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RESUMEN

En la presente investigacion se evalué la actividad antibacteriana in
vitro del Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale
a partir de distintas concentraciones (al 100 %, al 60 %, al 50 %, al
40 % y al 30 %) sobre dos tipos de cepas de Streptococcus mutans
(cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 y aisladas de
muestras de pacientes)

La siembra, cultivo y recoleccién del fruto fue llevada a cabo en la
ciudad de Iquitos (Loreto-Peru), la extraccion del aceite se realizd
mediante la técnica solido-liquido o Soxhlet, el diluyente del aceite
fue el Hidréxido de Sodio al 0.1 N, y el control positivo la Clorhexidina
al 0,12 %.

El aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale en
todas las concentraciones utilizadas presentd acciéon antibacteriana
mediante el método de difusion in vitro, sobre ambos tipos de cepas
de Streptococcus mutans y tuvo mejor actividad antibacteriana que la
Clorhexidina al 0,12 % (p>0,05). No se pudo encontrar diferencias
significativas en la accién antibacteriana del aceite a las diversas
concentraciones en ambos tipos de cepa, y las cepas de procedencia

clinica fueron estadisticamente mas sensibles que las cepas ATCC.



INTRODUCCION

El Anacardium occidentale es un arbol frutal perteneciente a la
familia Anacardiaceae, la mayoria de autores la sefialan como nativa
de Brasil y en general de todo el hemisferio norte de América del Sur.
Crece también en distintas zonas de nuestra Selva, donde ademas

se le atribuye propiedades antifungicas y antibacterianas.

Perteneciente a la familia de las Anacardiaceaes, es conocida como
Cajueiro en Brasil, Cashew en EE.UU., Marafién en Costa Rica,
Ecuador y Peru, y como Merey en Colombia y Venezuela. Su periodo
de floracién oscila entre los meses de Junio y Julio.

En algunos paises de América del Sur se la cultiva como planta
medicinal e industrial. Su empleo esta orientado a las hojas, corteza,

resina, pedunculo, manzana, la nuez, epicarpio del fruto, raiz y flores.

La manzana, pedunculo, o "fruto falso" equivale al 90 % del peso
total. La nuez o "fruto verdadero" constituye el restante 10 %, con
una masa de 3 a 20 g. y una gran demanda a escala mundial gracias
a su calidad nutricional, esta nuez esta compuesta de tres partes: la
cascara, el tegumento o pelicula y la almendra. El aceite de la
cascara de la nuez es un liquido caustico de color oscuro y en su
composicién predomina el acido oléico (conforma cerca del 75 % de

los acidos grasos presentes).

Estudios realizados indican que este aceite posee propiedades
antibacterianas como por ejemplo sobre H. pylori; y antifungicas

sobre especie del género C. albicans.

A nivel odontolégico el aceite es util al momento de tratar una
odontalgia, ya que elabora acidos anacardicos y totarol. En forma
empirica la aplicacion de la esencia debe de ser directa a la lesion,

14



con la ayuda de una torunda de algodén, y de unicamente una gota

del aceite.

El Gabinete de Estudios de Medicina Tradicional en su Cuaderno de
Saude sefala como odontalgico al Anacardium occidentale, pero no
especifica que procedimiento seguir y tampoco mencionan si dicha
actividad fue o no constatada por el Gabinete.

Se han realizado estudios acerca de la actividad antibacteriana sobre
diversos microorganismos que prevalecen en la cavidad oral, con
resultados diferentes. Por ello, en la presente investigacion se
demostrara que el aceite del fruto que crece en nuestro territorio
también posee actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans,

y que su efecto es mejor al de la Clorhexidina al 0,12 %
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1AREA PROBLEMA

Las plantas, por su biodiversidad y riqueza en metabolitos
secundarios, proporcionan una interesante fuente de posibles
sustancias activas contra muchas bacterias, y sabiendo que cerca
del 25 % de los farmacos tienen principios activos naturales, en los
ultimos afos se ha ido desarrollando un creciente interés en la
investigacion y busqueda de efectos antibacterianos de extractos de
multiples especies.

El Anacardium occidentale es un fruto que crece en gran parte de la
selva de nuestro pais. El aceite extraido de la cascara de su nuez ha
sido objeto de estudio en diversas investigaciones, algunas de ellas
realizadas a nivel odontolégico donde se buscdé demostrar su

actividad antibacteriana,®"’

ademas la Farmacopea cubana de
plantas medicinales destaca la actividad antifungica y antibacteriana
del Anacardium occidentale.'® Por ello el propdsito de la realizacion
de esta investigacion es demostrar la actividad antibacteriana del
aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale sobre

Streptococcus mutans, principal agente etioldgico de la caries dental.

2.2 FORMULACION

¢ El aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale, en
distintas concentraciones presenta actividad antibacteriana in vitro
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC y procedente de

muestras de pacientes?
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del Aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale, a partir de distintas
concentraciones, sobre dos tipos de cepas de Streptococcus mutans.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale al 30 % sobre cada cepa de
Streptococcus mutans; una obtenida de muestras de pacientes, y

otra adquirida de la coleccién ATCC.

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale al 40 % sobre cada cepa de
Streptococcus mutans; una obtenida de muestras de pacientes, y

otra adquirida de la coleccion ATCC.

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale al 50 % sobre cada cepa de
Streptococcus mutans; una obtenida de muestras de pacientes, y

otra adquirida de la coleccion ATCC.

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale al 60 % sobre cada cepa de
Streptococcus mutans; una obtenida de muestras de pacientes, y

otra adquirida de la coleccién ATCC.
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Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale al 100 % sobre cada cepa de
Streptococcus mutans; una obtenida de muestras de pacientes, y

otra adquirida de la coleccion ATCC.

Comparar el efecto antibacteriano in vitro entre cada una de las
concentraciones del Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium
occidentale y el control positivo sobre dos tipos de cepas de
Streptococcus mutans; una obtenida de muestras de pacientes y otra

adquirida de la coleccion ATCC.

18



2.4 JUSTIFICACION

Los aceites esenciales de las plantas tienen probadas
propiedades antibacterianas, ademas que casi el 25 % de los
farmacos a nivel mundial tienen como principio activo a algun
derivado de origen natural. Se estima que por lo menos el 80 %
de la poblacion mundial ha utlizado en algun momento la
medicina natural, por ello el Organismo Mundial de la Salud
promueve su desarrollo. Lamentablemente solo el 1 % de las
cerca de 250 000 especies de plantas de interés farmacolégico

han sido estudiadas debidamente.

La busqueda de mayor conocimiento sobre la actividad
antibacteriana de las plantas en el sector farmacéutico y
alimentario, ha despertado el interés para evaluar las propiedades

del aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale.

El aceite esencial obtenido de la céascara de la nuez del
Anacardium occidentale es usado empiricamente como un agente
antibacteriano y antifungico por pobladores de gran parte de la
selva de nuestro pais, region de clima tropical donde mejor
desarrollo tiene el fruto. La actividad contra microorganismos que
habitan la cavidad oral ha sido reportada previamente, sin
embargo son pocos los estudios donde se analiza la accion sobre
Streptococcus mutans, principal agente etiolégico de caries

dental, y de ellas ninguna realizada a nivel local.

Determinar la actividad antibacteriana del aceite extraido de la
cascara de la nuez del Anacardium occidentale sobre
Streptococcus mutans permitira demostrar cientificamente los
beneficios del aceite para una futura aplicacion clinica, de modo
que pueda ser util en la elaboracion de nuevos agentes para la

industria farmaceutica, alimentaria u odontolégica.
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MARCO TEORICO

3.1ANTECEDENTES

Pereira y col. (2006)13 evaluaron la actividad antimicrobiana del
extracto del Anacardium occidentale sobre Streptococcus mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, y ademas sobre placa
dental. El estudio de la actividad antimicrobiana se realizé sobre un
medio solido mediante un método de difusion, donde se busco
determinar la Minima Concentracion Inhibitoria (MCI) y la Minima
Concentracion Inhibitoria de Adherencia (MCIA) Se utilizd6 Gluconato
de Clorhexidina (0,12 %) como control positivo, y los halos de
inhibicion (MCI) fueron observados en concentraciones de 12,5 muL
para S. mutans 'y 6,25 mg/L para S. mitis y S. sanguis. Los resultados
para hallar la MCIA (adherencia) fueron: 0.3mg/L para S. mutansy S.

mitis, y 0,15 mg/L para S.sanguis.

Ferreira y col. (2005)"* estudiaron la actividad antifingica “in vitro”
del extracto de la cascara del Anacardium occidentale sobre Candida
albicans, C. stellatoidea, C. krusei y C. tropicalis; comparandolo con
la actividad del Gluconato de Clorhexidina (0,12 %) mediante la
determinacién de la Minima Concentracién Inhibitoria (MCI). El
extracto presenté una potente actividad antifungica sobre todos los
microorganismos ensayados, con una MCI de 1:8 y halos de
inhibicion que oscilaron entre 12 y 18 mm; para el Gluconato de
Clorhexidina (0,12 %) la MCI fue de 1:16, con halos de inhibicién de

entre 11y 22 mm.

Melo y col. (2004)' analizaron la toxicidad pre clinica aguda del
extracto de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale

(extracto hidroalcohdlico diluido al 70 %) en 20 ratas raza Wistar con

20



pesos entre 250 y 300 gramos, separados en dos grupos: 5 machos
y 5 hembras en cada grupo. Las ratas del primer grupo recibieron
suero fisioldgico por via oral, y los del segundo recibieron la maxima
dosis permitida legalmente, 5g/kg via oral. Examenes bioquimicos
realizados no arrojaron alteracién a nivel hematolégico en ambos
grupos, pero si un aumento significativo en los niveles séricos de las
transaminasas AST y ALT en los animales del segundo grupo, esto
debido a que la dosis administrada fue cerca de 350 veces mas de lo
usualmente empleado. Se concluyd que el aceite de la cascara de la

nuez del Anacardium occidentale es practicamente atdxico.

Medina (2003)? evalué el efecto del calentamiento del liquido de la
cascara de la nuez del Anacardium occidentale en su composicion
quimica y en su actividad antibacteriana sobre Streptococcus
mutans. Simuld los tratamientos mas comunes en la industrializaciéon
de la almendra, determind la actividad antimicrobiana de las
muestras, y caracterizé los componentes con mayor actividad
antibacteriana. El tratamiento a 92 °C no afecta la actividad
antibacteriana, a 150 °C no afecta la actividad bacteriostatica pero

disminuye la bactericida, y a 200 °C disminuye ambas actividades.

Garzon y col. (2002)® estudiaron el efecto de formaciones de sales
de los componentes activos del liquido de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale sobre Streptococcus mutans en solucion con
hidroxido de Sodio (NaOH) al 0.1 N. Los resultados demostraron una
accién superior a la reportada por la Clorhexidina al 0,12 % luego de
las primeras 144 horas; se comprob6 que el NaOH 0.1 N es 6ptimo
para solubilizar el aceite, permitiendo asi su utilizacién en un medio

acuoso sin afectar su actividad bactericida.

Lima y col. (2000)"" examinaron la actividad antimicrobiana del
aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale sobre

algunos microorganismos en boca: Streptococcus mutans ATCC
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25175, Staphylococcus aureus ATCC 12598, Candida albicans
ATCC 10231 y Candida utilis. Los acidos anacardicos obtenidos a
partir de extractos etilicos del aceite de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale presentaron actividad antibacteriana contra
dichos microorganismos; encontrandose mayor actividad inhibitoria
sobre Streptococcus mutans, microorganismo, Gram positivo

predominante en Caries dental.

Gaitan (2000)* estudid la estructura quimica de las moléculas que
presentan mayor actividad antimicrobiana en el liquido de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale. Concluyé que la accién
antibacteriana depende no sélo del nucleo aromatico, sino también
del grado de insaturaciones en la cadena alifatica sustituyente: a
mayor numero de insaturaciones, mayor actividad bactericida y

bacteriostatica de la muestra.

