar
la citotoxicidad; sin embargo, los més utilizados son: El ensayo de capacitacion del rojo
neutron y la prueba de MTT (bromuro de 3 (4,5 dimetil 2-tiazoil)-2,5-difeniltetraz6lico) que
se encarga de inhibir la actividad mitocondrial. » En este caso se empled la prueba de MTT,
ya que, es un método efectivo que determina la viabilidad celular y una de sus ventajas es
que es cuantitativo, a comparacion del resto de métodos colorimétricos que se caracterizan
por ser cualitativos. El estudio realizado por Takeuchi y col. en el afio 1991 hizo uso de esta
técnica para determinar la viabilidad celular de las células que ya se encontraban infectadas
por el virus del herpes simple y se pudo apreciar que el método tiene mayor sensibilidad y
simplifica los diferentes procedimientos, permitiendo asi evaluar una mayor cantidad de
compuestos ?*). Son las razones previamente mencionadas las que impulsaron a utilizar la

prueba de MTT en este estudio.

Existen algunos estudios enfocados a la evaluacion de las diferentes propiedades terapéuticas

del Lepidium meyenii 1'"'?)

y dos estudios relacionados al efecto citotdoxico de esta planta.
Uno de ellos es de Alzamora del afio 2007, en el que se evalua tres ecotipos de maca (amarilla,
morada y negra) ?®; y el otro, de Canales et al. Del afio 2000, en el que se utilizo ensayos de
viabilidad y colorantes vitales. ®® En ambos casos los cultivos presentaban muy buena
tolerancia al extracto acuoso de L. meyenii. Esto indicaria que la citotoxicidad del extracto
de Lepidium meyenii en este estudio podria estar relacionada con los metabolitos secundarios:
alcaloides, polifenoles, antocianinas y flavonoides. Asimismo, Hou XR et al en el afio 2004

29 mencionan que el alcaloide fue presentado anteriormente como un componente de la

maca que tenia accion antibacteriana. Teniendo en cuenta los articulos previamente

17



mencionados que reafirman la hipotesis de que la Lepidium meyenii tiene efecto
antibacteriano, este estudio propuso evaluar la actividad antibacteriana de los tres ecotipos

de maca de mayor consumo en nuestro pais frente a bacterias orales.

Los microorganismos presentes con mayor frecuencia en la cavidad oral son Streptococcus
sanguinis 'y Streptococcus mutans. Por un lado, el Streptococcus mutans es una bacteria Gram
positiva que se asocia al inicio y desarrollo de la caries dental. Asimismo, se caracteriza por
ser una bacteria anaerobia facultativa, la cual puede continuar su crecimiento cuando el
medio donde se encuentra es acido; y de esta manera, continuar degradando los
carbohidratos, causando erosion al esmalte dental. Por otro lado, el Streptococcus sanguinis
es una variedad del S. Viridans, el cual se encuentra normalmente en la placa dental. La
presente investigacion decidid evaluar ambos microorganismos por encontrarse en mayor

porcentaje en la cavidad oral y por las repercusiones antes mencionadas.

Los resultados del estudio demostraron que para el efecto antibacteriano, la maca roja tiene
valores mas altos sobre el microorganismo Streptococcus mutans (ATCC 25175) y la maca
negra frente al Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), a diferencia de la maca amarilla, la
cual tuvo menores valores frente a ambas cepas bacterianas. Asimismo, es importante
mencionar que las propiedades antibacterianas han sido corroboradas por Tellez en el afio
2002. @9 Este autor menciond que la efectividad se debe a que la maca dentro de su
composicion tiene: alcaloides, aminoacidos, sales minerales, esteroles, saponinas,
riboflavina, flavonoides, etc. Haciendo una comparacion del actual estudio con el de Tellez,
se puede atribuir que existen valores mas altos de la propiedad antibacteriana de las macas
roja y negra debido a la presencia de una mayor cantidad o un mayor porcentaje de
polifenoles en su composicion, especialmente las catequinas (flavonoides). Esto se debe a
que las catequinas por tener caracter antibidtico van a provocar lisis bacteriana,
especialmente cuando actian frente a bacterias gram+ anaerobias facultativas que pertenecen

al género Streptococcus.
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Otro de los hallazgos fue la concentracion minima inhibitoria (MIC) encontrada para la maca
roja y negra frente al Streptococcus mutans, la cual fue 125 pg/ml; mientras que, para la
amarilla fue de 250 pg/ml. Esto probaria que tanto la maca roja como la negra necesitan una
menor concentracion para inhibir el crecimiento del microorganismo Streptococcus mutans,
a diferencia de la maca amarilla que necesita una mayor concentracion para inhibir esta
misma bacteria. Frente al Streptococcus sanguinis, se pudo apreciar que se necesita de una
concentracion de 62.5 pg/ml de maca roja y negra para poder inhibir el crecimiento esta
bacteria; mientras que, se requiere una concentracion de 31.3 pg/ml para inhibir el mismo
microorganismo. La razén de que la maca roja y negra hayan tenido un mejor efecto frente a
las bacterias Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis; y, requieran de una menor
concentracion para inhibir ambos microorganismos, se debe a que é€stas tienen mayor
cantidad de flavonoides en su composicion, a diferencia de la maca amarilla, la cual si tiene
presencia de flavonoides, lo cual explica su efecto antibacteriano, pero en menor cantidad,

por ello, requiere de una mayor concentracion para su efectividad .