Pinto y col. (1999)° analizaron la actividad antibacteriana del liquido
de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, variedad “criollo llanero”
corpoica, a partir del extracto crudo en éter de petrdleo y cinco
fracciones del mismo. Determinaron que el extracto crudo y sus
diluciones presentan una accion antimicrobiana superior al de la
Clorhexidina (CMI 4,000 ug/mL) se observé que la mayor accion

antimicrobiana se logré con 0,312 ug/mL.

Guatibonza (1999)° realizo la extraccion del liquido de la cascara de
la nuez del Anacardium occidentale, lo diluyé hasta obtener varias
fracciones, y posteriormente determiné la actividad antibacteriana de
cada una de estas sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. La

capacidad antibacteriana fue distinta para cada fraccion.

Muroi y Kubo (1993)" analizaron los &cidos anacardicos aislados
del Anacardium occidentale Linn (Anacardiaceae) y a una serie de

22



sus analogos sintéticos, entre ellos el acido 6-alkylsalicylic;
resultando ser este Ultimo wun potente bactericida sobre
Streptococcus mutans. La maxima actividad antibacteriana del acido
6-alkylsalicylic, en contra de esta bacteria cariogénica, se hallé en el
carbono lateral de una cadena larga compuesta por 12 atomos de
carbono. Para mejorar la actividad bactericida de los acidos
anacardicos se probaron varias combinaciones, donde se encontrd
que una mejor actividad bactericida sinérgica se da en las
combinaciones del anetol o del linalol con el acido anacardico

/6[8(Z,11(Z),14-pentadecatrienyl] acido salicilico/.
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3.2BASES TEORICAS

3.2.1 MEDICINA NATURAL

Desde hace miles de afios las plantas como recurso terapéutico son
utiles a los seres humanos de todas las culturas existentes, ya sea
para curar o para tratar cualquier enfermedad o dolencia. Se sabe
que existen alrededor de 500,000 especies vegetales en nuestro
planeta, de los cuales un muy pequefio porcentaje, no mayor al 10
%, es utilizado como alimento tanto por el hombre como por los
animales, y un porcentaje ligeramente mayor es utilizado con fines

medicinales.®

Precisamente son estas plantas aquellas que dieron forma a la base
de los sistemas tradicionales de medicina desde hace cientos de
afos, los cuales continuan desarrollando un papel esencial en la

salud de todos nosotros. '

Hipécrates, conocido como el "Padre de la Medicina”, hace
aproximadamente 2500 afos, redactd un listado de cerca de
cuatrocientas plantas que presentan algun tipo de propiedad
medicinal util para el ser humano." Precisamente es en un Principio
hipocratico en el que se basan los enfoques de la dieta medicinal
alternativa. El afirmaba que: "El alimento debe ser nuestra medicina,

y la medicina debe de ser nuestro alimento.”®

3.2.1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Los productos naturales empleados en el tratamiento de algunos
males que aquejan al ser humano nos han acompafado en el

transcurrir de los siglos. Desde la Edad Antigua estas plantas y
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algunos de sus derivados eran empleados en China, Babilonia y

Egipto.

Se estima que el primer texto relacionado a la medicina natural fue
redactado aproximadamente el afio 3000 a.C.; Este texto fue
grabado en arcilla, y en él se agrupd una serie de tabletas con
caracteres cuneiformes, donde se describen a algunas plantas, y se

mencionan a los autores de dichas notas.?’

Algunos de los papiros del antiguo Egipto estan relacionados a la
medicina, en ellos se da cuenta de mas de 400 materias primas
constituidas principalmente por sustancias de origen animal -tales
como sangre, huevo, miel, orina y excrementos- y otro grupo
constituido por sustancias vegetales. Uno de los mas conocidos es el
Papiro de Smith, el cual es una copia de otro que data del periodo
comprendido entre el 2980-2700 a.C. denominado “Papiro

quirdrgico”.?

El compendio titulado Pen is'ao Kang mou, publicado en 1597 a.C.
expone 8160 formulas preparadas principalmente a base de

sustancias de origen vegetal,??

el Papiro de Ebers, descubierto en
Egipto en 1873 por George M. Ebers, que se cree data de 1502 a.C.;
asi como algunos de los escritos de Plinio “el Viejo” y Flavio Josefo,
ambos autores del Siglo | de nuestra era, mencionan también a las

plantas como efectivos agentes medicinales.®

El rey Marduk-apal-idina Il, quien reino Babilonia durante la Dinastia
Asiria entre los afios 722 y 710 a.C., ordend la construccién de un
jardin para el cultivo de plantas medicinales, las cuales eran
rotuladas en tablillas colocadas junto a cada especie, las cuales al
ser halladas posteriormente permitieron que la medicina babildnica

pueda ser conocida en Occidente.??
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En Grecia, figuras como Aristdteles e Hipocrates describieron la
importancia de la medicina herbaria; precisamente es Hipdcrates en
su obra Corpus Hippocraticum quien detalld6 un remedio especifico
para cada dolencia, basado fundamentalmente en el uso de plantas.
Teofasto de Erasios realizé también estudios botanicos donde se
refiric al uso de muchas plantas en el tratamiento de otras tantas

enfermedades.??

Durante el Medioevo, Pedanios Dioscorides en su tratado De Materia
Médica menciond cerca de 600 plantas medicinales. Este tratado fue
el prototipo en el que se basan las farmacopeas actuales.'®

En la India Antigua, la medicina proponia como objetivo principal el

conocimiento de los productos medicinales de origen vegetal.22

3.2.1.2 PLANTAS MEDICINALES

De acuerdo a la OMS (1979) una planta medicinal es definida como
cualquier especie vegetal que contenga sustancias que puedan ser
empleadas con propdsitos terapéuticos, o cuyos principios activos
puedan servir de precursores en la sintesis de nuevos farmacos.?
Dichas plantas presentan una propiedad curativa en virtud a los
metabolitos que elaboran, y para que éstas nos proporcionen los
efectos deseados debemos ingerir sus principios activos, es decir
aquellos componentes que contengan un determinado poder

curativo.?*

Existen plantas medicinales que pueden tomarse directamente
consumiéndolas como un alimento mas, algunas son hierbas que al
mezclarse con los alimentos aportan un peculiar sabor y otorgan al
mismo tiempo sus propiedades medicinales; otras pueden utilizarse
frescas o secas, en cuyo caso debemos machacarlas para poder

espolvorearlas sobre la comida; sin embargo la mayoria debe de
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pasar por procesos extras para poder extraer sus principios activos

medicinales y asi ser absorbidas por nuestro organismo.

Las plantas utilizadas en la medicina natural contienen muchos
componentes naturales, al extraerlos se obtienen una mezcla de
estos constituyentes, los cuales se purifican mediante diversos
procesos quimicos. Sin embargo se asegura que en los preparados
de la medicina herbaria los elementos bioquimicos tienen mejores
efectos al trabajar en grupo que empleandose por separado, y mejor
aun trabajando de ese modo se disminuye la toxicidad de los

componentes.®

Diversas propiedades terapéuticas en una innumerable cantidad de
plantas han sido demostradas cientificamente, pero recién en el siglo
XIX con el desarrollo de la quimica y la fisica se aislaron principios
activos de especie vegetal con gran impacto en la medicina.?® Es asi
qgue se lograron obtener drogas quimicamente puras; las primeras en

ser aisladas fueron la morfina y la quinina.

Los aceites extraidos, como el aceite de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale, son aislados, purificados y cuantificados,
para posteriormente ser evaluados en ensayos farmacoldgicos y

finalmente ser convertidos en medicamentos de uso comun.?*

3.2.1.3 INFORMACION CIENTIFICA

Desde los sabios del Alto Egipto hasta los druidas misticos de los
bosques galos, desde los médicos chinos de hace 5000 anos hasta
los grandes cientificos del siglo XVIIl, nunca se abandond la
busqueda hacia el conocimiento de las plantas y sus virtudes
terapéuticas.?’

27



Actualmente existe un marcado interés por la llamada medicina
alternativa, complementaria, tradicional u holistica, tanto por parte de
la poblaciéon como por la de muchos médicos; y ello a pesar que hace
un par de décadas los médicos contemporaneos la rechazaban.?’
Esto sumado a que en los ultimos afos, la industria farmacéutica y
los equipos de investigadores de numerosos paises han vuelto a

interesarse por los recursos naturales y por las plantas medicinales.®

Gordon, por ejemplo, menciona que en el National Institute of Health
Office of Alternative Medicine de los EE.UU. clasifican a las técnicas
de esta especialidad en siete categorias; la medicina verde, llamada
fitoterapia, es una de estas especialidades, y consiste en un conjunto
de tratamientos terapéuticos basados directamente en el uso de las

drogas de origen vegetal.?

Sin embargo es evidente el vacio que existe en la investigacion
cientifica hacia esta medicina, puesto que con un mas esforzado
estudio a los productos que la naturaleza genera se podrian
establecer definitivamente las pautas para su adecuado uso y su

correcta dosificacion en cada caso que se las emplee.29

La extraccion de recursos naturales es bien aprovechada por los
paises desarrollados, los cuales obtienen la fuente de sus
investigaciones en la flora natural de paises como Brasil, la India o
Peru, naciones cuya riqueza viene siendo explotada y lucrada por las

patentes y las transnacionales extranjeras.

Se puede afirmar categéricamente que estos recursos estan en
peligro de extincidén, y que lamentablemente aquellos paises que
poseen una gran diversidad bioldégica pero que no cuentan con
recursos economicos que les permita explotar quizas a su mayor

riqueza, resultan ser los mas afectados.®
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3.2.1.4 USO DE PLANTAS MEDICINALES

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
aproximadamente el 80% de los habitantes a nivel mundial ha
utilizado la medicina tradicional en sus cuidados de salud', es por
ello que realiza esfuerzos para promover y desarrollar el uso racional
de la medicina tradicional en todo el mundo; en 1977 fue concebido

un programa que introdujo las plantas a la medicina convencional.®!

Un analisis de las prescripciones presentadas en farmacias de
Estados Unidos arrojo en 1998 que alrededor del 25 % contienen
extractos de plantas o principios activos derivados de ellas; por otra
parte, actualmente en muchos paises, no menos de 119 sustancias
quimicas derivadas de 90 especies pueden ser consideradas de
importancia, de ellas el 74 % fueron descubiertas mediante estudios
quimicos o a través del aislamiento de los principios activos de

plantas usadas en la medicina tradicional.”

En muchos paises se ha comprobado el aumento del uso que hace
la poblacién de esta medicina. En entrevistas realizadas en los
EE.UU., Bélgica, Alemania y Austria se demostro que el 60 % de
alemanes y belgas, el 74 % de los britanicos, y mas del 33 % de la
poblacion de los EE.UU, apelan porque se introduzcan estas técnicas

en los Sistemas Nacionales de Salud.*?

En Australia, el 80 % de las personas infectadas con el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) han recurrido a las diversas formas

de tratamiento comprendidas en la medicina alternativa.>®

En Jamaica, por lo menos 334 especies de plantas han sido
identificadas como poseedoras de propiedades medicinales, 193 de

las cuales fueron sometidas a pruebas para determinar su

29



bioactividad, los extractos crudos de 80 de ellas poseen una
bioactividad razonable, y en 44 se identificaron productos naturales.**
En los ultimos veinte afos las plantas han sido una fuente importante
de los medicamentos que se consumen en Gran Bretafa y EE.UU.
ello gracias al buen comportamiento que tiene cada uno de sus

componentes activos.®

3.2.1.5 TOXICIDAD DE LAS PLANTAS

En la sociedad occidental se han desarrollado investigaciones
cientificas sobre los efectos bioldégicos adversos de las plantas en
seres humanos, no encontrandose cifras negativas si se sigue un
control adecuado en las indicaciones de las mismas.*®

Se asegura también que en los preparados de medicina herbaria los
elementos bioquimicos al trabajar en grupo tienen un efecto mayor
que cuando se emplean por separado, y que ademas la toxicidad

disminuye notablemente.®

Oliviera y col. (2001)* evaluaron la toxicologia de los extractos
fluidos de algunas plantas de origen cubano, asi como sus vehiculos,
para comprobar su inocuidad con vistas al uso terapéutico propuesto.
Se concluyo, en forma general, que la toxicidad encontrada en las
muestras ensayadas se debe a la presencia del alcohol en el
vehiculo utilizado; no se encontr6 otro tipo de alteraciones
toxicolégicas. Finalmente se clasifico a dichos extractos como

daininos no toxicos.

Beyra y col. (2004)38 realizaron un trabajo de campo en siete
comunidades de la provincia de Camaguey - Cuba, sobre el uso
popular e indicaciones de plantas medicinales. Se presento
informacion etnobotanica de 111 especies de plantas pertenecientes

a 96 géneros y a 55 familias, y se obtuvieron 173 indicaciones de uso
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medicinal. Se desconocia la composicion quimica de 39 de las
especies, y de 18 no se encontraron referencias de su utilizacién en
farmacia.

Waizel-Bucay y col. (2007)24 mencionaron que algunas sustancias
presentes en algunos vegetales al ser empleadas en odontalgias
pueden destruir la pieza dentaria, ocasionar dermatitis u ocasionar
envenenamiento, por lo que su uso puede ser desfavorable; sin
embargo sélo se presentan con fines informativos y de divulgacién
cientifica. Asi mismo mencionan que el pericarpio del Anacardium
occidentale es un peligroso caustico enérgico que podria ocasionar

dermatitis, ya que contiene alquenilfenoles en su composicion.

3.2.1.6 MEDICINA NATURAL EN EL PERU

En las primitivas aldeas hubieron quienes desarrollaron un
conocimiento mas profundo y una mejor adaptacién al medio de
entonces; ello motivd a la aparicion de los primeros chamanes,
quienes no solo tenian a su cargo el manejo de los problemas de
salud de sus congéneres, sino que podian pronosticar cuales eran
las mejores épocas para el cultivo de las semillas y para la

recoleccién de ellas.*®

La poblacion aborigen americana conocié y respeté el medio
ambiente, equilibraron sus necesidades y la de los recursos
existentes viviendo en armonia, desarrollaron sistemas agricolas y
estrategias para lograr un 6ptimo aprovechamiento de los recursos
naturales, manejaron conocimientos astronémicos relacionando los
ciclos del sol y la luna con los procesos de flora y fauna,
establecieron calendarios agricolas con los que podian preparar
cultivos y tratar el suelo adecuadamente, e incluso lograron también

domesticar especies y seleccionar variedades de ellas; todo ello les
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permitié desarrollar sistemas de produccion sin llegar a destruir el

ecosistema.

Al llegar los espafnoles y portugueses al continente americano
encontraron un gran numero de especies cultivadas, plantas
semidomesticadas, otras que solamente eran recolectadas, y

ademas plantas muy bien empleadas medicinalmente.?

Esta increible informacion sobre la flora medicinal de las grandes
culturas americanas -que datan de los viajes de Coldn, Vasco da
Gama, Magallanes, entre otros- motivd que los reyes de Espafna
organizaran expediciones cientificas para estudiar esta vegetaciéon
recién descubierta y poder asi darle utilidad. De esas expediciones
destacaron tres: la de México, la de Nueva Granada (Colombia), y la
de Peru y Chile; esta ultima estuvo integrada por Hipdlito Ruiz, José
Pavén, el botanico José Dombey y los dibujantes José Brunete e

Isidro Galvez.*°

Durante los periodos de la Independencia y la Republica arribaron a
nuestro pais expediciones europeas como las encabezadas por el
aleman Alexander von Humboldt, la dirigida por el italiano Antonio
Raymondi, o las guiadas por Augusto Weberbauer y Francis Mc
Bride. Precisamente fueron ellos quienes, identificados plenamente

con nuestro pais, estudiaron nuestra flora y fauna de aquella época.*’

3.2.1.7 MEDICINA NATURAL EN ODONTOLOGIA

Estos ultimos afos se realizaron numerosos estudios sobre plantas
que durante mucho tiempo fueron empleadas para tratar
tradicionalmente diversas afecciones a nivel oral, estos estudios

demostraron que dichas propiedades medicinales eran
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cientificamente comprobables, como en el caso de la Uncaria
tormentosa o “ufa de gato" que presenta un efecto antinflamatorio y
favorece la cicatrizacion de algunas lesiones orales.**** La Croton
lechleri o "sangre de grado" demostro tener propiedades astringentes
y hemostaticas, siendo de gran utilidad en casos de osteomielitis y
osteitis.** El Myroxylon balsamun o “balsamo del Perd” posee
propiedades regeneradoras de tejidos en casos de alveolitis seca, y
que al asociarse con Eugenol elimina el dolor y mal olor presentes en
esta patologia.*® El Aloe vera o "sabila" disminuye la cantidad de

placa y la inflamacion gingival y de garganta.*’

Smith-Palmer (1998)* presenté un estudio en el que 21 plantas
(entre ellas: canela, tomillo y clavo de olor) demostraron tener, sobre
todo, propiedades antibacterianas sobre Gram (+) muchos de ellos
huéspedes en la cavidad oral.

Waizel-Bucay y col. (2007)** presentaron 51 especies
correspondientes a 29 familias botanicas reportadas como utilizadas
en odontalgias; sostuvieron que dichas plantas elaboran metabolitos
secundarios con posible actividad bioldgica, tal como los aceites
esenciales. La administracion de estas puede ser por via local,
tépica, mediante enjuagues, ingiriéndola como infusion, por
cocimiento, o como cataplasmas. Las formas de uso mas
frecuentemente reportadas son las infusiones y los cocimientos, y de
acuerdo a la parte u érgano de la planta empleada, la mayoria de las
veces se usa toda la planta fresca, siguiendo en importancia el uso
de las hojas, inflorescencias, la corteza o las ramas, el aceite, el

latex, y las resinas.
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3.2.2 ANACARDIUM OCCIDENTALE

El Anacardium occidentale L. es un arbol frutal perteneciente a la
familia Anacardiaceae, el cual es originario del litoral Atlantico tropical
americano, incluyendo las Antillas; algunos limitan el area al noreste

del litoral brasilefio.*®

Para otros autores existen indicios de que su centro de origen se
encuentra en la faja costera del Brasil septentrional y nororiental.>
Pero la mayoria de autores la sefialan como nativa de Brasil y en

general de todo el hemisferio norte de América del Sur.

En el siglo XVI los portugueses lo introdujeron en la India y
probablemente en Africa. Es asi que las plantaciones y masas
espontaneas de mayor tamafio en el mundo se encuentran en Africa,

especialmente en Mozambique y la India.

En algunos paises de Ameérica del Sur se la cultiva como planta
medicinal e industrial, siendo Brasil el mayor exportador a nivel
mundial. Crece también en distintas zonas de nuestra Selva, donde

ademas se le atribuye propiedades antifiingicas y antibacterianas.?’

3.2.2.1 FICHA BOTANICA

La especie Anacardium occidentale L. perteneciente a la familia de
las Anacardiaceaes, es conocida como Cajueiro en Brasil, Cashew
en EE.UU., Marafidén en Costa Rica, Ecuador y Peru, y como Merey
en Colombia y Venezuela. Su periodo de floracién oscila entre los

meses de Junio y Julio. *’

Se describe como un arbol de 5 a 8 metros, con hojas sencillas,

oblongas, coriaceas y alternas de 8 a 12 centimetros de largo y entre
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4 a 6 centimetros de ancho. Flores pequefas unisexuales con caliz

de cinco pétalos, en paniculas terminales muy aromaticas.

El color de la flor es blanco cuando se abre por la mafiana y se torna
rojizo en la tarde; su fruto es una nuez reniforme de 2 a 3 centimetros
verde grisacea sostenida por un pedicelo vistoso y carnoso, de color

amarillo 0 anaranjado, muy jugoso cuando madura.®’

3.2.2.2 CARACTERISTICAS DEL FRUTO

La manzana, pedunculo, o "fruto falso" equivale al 90 % del peso
total del Anacardo, es de consistencia carnosa, posee una forma
periforme y redondeada, presenta una masa de entre 70 y 100 g. con
un pH entre 3,8 a 4,4 y una cierta astringencia o sabor picante debida
a su alta concentracion de taninos. Presenta un alto contenido en
vitamina C, y a escala industrial se elabora a partir de él productos
como jugos, néctares, concentrados, compotas, jaleas y dulces.

La nuez o "fruto verdadero", constituye el restante 10 % del peso,
con una masa de 3 a 20 g. y una gran demanda a escala mundial
gracias a la calidad nutricional de la almendra. Esta compuesta de

tres partes: la cascara, el tegumento o pelicula y la almendra.

3.2.2.3 USOS DEL ANACARDIUM OCCIDENTALE

En Costa Rica se cultiva como arbol ornamental y frutal, su fruto se
consume tostado, y su pedicelo maduro ademas de consumirse

fresco permite la produccion de vinagre, vino y conservas.*?
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McLaughlin y col. (2005)** mencionan que el pedinculo del
Anacardium occidentale se puede conservar enlatado en almibar,
que también se puede usar para preparar chutney o pasta de frutas,
y que debido a su alto contenido en pectina puede ser

industrializados para obtener jaleas.

Este jugo es de facil fermentacion, luego del cual puede ser
consumido sin ser nocivo para quien lo beba; en varios paises se usa
para preparar vinos Y licores destilados (por ejemplo en Brasil, Cuba,
Guatemala, paises de Africa occidental, India, Sri Lanka y Las

Filipinas).

Se utiliza también como colorante, es por ello que se recomienda
tener cuidado al manipular el jugo pues podrian manchar sus

prendas permanentemente.*

Vit (2003)51 hace hincapié a la aplicacion de los derivados apicolas
del anacardo en apiterapia, y menciona que luce prometedor su
estudio ya que estos derivados tienen numerosas propiedades
terapéuticas por la riqueza en compuestos fendlicos; sin embargo
podria ser controversial por las evidencias de los alergenos que

presenta.

3.2.2.4 USOS MEDICINALES DEL Anacardium occidentale

El empleo de ésta especie esta orientado a las hojas, corteza, resina,

pedunculo, fruto, epicarpio del fruto, raiz y flores.

Pardo (2003)29 hace referencia que en Mozambique practican la
inhalacién de sus hojas frescas, o de su corteza en decoccion, para
tratar casos de tos. Refiere que la corteza en decoccion es usada

también, en la Amazonia peruana, en casos de ulceras dérmicas,
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hemorragias dentales, como contraceptivo y antiséptico vaginal (en
duchas), util en el tratamiento de Diabetes (tal como sucede en Brasil
y Colombia) como antidiarreica (asi como en Brasil, Colombia, Cuba
y Honduras) y también contra inflamaciones e irritaciones de la
garganta (al igual que en Brasil y Honduras) Asi mismo, en Honduras
se emplea en gargarismos, y en Colombia como topico en
inflamaciones, aftas bucales y placas en la garganta.

Menciona que la corteza en infusidn es considerada, en Argentina,

como un buen remedio contra las enfermedades nerviosas.

Ogulana y Ramstad (citados por House y col. 1995)** mencionan que
las hojas del Anacardium occidentale poseen actividad antibacteriana
significativa sobre Staphylococcus aurens, Pseudomonas aeruginosa

y Escherichia coli.