Otro de los efectos evaluados fue la concentracion minima bactericida. Esta se define como
la concentracion menor que previene el crecimiento de una bacteria u organismo después de
haber sido cultivado en un medio que debe estar libre del compuesto evaluado. Por un lado,
los resultados encontrados mostraron que la maca roja y negra son las mejores opciones para
prevenir el crecimiento bacteriano del Streptococcus mutans, ya que una concentracion de
62.5 pg/ml seria suficiente para lograr este efecto; mientras que, para la maca amarilla se
requiere de una concentracion de 125 pg/ml. Por otro lado, para prevenir el crecimiento del
Streptococcus sanguinis, la mejor opcion seria la maca amarilla, ya que solo requiere de una
concentracion de 15.6 pg/ml para la prevencion del crecimiento bacteriano sobre esta
bacteria, a diferencia de las macas roja y negra que necesitan una mayor concentracion de
31.3 ug/ml. La explicacion para que las macas roja y negra hayan necesitado una menor
concentracion para prevenir el crecimiento bacteriano, se debe a que tienen alta cantidad de
fluoruro, el cual se atribuye gracias a la presencia de taninos en su composicion. Estos son
compuestos polifenolicos que tienen mayor afinidad por las proteinas, por lo tanto, beneficia
la precipitacion e inactivacion de éstas cuando ocurre algiin proceso inflamatorio y a su vez,

son encargados de bloquear los procesos de colonizacion bacteriana.
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Por ultimo, se evalud la concentracion citotdxica para las diferentes macas. Este efecto
cuantifica las mitocondrias, es decir las células que atin no han sido afectadas por el extracto.
Para el caso de Streptococcus mutans, los resultados demostraron que la maca roja reduce la
viabilidad celular al 50% a una concentracion de 500 pg/ml, esto quiere decir que este ecotipo
necesita una menor concentracion para lograr alcanzar el mismo porcentaje de células no
tratadas que necesitarian las macas amarilla y negra, pero con concentraciones mayores, de
750 pg/ml y 900 pg/ml respectivamente. Para el Streptococcus sanguinis sucediod
exactamente lo mismo, ya que nuevamente se evidencié que la maca roja lograba el mismo

efecto a una menor concentracion de 610 pg/ml.

La limitacion estd relacionada a que es un estudio experimental generado dentro de un

laboratorio con condiciones controladas.

Finalmente, la importancia de este estudio es que propone una mayor amplitud sobre el uso
de las plantas para fines terapéuticos y el empleo que se les da en el campo de la Odontologia.
Por ello, se sugiere a futuros estudios en los que se evalue plantas nativas sobre bacterias
presentes en la cavidad oral, el uso o la creacion de principios activos para generar productos
odontologicos, y asi tener otros recursos y/o alternativas de tratamientos con las que se puede

contar para hacer frente a enfermedades que afecten a la salud oral.

Finalmente, esta investigacion determind que si existe efecto antibacteriano del extracto
metanolico de Lepidium meyenii sobre los microorganismos mas comunes y de mayor
prevalencia en las enfermedades de la cavidad oral, como lo son las bacterias Streptococcus

mutans 'y Streptococcus sanguinis.
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CONCLUSIONES

El promedio del efecto antibacteriano de la maca roja fue de 13.5mm, de la maca negra
13.3 y la maca amarilla 12 mm sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
Mientras que, frente al Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), la maca roja tuvo un

efecto antibacteriano de 17.6mm; la maca negra, 19.6mm y la amarilla 14.8 mm.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) para la maca roja y negra fue de 125.0pg/ml;
mientras que, para la maca amarilla fue de 250.0 pg/ml frente al Streptococcus mutans
(ATCC 25175). Frente a la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), la CMI para

la maca roja y negra fue de 62.5ug/ml y para la maca amarilla 31.3 ug/ml.

La concentracion minima bactericida (MBC) para la maca roja y negra fue de 62.5 ng/ml;
mientras que, para la maca amarilla fue de 125.0 pg/ml frente al Streptococcus mutans
(ATCC 25175). Frente a la bacteria Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), la CMI para

la maca roja y negra fue de 31.3 pg/ml y para la maca amarilla 15.6 pg/ml.
Existe efecto antibacteriano del extracto metanolico de Lepidium meyenii sobre los

microorganismos mas comunes y de mayor prevalencia en las enfermedades de la cavidad

oral, como lo son las bacterias Streptococcus mutans 'y Streptococcus sanguinis.
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estos deben de sar también informades inmediatamente a este comité El comité se
1eserva el derecho de supervisar de manera inopinada la progresion de la investigaclin
en cuakquiar momento v hajn cualdguier modalicad. Nos permitinecs recordar a las
investigadoras que kaejecucicn deun proyvecto de investigacisn que contemple aspectos
no meritorios de la cat egorizacicn de “meenta de rewision” &g una grave falta ba cual puede
sar sancionada con el cierre definitive del estudio @ impositilidad de utibizar cuakgqueer
dato recolectado o gemerads en almmismes

Sinotro particowlar, quedo die wstedes

QU g

[ Bodrige Eonddn Harz

| Prasidents del Comité de Etica

Facultad de ciencias de la Saled

25 Urc

APl AL

25



	1 INTRODUCCIÓN
	2  MATERIALES Y MÉTODOS
	3 RESULTADOS
	4 DISCUSIÓN
	5 CONCLUSIONES
	6 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	7 ANEXOS