Jansen y Méndez (1990)°° mencionan que las hojas frescas

aplicadas externamente son utiles en casos de erupciones cutaneas.

Pardo (2003)%° refiere que las hojas frescas en decoccion se
emplean, en Mozambique, en casos de diarrea y disenteria, y a su
vez mezcladas con hojas de kakana (Monordica balsamina) se
emplean en casos de Varicela y fiebres en general; afirma ademas
que en Honduras y Peru se utilizan como anti-febrifugas, en Ecuador
se indican en casos de reumatismo, y en Brasil son utiles para tratar
casos de resfrio. Hace referencia también que las hojas en infusion
son empleadas en Brasil, Colombia, Guatemala, Honduras, Peru y
Panama como anti diarreicas, en este ultimo pais también es
utilizada para combatir la hipertensién, en Peru y Brasil son indicadas
para tratar la Diabetes, en Colombia ante aftas y ulceraciones en la
cavidad bucal, y en Cuba son empleadas contra el resfrio y el dolor

de garganta (como gargarismos).
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Kadiri y col. (1999)56 mencionan que los retofios de las hojas son

utiles en el tratamiento de enfermedades renales.

Pardo (2003)?° plantea que la resina extraida del tronco del arbol

disuelta en agua es eficiente en el tratamiento contra la tos.

En Colombia el pedunculo en forma de jarabe alivia las
enfermedades del pecho al ser un buen expectorante y eficaz contra
la tos. La decoccion de este pedunculo sirve para tratar casos de
Diabetes y para purificar la sangre, ya que las globulinas del merey
disminuyen el colesterol®’, también se hace mencién sobre la

presencia de aflatoxinas®® y de alérgenos proteicos.*®

Con la decoccion del pedunculo, seco y en polvo, también se
combaten parasitosis intestinales. En Bolivia, Colombia y Cuba se
prepara un vino que se dicen seria un excelente antidisentérico. En
Bolivia el pseudofruto fresco, cortado y macerado en agua se emplea
contra los dolores estomacales; también es considerado un buen

ténico para el corazén.?

Hoyos (1985) ®° destaca el uso del jugo del pediinculo como un gran
antidiarreico; y menciona ademas el uso de la corteza en decoccion

como antidiabético.

Pardo (2003)% refiere que la raiz en decoccién es Util como purgante
en Brasil; en Colombia la infusion de las flores sirve como
astringente, tonico y afrodisiaco; y en la Amazonia peruana es

beneficioso para tratar la diabetes.

Gonzales (2007)"? reconoce al Anacardium occidentale como
antidiarreico y antibacteriano, y hace mencion que estara incluida en
la Farmacopea de Plantas Medicinales del Ministerio de Salud

Publica de la Republica de Cuba
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3.2.2.5 TOXICIDAD

Los extractos del polen del Anacardium occidentale se han vinculado

|61

con alergias asmaticas durante la floracién en Brasil®' y se conocen

casos de dermatitis por contacto prolongado.62

Waizel-Bucay y col. (2007)* refieren que el aceite del pericarpio al
ser un peligroso caustico enérgico puede ocasionar dermatitis,

debido a presentar alquenilfenoles en su composicion.

Pardo (2003)* menciona que dentro de las diferentes aplicaciones
del aceite de la cascara del Anacardium occidentale, muchas veces

se advierte la causticidad del mismo.

Melo y col. (1999)" evaluaron la toxicidad pre clinica aguda del
extracto de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale en
animales de laboratorio, los cuales no mostraron alteracion alguna a
nivel hematologico, sin embargo evidenciaron un aumento
significativo en los niveles séricos de las transaminasas AST y ALT
debido a que la dosis administrada fue cerca de 350 veces la
usualmente empleada. Concluyeron que el aceite de la cascara de la

nuez del Anacardium occidentale es practicamente atéxico.

3.2.2.6 CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale

El fruto seco del Anacardium occidentale constituye la décima parte
del peso total del fruto, y estd compuesta de tres partes: la cascara,
el aceite y la nuez. La cascara de esta nuez es rica en compuestos
caracterizados quimicamente por presentar una cadena lineal de 15
carbonos con varios grados de instauracion; donde resaltan los
fendlicos derivados del acido salicilico y el resorcinol (denominados

acidos anacardicos, cardoles y 2-metilcardoles1) que poseen
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actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans.®® Contiene casi
el 50 % de aceite, a temperatura ambiente tiene comportamiento

liquido, de color amarillo claro y un ligero olor caracteristico.

3.2.2.7 ACEITE DE LA CASCARA DE LA NUEZ

Es un liquido caustico que se extrae de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale, es de color oscuro, y en su composicion
predomina el acido oléico (conforma cerca del 75 % de los acidos
grasos presentes).

Estudios realizados indican que este aceite posee propiedades
antibacterianas y antifungicas.12AI ser rico en fenoles como el cardol,
el cardanol y los acidos anacardicos han sido estudiados también
como derivado fendlico, para su aplicacion en la sintesis de

polimeros al producir adhesivos, laminados, pinturas y pIé\stic:os.64

3.2.2.8 USOS MEDICINALES DEL ACEITE

Pardo (2003)?° hace referencia que en Argentina, Bolivia, Colombia y
Cuba este aceite es empleado para eliminar verrugas y callos, ya que
contiene un aceite de cardol, que es un agente vesicante. Indica
también que en otros paises es indicado en el tratamiento de uUlceras

y enfermedades persistentes de la piel, y contra la lepra.

Jansen y Méndez (1990)° refieren que en Mozambique el aceite es
aplicado externamente para tratar verrugas y callos, pero afiade que

administrado oralmente tiene accion hipoglicémica.

Hoyos (1985)%° menciona que en Venezuela el aceite de la cascara
de la nuez extraida es utilizada, también, para la eliminacion de

verrugas.
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Kubo (1999)%° mencioné que el acido anacardico presenta actividad
antibacteriana sobre Helicobacter pylori, principal microorganismo

etioldgico de algunas ulceras gastricas.

Ferreira y col. (2005)" evaluaron la actividad antifingica “in vitro” del
aceite sobre microorganismos del género Candida, y compararon su
actividad con la del gluconato de Clorhexidina (0,12 %). Concluyeron
que el aceite presentd una potente actividad antifungica sobre cada
uno de los microorganismos ensayados, y que se obtuvieron mejores

resultados respecto al control positivo.
3.2.2.9 USOS ODONTOLOGICOS

Este aceite tiene multiples aplicaciones industriales; una de estas
tantas aplicaciones es su comprobada accion antimicrobiana, entre
ellos contra el principal agente etiolégico de la caries dental,
Streptococcus mutans; esta propiedad bactericida se debe a los
compuestos con nucleos de acido anacardico y al grado de
insaturaciones de la cadena alifatica sustituyente a dichos nucleos,
siendo mayor cuanto mas insaturada sea.®®

Waizel-Bucay y col. (2007)24 mencionaron que el aceite de la nuez
del Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae) es util al momento de
tratar una odontalgia, ya que elabora acidos anacardicos y totarol.
Indicaron que la aplicacién de la esencia debe de ser directa a la
lesion, con la ayuda de una torunda de algodén, y de unicamente una

gota del aceite.

El Gabinete de Estudios de Medicina Tradicional (1981)%” en su
Cuaderno de Saude sefala como odontalgico al Anacardium
occidentale; pero no especifica que procedimiento seguir ni la parte
del fruto empleada, tampoco mencionan si dicha actividad fue o no
constatada por el Gabinete.
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Lima y col. (2000)17 realizaron un estudio de la actividad
antibacteriana sobre diversos microorganismos que prevalecen en la
cavidad oral, demostrando que el mayor efecto bactericida es sobre
Streptococcus mutans.

Pereira y col. (2006)"™ también comprobaron la actividad
antimicrobiana del extracto del Anacardium occidentale sobre los
Streptococcus mutans.

Guatibonza (1999)° demostré el efecto bactericida del Anacardium
occidentale sobre Streptococcus mutans; diluyendo el extracto y
obteniendo varias fracciones comparé el efecto bactericida de cada
una de estas.

Pinto y col. (1999)% estudiaron cinco fracciones del aceite sobre
Streptococcus mutans determinando que la mayor accion
antimicrobiana se logré con 0,312 ug/mL en comparacion con las
fracciones restantes y con el extracto crudo, y que dicha fraccion
presentd una accion antimicrobiana superior a la de la Clorhexidina
0,12 % (CMI 4,000 ug/mL).

3.2.2.10 INDUSTRIALIZACION

Garzon y col. (2002)° estudiaron el efecto de las formacién de sales
de los componentes activos del liquido de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale sobre Streptococcus mutans, para ello
emplearon como diluyente al Hidroxido de Sodio (NaOH) al 0.1 N,
demostrando ser una buena opcion para solubilizarlo y asi permitir su
utilizacion en un medio acuoso sin afectar su actividad bactericida.
Se obtuvo una accion a las 144 horas superior a la reportada con la
Clorhexidina al 0,12 %.

Medina (2003)°® determiné que la exposicién del aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale a temperaturas superiores a

96°C afectan sus propiedades fisico-quimicas y con ello su actividad
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antibacteriana. Simulé los tratamientos mas comunes en la
industrializacion de la almendra, evalu6 la actividad antimicrobiana
de las muestras (del extracto crudo y de cinco fracciones estudiadas)
y precis6 cuales son los componentes con mayor actividad. Tras el
estudio concluy6 que el tratamiento a 92° C no afecta la actividad
antibacteriana, a 150° C no afectan la actividad bacteriostatica pero

disminuye la bactericida y a 200° C disminuye ambas.

3.2.3 MICROBIOLOGIA ORAL

La cavidad bucal esta colonizada por mas de 400 especies de
bacterias, entre aerobias y anaerobias, la mayoria transitorias; los
residentes propios se calculan en aproximadamente 20 especies.
Estos son importantes porque impiden la facil instalacion de

gérmenes patégenos y estimulan la inmunidad.’

Las bacterias anaerobias superan en numero a las aerobias, la
proporcion oscila entre 10:1 y 100:1. Estos bacterias habitan en toda
la cavidad y pueden actuar como patdgenos involucrados en las

principales infecciones de la cavidad bucal.®

La cavidad oral es considerada un ecosistema con complejas
interrelaciones ya que comprende una serie de nichos ecolégicos -
con diversas caracteristicas fisicas, quimicas y nutricionales- y una
flora determinada; por ejemplo, para el establecimiento del
Streptococcus mutans es necesaria la presencia de la superficie

dental.’
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3.2.3.1 CARIES DENTAL

La caries dental es la infeccion mas frecuente en la cavidad oral, y es
el resultado del aumento de la placa dental favorecida por la
formacion de productos &cidos,” la cual al no ser tratada puede
propagarse y desarrollar infecciones polimicrobianas en distintas
zonas, como en los senos paranasales, el espacio sublingual, el
paladar, el sistema nervioso central, el endocardio, o en los

pulmones.®

Considerada una enfermedad multifactorial esta determinada por
modificaciones en el equilibrio de los diferentes ecosistemas de la
cavidad oral, para que esta patologia se produzca es necesaria la
unién de varios factores como las caracteristicas propias del
huésped, la dieta, el tiempo y las bacterias que se encuentran como

habitantes normales en la boca.®

3.2.3.1.1 MICROBIOLOGIA DE CARIES DENTAL

La caries dental constituye una de las enfermedades crénicas que
afectan a una gran cantidad de personas en el mundo. Se puede
definir como una “enfermedad infecciosa crénica transmisible,
causantes de la destruccién localizada de las estructuras dentales

por los acidos microbianos adheridos a ellas”.”

Esta enfermedad se caracteriza por la destruccidén de las estructuras

dentarias debido a la descalcificacion de las mismas.

Estudios realizados plantean que los Streptococcus mutans son los
microorganismos mas relacionados al inicio de la actividad cariosa,
encontrandose también durante esta patogénesis a los Lactobacillus

sp. y a los Actinomyces sp."°
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La evolucion de la patologia se lleva a cabo cuando los
Streptococcus mutans se asocian con microorganismos proteoliticos

y degradan las proteinas del diente."

Para el desarrollo de la caries dental como una enfermedad
multifactorial, es necesaria la interaccion de los siguientes factores:

El hospedero, la microbiota oral, la dieta, y el tiempo.’

3.2.3.1.1.1 STREPTOCCOCUS MUTANS

Son microorganismos, cocos Gram (+) agrupados en pares o
cadenas, no esporulados, inmoviles, presentan un metabolismo
fermentativo y son anaerobios facultativos con requerimientos
nutricionales complejos. Constituyen el grupo mas predominante de
la cavidad bucal, acercandose casi al 30 % del total de la flora

cultivable.®®

Se sabe que ademas de ser los microorganismo mas aislados en
lesiones cariosas humanas, son los primeros en colonizar la
superficie dentaria una vez erupcionado el diente.”®"" Sobre la base
del desarrollo en Agar Sangre se dividen el alfa, beta y gama
hemoliticos; de estos los denominados viridans (alfa) son los que

estan relacionados con la mayoria de los procesos bucales.’

La clasificacion de los Streptococcus orales, se basan en las
reacciones bioquimicas, analisis de pared celular, clasificacion

seroldgica y el contenido de ADN.

Una clasificacién basada en caracteristicas morfolégicas en Agar

Mitis Salivarius y bioquimicas fue propuesta por Carlsson: Grupo |
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(sanguis), Grupo Il (mutans), Grupo Il (salivarius), Grupo IV (no
deteminado), y Grupo V (mitis). En la actualidad existe la clasificacion
de los Streptococcus orales en los siguientes grupos: sanguis,

mutans, salivarius, mitis y milleri.”

Los Streptococcus mutans, descritos por Clarke (1924), son
genéticamente heterogéneos, de acuerdo a su estructura antigénica.
Se ha determinado por métodos serolégicos ocho tipos (a-h):
serotipo a (S. cricetus), serotipo b (S. ratus), serotipo c, e, f (S.
mutans), serotipo d, g (S. sobrinus), y serotipo h (S.downei),” de ellos
los del serotipo ¢ son sefialados como los mas importantes en el
inicio de la caries dental, al ser los primeros colonizadores.™

Otra caracteristica es su corto efecto post - pH, que puede definirse
como el tiempo necesario para recuperar su actividad de crecimiento
habitual cuando, tras estar sometidos a un pH bajo, éste vuelve a la

normalidad.

Por todo lo expuesto se estima que estas especies son las que
consiguen alcanzar mas rapidamente el pH critico de 4,5 necesario

para iniciar la desmineralizacion.’

3.2.3.1.1.2 STREPTOCCOCUS MUTANS MUTANS

Considerado cariogénico, constituye cerca del 90 % del total de
microorganismos de aquellos quienes son portadores de los
Streptococcus; se localizan en lengua y saliva, y se clasifican en dos

tipos (tipo I, similar al grupo K de Lancefield, y tipo I1).”

Pueden sintetizar polisacaridos extracelulares solubles (dextranos,
fructanos) e insolubles (mutanos) y ademas producir polisacaridos
intracelulares. En Agar mitis salivarius, en anaerobiosis inicial, se

observan colonias altas, convexas, azules, zoogleicas, de aspecto
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vidriado, opacas, de 0,5 y 1 mm de diametro, aspecto liso o rugoso.
Fermentan manitol, sorbitol, rafinosa. No producen H,;O,. Produce
enzimas como glucosil transferasa, fructosil transferasa, dextranasa,

invertasa.’

En Agar Mitis Salivarius, afiadiéndole 0,2 U/ml. de Bacitracina y
aumentando la concentracion de sacarosa en un 20 % a estas
concentraciones los agentes selectivos permiten el crecimiento de
Streptococcus mutans con una maxima inhibicion de la restante flora
Streptococcica; se presentan de forma circular o irregular, de un
tamano entre 0.5 y 1 mm de diametro, elevadas, y algunas veces
presentan una gota de polisacaridos extracelulares brillante en la
parte superior o a un lado.

3.2.3.1.2 FACTORES DE VIRULENCIA

Los factores de virulencia son aquellas condiciones o caracteristicas
especificas de cada microorganismo que lo hacen patdégeno. El
Streptococcus mutans es considerado un patégeno de poca
virulencia, sin embargo es el agente causal de la caries dental, que
sin ser mortal es una de las patologias mas frecuentes a escala

mundial.

La acidogenicidad, acidofilicidad, aciduricidad, la sintesis de
polisacaridos intracelulares (como el glucégeno), la sintesis de
glucanos y fructanos, ademas de la produccion de dextranasa, son
los principales factores de virulencia del Streptococcus mutans en la

caries dental.®°

Los Streptococcus mutans son acidégenos, ya que producen acidos
a partir del metabolismo de la sacarosa, principalmente acido lactico,
fundamental en la virulencia al ser aparentemente el mas potente en
la desmineralizacién del tejido dental; son acidofilos, o tolerantes al

acido, lo que les permite sobrevivir y desarrollarse en un pH bajo; y
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son definidos también como aciduricos al poseer la capacidad de

seguir produciendo acidos bajo condiciones acidas.

Los Streptococcus mutans sintetizan polisacaridos intracelulares, y
su capacidad de metabolizarlos proporcionan a la célula un sustrato
de donde pueden obtener la energia necesaria para seguir
produciendo acido durante un largo periodo.

La sintesis de glucanos y fructanos es también un factor de
virulencia; estos polimeros son producidos por enzimas como la
glucosil y la fructosiltransferasas (GTF y FTF) a partir de la sacarosa;
los glucanos insolubles pueden ayudar a la célula a adherirse al

diente y ser usados como reserva de nutrientes.

La produccion de dextranasa, enzima capaz de metabolizar los
polisacaridos extracelulares -sobre todo los glucanos solubles- es
también un factor de virulencia, esta enzima es capaz de movilizar
reservas energéticas, y regular la actividad de las glucosiltranferasas,
removiendo los productos finales de glucano.

3.2.3.1.3 FUENTES DE INFECCION

La caries dental ocurre cuando los metabolitos acidos de los
Streptococcus mutans disuelven la dentina, esta disolucion progresa
a cavitacion, si no es tratada invade la pulpa dental y de alli las

bacterias pueden acceder a la circulacion sanguinea.”

Varios medios de cultivo y técnicas se han empleado en la
determinacion del grado de infeccidn por Streptococcus mutans.”*"®
Actualmente el recuento de S. mutans se usa como ayuda
diagndstica para seleccionar grupos de pacientes con riesgo de

caries. Recuentos superiores a 100 000 UFC/mL de Streptococcus
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en saliva se consideran indicadores de riesgo de caries, y recuentos
salivales mas bajos concuerdan con una tendencia minima a

contraer esta enfermedad.”®”’

Los altos grados de infeccion por Streptococcus mutans (>1O6 UFC,

>10° mL/saliva) significan presentar elevado riesgo a contraer caries

dental ademas de ser faciles transmisores del microorganismo.

3.2.3.1.4 FACTORES DE RIESGO EN LA APARICION DE CARIES
DENTAL"?"”

Los factores que influyen en la produccion de caries son:
- Existencia de susceptibilidad congénita a la caries.
- Solubilidad de los tejidos del diente a los acidos organicos débiles.

- Presencia de bacterias acidogénicas y aciduricas, y de enzimas

proteoliticas.

- Dieta rica en hidratos de carbono, especialmente azucares, ya que

estas proliferan el desarrollo de las bacterias cariogénicas.

- Neutralizacion de la saliva por parte de los acidos organicos ya
producidos, principalmente del acido lactico, de manera que puedan
efectuar sus reacciones descalcificadoras en la sustancia mineral del

diente.

- Presencia de la placa dentobacteriana de Ledn Williams. Esta es
una pelicula adherente esencial en todo proceso carioso.
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3.3 HIPOTESIS

3.3.1 HIPOTESIS GENERAL

El Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale presenta
actividad antibacteriana in vitro sobre ambos tipos de cepas de Streptococcus

mutans ATCC y procedente de pacientes.

3.3.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

El Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale presenta
actividad antibacteriana in vitro sobre una cepa de Streptococcus mutans

obtenida a partir de una muestra de paciente.

El Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale presenta
actividad antibacteriana in vitro sobre una cepa de Streptococcus mutans de la
coleccién ATCC.

El Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale presenta mejor
actividad antibacteriana in vitro sobre Streptococcus mutans en comparacion

con la actividad que presenta la Clorhexidina al 0,12 %.

Las diferentes concentraciones del Aceite de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale presentan el mismo efecto antibacteriano in vitro sobre

cada tipo de cepas de Streptococcus mutans.

50



3.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.4.1 CONCEPTUALIZACION DE VARIABLES
3.4.1.1 VARIABLE INDEPENDIENTE
Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale

El Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale es un liquido
caustico, de color oscuro, compuesto principalmente por acido oleico, que
posee propiedades antibacteriana y antifngica,'? fue diluido con Hidroxido de

Sodio 0.1 N, obteniéndose de ese modo diferentes concentraciones.

3.4.1.2 VARIABLE DEPENDIENTE
Efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans

Accién de determinadas sustancias quimicas capaces de inhibir en pequefias
cantidades los procesos vitales de ciertos microorganismos, destruyendo e
impidiendo su desarrollo y reproduccion.

3.4.1.3 COVARIABLE
Tipo de cepa de Streptococcus mutans

Los Streptococcus mutans son microorganismos cocos Gram (+) agrupados en
pares o cadenas, no esporulados, inmdviles, que presentan un metabolismo
fermentativo y son anaerobios facultativos con requerimientos nutricionales
complejos. Constituyen el grupo mas predominante de la cavidad bucal, entre
el 20 y 30 % de la flora cultivable.”® Se sabe que ademas de ser los
microorganismos mas aislados en lesiones cariosas humanas, son los primeros
en colonizar la superficie dentaria una vez erupcionado el diente.”””' Pueden
ser aislados a partir de muestras de pacientes u obtenerse de la coleccion
ATCC 25175.

51



4]

VARIABLE DIMENSION DEFINICION OPERATIVA INDICADOR ESCALA CATEGORIA
INDEPENDIENTE Tipo de Aceite de la Grado de El Aceite de la cascara de la | Cantidad de Nominal Aceite 30 %
cascara de la nuez concentracion | nuez del Anacardium Aceite diluido en Aceite 40 %
del Anacardium del aceite de occidentale fue diluido con Hidroxido de Aceite 50 %
occidentale. la cascara de Hidréxido de Sodio 0.1 N, Calcio 0.1 N Aceite 60 %
la nuez del obteniéndose de ese modo Aceite 100 %
Anacardium diferentes concentraciones. Control Positivo
occidentale. (Clorhexidina al
0.12 %).
Control Negativo
(Hidroxido de
Sodio 0.1N).
DEPENDIENTE Efecto antibacteriano | Grado de Accién de determinadas Halos de Cuantitativa
sobre Streptococcus susceptibilidad | sustancias quimicas inhibicion,
mutans. antibacteriana. | capaces de inhibir en medidos en
pequefas cantidades los milimetros.
procesos vitales de ciertos
micranraaniemne
COVARIABLE Tipo de cepa de Los Strettococcus mutans Cepa segulin su Nominal Cepa patrén

Streptococcus

mutans, segun el

origen o procedencia.

pueden ser aislados a partir
de muestras de pacientes u

obtenerse de la coleccion

procedencia

ATCC.
Cepa obtenida de

pacientes.
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IV. METODOLOGIA
4.1TIPO DE INVESTIGACION
El presente estudio microbiologico fue de tipo in vitro, ya que se
aislaron y trabajaron con cepas de Streptococcus mutans que luego
fueron sometidas a condiciones de laboratorio para su desarrollo.
De tipo cuasi experimental, caracterizado por la manipulacién
artificial del factor de estudio pero sin aleatorizacién; transversal, por
desarrollarse en un solo periodo temporal, y prospectivo porque los
datos se analizaron transcurrido un determinado tiempo en el futuro.

4.2 MUESTRA

Cepa de Streptococcus mutans obtenida y aislada a partir de

muestras obtenidas de lesiones cariosas incipientes de pacientes.

Cepa patron de Streptococcus mutans, procedente de coleccion
ATCC 25175.

4.2.1 TIPO DE MUESTRA

No probabilistico, intencional.

4.2.2 UNIDAD DE ANALISIS

Cepa de Streptococcus mutans ATCC y aislada de muestras de

pacientes.
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4.3 PROCEDIMIENTOS Y TECNICA

4.3.1 RECOLECCION DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale

La siembra, cultivo y recoleccion de las nueces de Anacardium
occidentale fueron realizadas a temperatura entre los 18 °C y 26 °C,
en zonas sin heladas, y bajo precipitaciones entre 800 y 1500 mm.,
caracteristicas del suelo donde mejor desarrollo tiene, coincidentes

con las del suelo de la ciudad de Iquitos, departamento de Loreto.

El fruto seco del Anacardium occidentale, aun fresco, fue
inmediatamente limpiado y secado con una franela, y trasladada en
reciepientes limpios, secos y ventilados (evitando asi que se
deteriore); se desechd las partes manchadas y enfermas; se
procedid a secar a temperatura ambiente durante una semana;
posteriormente se empaquetd cerca de cinco kilogramos de lo
recolectado en un recipiente limpio, hermético y seco y finalmente se

transportd por via terrestre hasta la ciudad de Lima - Peru.

4.3.2 EXTRACCION DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA NUEZ
DEL Anacardium occidentale

Los equipos y materiales utilizados fueron los correspondientes al
Laboratorio de Quimica Organica y a la Sala de Secado y Molienda
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, ubicada dentro de la Facultad de Medicina de
la UNMSM, Lima — Peru.
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4.3.2.1 Lavado de la Nuez del Anacardium occidentale

Se seleccionaron las nueces que se encontraban en mejor estado de
conservacion, secas, Y libres de partes manchadas y/o enfermas; con

lo cual la muestra pesoé 4, 100 kilogramos aproximadamente.

Se realiz6é el lavado de cada nuez con detergente disuelto en agua
corriente, y a medida que las nueces iban siendo lavadas fueron
depositadas en un recipiente limpio y seco, el cual posteriormente fue
llenado con casi dos litros de agua corriente y le fue agregado casi
20 ml. de Hipoclorito de Sodio al 5 %. Durante quince minutos se
estuvo moviendo con una paleta plastica estéril la muestra sumergida
con el fin de eliminar aquellos microorganismos retenidos en la capa

superficial de las nueces.

Posteriormente la muestra fue enjuagada tres veces con agua
destilada, y luego secada una a una con una gasa estéril grande.
Finalmente las nueces fueron depositadas en un recipiente limpio y

seco que previamente fue forrado con papel kraft.

43.2.2 Secado y Molinado de la Nuez del Anacardium
occidentale

Se dej6é la muestra en la Sala de Secado y Molienda durante 48
horas, evitando la incidencia de sol directo y el polvo atmosférico, en
un ambiente libre de humedad excesiva, ya que estas condiciones
deterioran el material destruyendo sus propiedades medicinales, con
la consecuente disminucién de la calidad de la materia prima. Lo

recomendable es secar aproximadamente a 10 % de humedad.”

Las nueces fueron dejadas sobre papel kraft, separadas

aproximadamente tres centimetros una de otra, y pasadas las
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primeras 24 horas se dio vuelta a cada una de las nueces con el
objetivo de lograr un mejor secado y evitar asi el riesgo de

contaminacion por hongos.

Posterior al secado a temperatura ambiente, se llevd el total de la
muestra a una estufa donde permanecié durante 48 horas a una

temperatura de 37 °C.

4.3.2.3 Separacion de la Cascara de la Nuez

Una vez que se tuvo las nueces completamente limpias y secas, se
procedié a triturar con un “rompenuez”, luego de ello se retir6 el fruto
seco que se hallaba en el interior, y tras limpiar la parte interna de
cada uno de los trozos obtenidos de la cascara y con la ayuda de un
mortero se pulverizé los pequenos trozos de la muestra, para poder
depositarla en un cartucho de material poroso que se situa en la

camara del extractor Soxhlet.

La muestra que no seria utilizada en el proceso fue guardada en el

refrigerador a una temperatura de 10° C.

4.3.2.4 Proceso de extraccion del Aceite de la cascara de la nuez

del Anacardium occidentale

El procedimiento para llevar a cabo su extraccion se basa en la
extraccion sélido-liquido, en continuo, empleando un disolvente, con

posterior evaporacién de éste y pesada final del residuo.

La extraccion sdlido-liquido, o Soxhlet, es la técnica de separacion
sélido-liquido comunmente usada para la determinacién del

contenido graso en muestras de diferente naturaleza. Aunque su
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campo de aplicacion es fundamentalmente el agroalimentario es
también de utilidad en aceites vegetales, grasas animales, ceras,
jabones y compuestos relacionados.

En primer lugar, se colocaron trescientos gramos de muestra
homogeneizada, distribuidos en dos cartuchos de extraccion, los
cuales fueron ubicados en las piezas medias de los dispositivos de
extracciéon Soxhlet o compartimento de muestra. Se monté la parte
inferior de cada dispositivo (con el pie de bureta, la manta
calefactora, el matraz y el Soxhlet, pero sin el reflujo). Se vertié por la
parte superior del Soxhlet aproximadamente 500 ml de Eter de
petréleo 35-60 °C en cada dispositivo. El éter al ser un disolvente
muy volatil y muy inflamable, ademas de tener efectos narcoéticos, se
manejo en todo momento debajo de una campana con el motor del

extractor en marcha.

Se procedié entonces a taponar la parte superior del reflujo con
desecante (sulfato sodico anhidrido) envuelto en algoddén para evitar
la entrada y condensacion de vapor de agua. Tras el montaje de
cada uno de los dispositivos se encendieron las estufas y se regul6 el
caudal de agua del reflujo. ElI éter, una vez que alcanza su
temperatura de ebullicion, se evapora y llega al refrigerante
condensandose y cayendo en el compartimento del cartucho de

muestra.

Durante el proceso de extraccidn se supervisd que el compartimiento
de la muestra se vacie regularmente a través del conducto
ascendente (asa), de modo que el disolvente fue recirculando
completandose lo que se denominan ciclos de extraccion. Se di6é por
finalizada la extraccion una vez completados diez ciclos, luego de
aproximadamente cinco horas. El procedimiento se repitidé al dia

siguiente, en idénticas condiciones.
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Los extractos obtenidos fueron depositados en emvases de vidrio
resilentes al paso de la luz solar, cerrados herméticamente, y
colocados en un lugar fresco a temperatura ambiente y libre de

humedad; y rotulados debidamente.

4.3.3 DILUCION DEL EXTRACTO

Posteriormente, el aceite extraido fue diluido con Hidroxido de Sodio
al 0.1 N obteniéndose asi cuatro concentraciones distintas: 30, 40,
50, 60 y 100 %. Se considero la misma cantidad para cada una de
las diluciones, e inmediatamente después de llevar a cabo las
diluciones se embebieron los discos de papel filtro que serian

colocados en las placas petri.

4.3.4 RECOLECCION DE MUESTRAS

4.3.4.1 PACIENTES

Se selecciond al azar a ocho pacientes, de todas aquellas que eran
atendidas en la Clinica Odontolégica de la Facultad de Odontologia
de la UNMSM durante el mes de Abril del 2010, que presentaran
lesiones de caries incipiente en al menos una de las primeras
molares superiores o inferiores; cuatro correspondieron al sexo
femenino y cuatro al sexo masculino, y sus edades fluctuaban entre
los 20 y 30 afos de edad, Todos accedieron mediante

consentimiento informado para participar en el estudio.

4.3.4.2 CULTIVO BACTERIANO

Cultivo de referencia cepa patron de Streptococcus mutans,
procedente de coleccion ATCC 25175.



4.3.5 PROCEDIMIENTO

Los equipos y materiales utilizados fueron los correspondientes al
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, ubicada dentro de la

Ciudad Universitaria.

4.3.5.1 OBTENCION DE LA MUESTRA DE PLACA DENTAL

Para el estudio se obtuvo muestras de placa dental provenientes de
las fosas y fisuras de las primeras molares de cada uno de los
pacientes elegidos, las cuales fueron tomadas dos horas después de
haber ingerido el primer alimento del dia, minutos después de
haberse enjuagado con agua potable. Previamente se advirtio a cada
paciente que el dia anterior no se deberia de realizar algun tipo de

limpieza bucal.

Para la obtencion de la muestra de placa bacteriana se realizé el
aislamiento relativo con torundas de algodén estériles, se secé la
pieza elegida con aire proveniente de la jeringa triple, y se procedio a
la toma de muestra con una cureta para dentina estéril. La muestra
fue transportada en un tubo de prueba conteniendo Caldo Tripticasa
Soya y el procesamiento se efectudé hasta una hora después de

obtenida la muestra.

Las seis muestras fueron tomada el mismo dia, y siguieron el mismo

procedimiento de toma, de transporte y procesamiento.
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4.4 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
4.4.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

Las siembras se realizaron en dos placas de Agar Mitis Salivarius
Bacitracina por muestra, las que fueron incubadas a 37 °C, una de
ellas en aerobiosis y la otra en presencia de CO,. El tiempo de
incubacion para la placa de aerobiosis fue de 24 horas a 37 °C y para
la placa en presencia de CO, 48 horas a 37° C, la lectura para
ambas placas fue de 24 horas después de conservarse a

temperatura ambiente.

El repique de las colonias fue hecho atendiendo a las caracteristicas
dadas por Carlsson®® como son forma, tamafio, consistencia, color;
las que fueron trasladadas a tubos conteniendo Caldo Tripticasa

Soya, y luego incubadas a 37° C durante 24 horas.

Para la identificacion bioquimica de las colonias se siguid el
procedimiento descrito segtin Carlsson® (ver Cuadro 1) se resembrd
para la observacion de la Catalasa, en tubos con Agar Tripticasa
Soya a 37 °C por 72 horas. Para observar la precipitacion en caldo
Sacarosa al 5 %, se incubd a 37 °C durante 7 dias, al término de los
cuales se agrego Etanol en la relacion de 1 y 3 volumenes para
conseguir la precipitacion de los polisacaridos extracelulares .La
hemdlisis fue apreciada en placas con Agar Tripticasa Soya con
sangre de carnero al 5 % incubado a 37° C por 48 horas en ambiente
de CO,. Para diferenciar los Streptococcus mutans de las otras
especies de Streptococcus se realizé la prueba de fermentacién del
Manitol, sembrando en tubos con caldo base Rojo de Fenol con
Manitol al 1 % e incubadolos a 37 % por 7 dias. La produccién de
acido se determiné tras observar la variacion del color rojo del

indicador al amairrillo.
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Cuadro 1: Caracteristicas del

grupo de Streptoccocus mutans segun

Carlsson.®
PRUEBA MEDIO DE INCUBACION RESULTADOS
CULTIVO
Aislamiento Agar Mitis 37°C/48h./ Colonias lisas
salivarius 10 % CO; rugosas,
Bacitracina mucoides
zoogleicas.
Catalasa Agar Tripticasa 37°C/72h. Negativo.
Soya.
Precipitacién de | Caldo sacarosa: 37 °C /7 dias Positivo con 1 -3
Sacarosa. Triptosa, levadura partes de alcohol.
K2PO, H, Acetato
de Sodio,
Sacarosa 5 %
Hemolisis Agar Tripticasa 37 °C/48h./ Gamma.
Soya 10 % CO,
Fermentacién de | Caldo Rojo de 37 °C /7 dias Positivo.
Manitol. Fenol

La reactivacion de la cepa patrén se realizé en placas con AgarTripticasa soya, incubados en

CO, por 48 horas.

4.4.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD BACTERIANA

Para la realizacién de las pruebas se obtuvieron ocho cepas a partir
de los pacientes muestreados, los que cumplian con las
caracteristicas de S. mutans segun el cuadro 1, asi también se

procedié al estudio de la cepa patréon ATCC.

En cada una de las placas Petri se depositaron siete discos de
papeles filtro de Y4 de pulgada, ubicados homogéneamente. Cada

disco conteniendo a cada una de las sustancias que fueron

61



estudiadas. Los discos fueron rotulados externamente de la siguiente
manera: 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 100 % (correspondientes a cada
una de las diluciones del aceite extraido), Control positivo
(Clorhexidina 0,12 %) y Control negativo (Hidroxido de Sodio 0.1 N).

Una vez realizada la siembra y colocados los discos, las placas Petri
sembradas por duplicado se incubaron en condiciones anaerobicas
parcial (CO) en jarras para anaerobiosis a 37 °C durante 48 horas, y

luego 24 horas a temperatura ambiente.

4.4.3 LECTURA DE RESULTADOS

Pasado el tiempo mencionado se realizé la medicién de los halos de
inhibicion, lo cual indico la mayor o menor sensibilidad de la bacteria

a las diferentes sustancias.

4.5 ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis de resultados se realizé mediante célculos estadisticos
basicos para datos cuantitativos como promedios, desviaciones
estandar y error de muestreo. Para los resultados de la actividad
antibacteriana, y la comparacion de la actividad de los diferentes
grados de concentracidén del aceite, asi como del control positivo, se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) de un factor, prueba de
normalidad, test de homogeneidad; ademas se realizaron la prueba
de T de Student, la prueba F, equivalente al T de Student y las
pruebas post hoc para verificar la diferencia existente entre los

resultados de dos o mas sustancias.

El analisis estadistico fue desarrollado en el programa estadistico
SPSS version 19.
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V. RESULTADOS

5.1 Analisis de Ila actividad antibacteriana de las diferentes
concentraciones del aceite de la cascara de la nuez del Anacardium

occidentale sobre Streptococcus mutans.

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos del analisis del conteo
bacteriano (a las 72 horas) de la accién del aceite de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale sobre las cepas de Streptococcus mutans aisladas de
muestras de pacientes. Hubo accion antibacteriana sobre todas las cepas
ensayadas por parte de todos los grados de concentracion del aceite.
Resultados similares se obtuvieron sobre las cepas obtenidas de la coleccion
ATCC (ver tabla 2) todas evidenciadas por la presencia de halos de inhibicién

del crecimiento antibacteriano.

TABLA 1: ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS
DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA
NUEZ DEL Anacardium occidentale SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans
AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES.

Intervalo de confianza para la
Desviacion | Error media al 95%
Aceite | N Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
30% | 8 | 27,5000 5,31843 1,88035 23,0537 31,9463 18,00 32,00
40% | 8 | 26,8750 | 4,64258 1,64140 22,9937 30,7563 19,00 30,00
50% | 8 | 25,5000 5,63154 1,99105 20,7919 30,2081 16,00 30,00
60% | 8 | 25,8750 6,81254 2,40860 20,1796 31,5704 15,00 32,00
100 % | 8 | 28,8750 | 4,96955 1,75700 24,7204 33,0296 19,00 34,00
Total | 40 | 26,9250 5,37510 ,84988 25,2060 28,6440 15,00 34,00

* La media muestra el promedio de la medicion de los halos de inhibicion expresado en milimetros.
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TABLA 2: ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS
DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA
NUEZ DEL Anacardium occidentale SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans
ADQUIRIDAS DE LA COLECCION ATCC 25175.

Intervalo de confianza para la
Desviacién | Error media al 95%
Aceite N Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
30% | 4 | 21,0000 1,15470 ,57735 19,1626 22,8374 20,00 22,00
40% | 4 | 22,0000 | 3,46410 1,73205 16,4878 27,5122 19,00 25,00
50% | 4 | 19,5000 | 4,04145 | 2,02073 13,0691 25,9309 16,00 23,00
60% | 4 | 21,0000 | 4,61880 | 2,30940 13,6505 28,3495 17,00 25,00
100 % | 4 | 23,0000 | 2,30940 1,15470 19,3252 26,6748 21,00 25,00
Total | 20 | 21,3000 [ 3,21346 ,71855 19,7961 22,8039 16,00 25,00

* La media muestra el promedio de la medicion de los halos de inhibicidon expresado en milimetros.

5.2 Relacién entre la actividad antibacteriana de los diferentes grados de
concentracion del aceite de la cascara de la nuez del Anacardium

occidentale sobre Streptococcus mutans.

Los resultados del efecto de las diferentes concentraciones de aceite sobre
cepas de S. mutans aisladas de muestras de pacientes fueron evaluados entre
ellos (ver Tabla 3) para determinar si su actividad era homogénea o si por lo
menos un par de concentraciones tenian diferente accion. Los resultados
observados indican que en cada uno de los aceites tienen similar accion en

comparacion con los otros aceites de diferente grado de concentracion.

Es decir, no hay diferencias significativas entre los aceites segun su grado de
concentracion. Actividad similar se registr6 sobre cepas adquiridas de la
coleccién ATCC (ver Tabla 4).
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TABLA 3: RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS
DIFERENTES GRADOS DE CONCENTRACION DEL ACEITE DE LA
CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale SOBRE CEPAS DE
Streptococcus mutans AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES.

Grado de
concentracion 30% 40 % 50 % 60 % 100 %

del aceite
30% 1,000 ,970 ,986 ,993
40 % 1,000 ,993 ,998 ,970
50 % ,970 ,993 1,000 ,826
60 % ,986 ,998 1,000 ,879
100 % ,993 ,970 ,826 ,879

* Mediante Analisis de Scheffé: La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

TABLA 4: RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS
DIFERENTES GRADOS DE CONCENTRACION DEL ACEITE DE LA
CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale SOBRE CEPAS DE
Streptococcus mutans ADQUIRIDAS DE LA COLECCION ATCC 25175.

Grado de
concentracion 30% 40 % 50 % 60 % 100 %

del aceite
30% ,996 ,981 1,000 ,947
40 % ,996 ,888 ,996 ,996
50 % ,981 ,888 ,981 ,706
60 % 1,000 ,996 ,981 ,947
100 % ,947 ,996 ,706 ,947

* Mediante Analisis de Scheffé: La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.
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5.3 Comparacion entre la actividad antibacteriana del aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale y la del control positivo, sobre dos

tipos de cepas de Streptococcus mutans.

Luego de observar el crecimiento de los halos de inhibicién en el aceite y en el
control positivo se compararon dichos resultados, con el objetivo de determinar
si existe diferencia significativa a favor de uno de ellos. Esta comparacién se
realizé utilizando la media de todos los resultados obtenidos por las diferentes
concentraciones del aceite sobre cepas aisladas de muestras de pacientes (ver
Tablas 5) y posteriormente separando a aquellas que presentaron diferencia
significativa, tanto en cepas aisladas de pacientes (ver Tablas 6) como en las

adquiridas de la coleccion ATCC (ver Tabla 7).

Se observo que el crecimiento de los halos de inhibicion por parte del aceite, en
ambos tipos de cepa de Streptococcus mutans, es mayor que el desarrollado
por el control positivo (Ver Tablas 5.1, 6.1 y 7.1) Es decir, se observo que el
aceite tiene mejor efecto antibacteriano que la Clorhexidina al 0,12 %, y esta

diferencia es estadisticamente significativa.

TABLA 5: ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE DE
LA CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale Y LA DEL
CONTROL POSITIVO SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans AISLADAS
DE MUESTRAS DE PACIENTES.

Intervalo de confianza para la
Desviacién | Error media al 95%

Aceite N Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
30% | 8 [27,5000 | 5,31843 1,88035 23,0537 31,9463 18,00 32,00
40% | 8 | 26,8750 | 4,64258 1,64140 22,9937 30,7563 19,00 30,00
50% | 8 | 25,5000 | 5,63154 1,99105 20,7919 30,2081 16,00 30,00
60% | 8 | 258750 | 6,81254 | 2,40860 20,1796 31,5704 15,00 32,00
100% | 8 | 28,8750 | 4,96955 1,75700 24,7204 33,0296 19,00 34,00

C+ 8 | 19,0000 [ 2,00000 , 70711 17,3280 20,6720 16,00 21,00
Total | 48 | 25,6042 | 5,78604 ,83514 23,9241 27,2843 15,00 34,00

* La media muestra el promedio de la medicion de los halos de inhibiciéon expresado en milimetros.
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TABLA 5.1: COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
ACEITE DE LA CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale Y LA
DEL CONTROL POSITIVO SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans
AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES.

Grado de

concentracion 30% 40% 50 % 60 % 100 % C+
del aceite

30% 1,000 ,987 ,995 ,998 ,071

40 % 1,000 ,998 ,999 ,987 ,115

50 % ,987 ,998 1,000 ,880 ,285

60 % ,995 ,999 1,000 ,924 ,227

100 % ,998 ,987 ,880 ,924 ,021

C+ ,071 ,115 ,285 ,227 ,021

* Mediante Analisis de Scheffé: La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

TABLA 6: ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA MENOR Y
MAYOR CONCENTRACION DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA NUEZ
DEL Anacardium occidentale Y LA DEL CONTROL POSITIVO SOBRE CEPAS
DE Streptococcus mutans AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES.

Intervalo de confianza para la
Desviacion | Error media al 95%
N Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
30% | 8 | 27,5000 5,31843 1,88035 23,0537 31,9463 18,00 32,00
100% | 8 | 28,8750 | 4,96955 1,75700 24,7204 33,0296 19,00 34,00
C+ 8 | 19,0000 [ 2,00000 , 70711 17,3280 20,6720 16,00 21,00
Total | 24 | 25,1250 | 6,10283 1,24574 22,5480 27,7020 16,00 34,00

* La media muestra el promedio de la medicion de los halos de inhibicidon expresado en milimetros.
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TABLA 6.1: COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA
MENOR Y MAYOR CONCENTRACION DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA
NUEZ DEL Anacardium occidentale Y LA DEL CONTROL POSITIVO SOBRE
CEPAS DE Streptococcus mutans AISLADAS DE MUESTRAS DE
PACIENTES.

Grado de
concentracién 30% 100 % C+
del aceite
30% ,821 ,003
100 % ,821 , 001
C+ ,003 ,001

* Prueba post hoc: La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

TABLA 7: ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA MENOR Y
MAYOR CONCENTRACION DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA NUEZ
DEL Anacardium occidentale Y LA DEL CONTROL POSITIVO SOBRE CEPAS
DE Streptococcus mutans ADQUIRIDAS DE LA COLECCION ATCC.

Intervalo de confianza para la
Desviacion | Error media al 95%
Aceite N Media tipica tipico | Limite inferior | Limite superior | Minimo | Maximo
30% | 4 [ 21,0000 1,15470 ,57735 19,1626 22,8374 20,00 22,00
100 % | 4 | 23,0000 | 2,30940 1,15470 19,3252 26,6748 21,00 25,00
C+ 4 | 21,0000 ,00000 ,00000 21,0000 21,0000 21,00 21,00
Total | 12 | 21,6667 1,66969 ,48200 20,6058 22,7275 20,00 25,00

* La media muestra el promedio de la medicion de los halos de inhibicion expresado en milimetros.
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TABLA 7.1: COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA
MENOR Y MAYOR CONCENTRACION DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA
NUEZ DEL Anacardium occidentale Y LA DEL CONTROL POSITIVO SOBRE
CEPAS DE Streptococcus mutans ADQUIRIDAS DE LA COLECCION ATCC.

Grado de
concentracién 30% 100 % C+
del aceite
30% ,220 1,000
100 % ,220 ,220
C+ 1,000 ,220

* Prueba post hoc: La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

5.4 Evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite de la cascara de la
nuez del Anacardium occidentale sobre dos tipos de cepas de

Streptococcus mutans.

En la tabla 8 se observa la comparacion de la actividad antibacteriana del
aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale sobre dos tipos de
cepa de Streptococcus mutans: cepa aislada de muestras de pacientes, y cepa
patron ATCC. Se determiné que las cepas aisladas de pacientes son mas

sensibles, que las ATCC.

TABLA 8: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE
DE LA CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale SOBRE DOS
TIPOS DE CEPAS DE Streptococcus mutans.

Desviacién
Grupos N Media Estandar T P
Actividad
sobre cepa 5 20,9 0,9 8,33 0,000*
ATCC.
Actividad
sobre cepa
aislada de 5 26,9 1,4
paciente.

*P<0,05: Existe diferencias significativas segun la prueba T de Student.
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VI. DISCUSION

El presente estudio se llevd a cabo sobre cepas de Streptococcus mutans, con
el objetivo de comprobar la actividad del aceite de la cascara de la nuez del
Anacardium occidentale sobre este microorganismo, principal inductor de la
caries dental. Se evalud la actividad sobre dos tipos de cepas de acuerdo a su
origen o procedencia: una cepa aislada a partir de muestras de pacientes y otra
adquirida de la coleccion ATCC. La actividad antibacteriana sobre este
microorganismo esta representada por la presencia de los halos de inhibicion.
Mientras mayor es el diametro del halo de inhibicion mejor es la actividad

antibacteriana de la sustancia.

Para la extraccion del Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium
occidentale se utiliz6 como solvente el éter de Petroleo, tal como lo hicieron
Pinto y col. (Colombia, 1999)° en un estudio donde evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto crudo del aceite y la de cinco fracciones del mismo.
En dicho estudio determinaron que existe mayor accion antimicrobiana sobre
Streptococcus mutans a una determinada concentracion (0,312 ug/mL) Sin
embargo en nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas entre
las diferentes concentraciones. Para solubilizar el Aceite de la cascara de la
nuez del Anacardium occidentale y permitir su utilizacion en un medio acuoso
sin afectar su actividad bactericida el diluyente empleado fue el propuesto por
Garzon y col. (2002)°, al igual que nosotros utilizamos esta sustancia, en un
estudio en el que comprobaron que el Hidroxido de Sodio al 0.1 N es la
solucion optima; luego de demostrar que la accion antibacteriana sobre
Streptococcus mutans, del Aceite de la cascara de la nuez del Anacardium
occidentale diluido con esta sustancia, fue superior a la reportada por la
Clorhexidina 0,12 % luego de las primeras 144 horas, siempre en ausencia de

alguna manifestacion de toxicidad.
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En el presente estudio el efecto antibacteriano del aceite alcanzé un rango de
actividad entre 16 y 25 milimetros sobre las cepas ATCC, y un rango de 16 a
32 milimetros sobre las cepas obtenidas de muestras de pacientes; con medias
de 20,9 y 26,9 respectivamente. La mayor actividad obtenida fue sobre una
cepa aislada donde se registré un diametro de 34 milimetros en el halo formado
alrededor del Aceite al 100 %. Y la menor actividad se dio por parte del Aceite
al 50 % sobre una cepa ATCC y al 60 % sobre una cepa aislada, donde se
registraron halos de 16 y 15 milimetros respectivamente. Sin embargo estas
diferencias no fueron significativas pues la accion se dio en todas las

concentraciones y en ambos tipos de cepas.

Se demostré que cada una de las concentraciones del Aceite tiene actividad
antibacteriana, y aunque no existe diferencia significativa entre ellas se aprecia
que la relacion entre el grado de concentracidn de los tres sustancias que
contienen mayor cantidad de aceite y su actividad antibacteriana es directa. La
mayor actividad se da por parte del Aceite al 100 %, con una media de 28.8
milimetros sobre cepa de pacientes y 23 milimetros sobre cepa ATCC, esto al
tratarse del extracto puro, sin diluir. La actividad de los Aceite al 60 y 50 %,
como se explicod, va disminuyendo en relacién al grado de concentracion, sin
embargo los valores obtenidos en los Aceite al 40 y 30 % son mayores que los
registrados por parte de las concentraciones al 50 y 60 %. Este aparente sesgo
podria deberse a una mala manipulacién del aceite al momento de la dilucion,
pero estadisticamente se demostrdé que no existe diferencia significativa entre
la actividad de cada una de las concentraciones por lo que no podemos hacer
diferencia entre las concentraciones del Aceite y su actividad sobre los

Streptococcus mutans.

En oposicién a lo descrito por Guatibonza (1999)°, quien determind que la
actividad antibacteriana en cada una de las fracciones obtenidas era distinta,
se determin6 que existe homogeneidad en la actividad de cada concentracién

para cada tipo de cepa, obteniéndose medias de 26,9 milimetros sobre cepas
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aisladas de muestras de pacientes, y de 21,3 milimetros sobre cepas ATCC.
Dicha homogeneidad en los resultados niegan nuestra hipétesis de que alguna
de las sustancias posee mejor potencial antibacteriano.

Dicha diferencia que no se hallé en la presente investigacién, deberia de
presentarse tal vez si diluyéramos el aceite a menor concentracion. La relacion
entre las concentraciones y la accién antibacteriana pudo deberse al genotipo
del fruto, a la necesidad de evaluar al aceite en menor grado de concentracion,
a alguna alteracion presente durante la extraccion del aceite, durante la dilucidon
del mismo, o al microorganismo estudiado. Aun asi se resalta que cada
concentracion presenté actividad antibacteriana, aseverando la hipotesis
planteada en nuestra investigacion. Pinto y col. (1999)5 determinaron que la
mayor accidn antibacteriana se logré con la dilucién del Aceite al 0,312 ug/mL.

Se observo que el control positivo (Clorhexidina 0,12 %) presenta actividad
antibacteriana tanto en las cepas obtenidas de pacientes como en las
adquiridas de la coleccion ATCC. Los resultados obtenidos demuestran su
actividad antibacteriana, con formacién de halos de inhibicién que varian entre
16 y 21 milimetros, y una media de 19 milimetros sobre cepas aisladas de
pacientes y de 21 milimetros sobre cepas ATCC.

Pinto (1999)° y Garzén (2002)° concluyeron que existe mejor actividad del
aceite sobre Streptococcus mutans, en comparaciéon con la accion de la
Clorhexidina 0,12 %. Nuestra investigacion corrobora estadisticamente estos
resultados. Tras la comparacion con la media de los resultados de las
diferentes concentraciones y con la media de los aceites de mayor y menor
grado de concentracion, por separado, y los obtenidos por el control positivo se
determind que no poseen actividad homogénea en ninguno de los casos, en los
tres casos existe diferencia significativa a favor de la actividad antibacteriana

del aceite.
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La comparacion de la actividad antibacteriana del aceite de la cascara de la
nuez del Anacardium occidentale sobre dos tipos de cepa de Streptococcus
mutans dio como resultado que no tienen comportamiento homogéneo, y al ser
mayor la actividad antibacteriana en las cepas aisladas de las muestras de
pacientes, se concluye que la cepa ATCC fue mas resistente al aceite que las
cepas aislada de muestras de pacientes. Dicha sensibilidad se presenta
probablemente debido a que las cepas de muestras de pacientes son retiradas

de habitat natural no habiendo tenido contacto previo con dichas sustancias.

A partir de los resultados obtenidos en nuestra investigacion se ha podido
constatar actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans por parte del
aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale, tal como lo
demostraron en diferentes estudios Guatibonza® y Pinto5 (1999), Lima y col.
(2000)", Ferreira y col. (2005)'*, y Pereira (2006)", en sus respectivas
investigaciones, ninguna llevada a cabo en nuestro pais con respecto al S.
mutans, aunque Tello (2010)®' demostré accion antibacteriana contra otros

microorganismos como S. aureus, mas no contra C. albicans.
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VIl. CONCLUSIONES

1. El aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale presentd en
todas las concentraciones utilizadas de 100 %, 60 %, 50 %, 40 % y 30 %
acciéon antibacteriana in vitro sobre Streptococcus mutans, tanto sobre cepas

ATCC como en cepas aisladas de pacientes.

2. La actividad antibacteriana dada por el aceite puro fue ligeramente mas
efectiva, aunque no hubo diferencias significativas entre las diferentes

concentraciones para ambos tipos de cepas estudiadas.

3. En base a las concentraciones y metodologia utilizada no se pudo encontrar
diferencias significativas en la accion antibacteriana del aceite de la cascara de
la nuez del Anacardium occidentale a las diversas concentraciones utilizadas

sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC y de procedencia clinica.

4. El aceite de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale tuvo mejor
actividad antibacteriana in vitro contra Streptococcus mutans que la
Clorhexidina 0,12 %, tanto sobre las cepas ATCC como en cepas aisladas de

muestras de pacientes.

5. Las cepas de procedencia clinica fueron estadisticamente mas sensibles que
las cepas de Streptococcus mutans ATCC al aceite de la cascara de la nuez

del Anacardium occidentale.

74



VIIl. BIBLIOGRAFIA

1. Cragg G, Nexman D. Discovery and development of antineoplastic agents
from natural sources. Cancer Investig. 1999; 17(2): 153-63.

2. Medina R. Efecto de la temperatura de industrializacién de la nuez de
marafnon en la actividad antibacteriana en Streptococcus mutans del liquido de
la cascara LCNM. Rev Colombiana de Quimica. 2003; 32(2): 103-112.

3. Garzén F, Flomin B, Jiménez B, Medina A. Efecto de la formacion de sales
de los componentes activos del liquido de la cascara de la nuez del marafién
(Anacardium occidentale) en la actividad antimicrobiana sobre el Streptococcus
mutans. 2002. Trabajo de pregrado: Facultad de Odontologia, Universidad
Nacional de Colombia.

4. Gaitan S. Estabilidad quimica y antibacteriana en Streptococcus mutans del
liguido de la cascara de la nuez del maraidn (Anacardium occidentale)
calentando a temperaturas de industrializacion de la almendra. 2000. Trabajo
de pregrado Quimica: Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de
Colombia. Se puede encontrar en la Biblioteca de la Facultad.

5. Pinto M, Rodriguez M, Medina R. Prueba “in vitro” del LCNM Anacardium
occidentale en el Streptococcus mutans. 1999. Trabajo de investigacion, pre
grado: Universidad Nacional de Colombia. Disponible en la Biblioteca de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Colombia.

6. Guatibonza S. Extraccion del liquido de la cascara de la nuez del maraién y
determinacién de la actividad antibacteriana en Streptococcus mutans. 1999.
Trabajo de grado, pregrado Quimica: Facultad de Ciencias, Universidad
Nacional de Colombia.

7. Moromi H. Manual de practicas de microbiologia general y estomatolégica.
2004: 82-120. Peru, Lima.

8. Brook, |I. Management and Prevention of Odontogenic Infections. Meciscape
Infectious Diseases. 2003; 5(1).

9. Abello R, Barrientos S, Delgado J, Gonzales O, Jaramillo L, Martinez M,
Rodriguez A. Generalidades sobre la caries dental. 2004 Feb. Disponible en:

http://www.encolombia.com/odontologia/investigaciones/caries.htm

75



10. Liébana U. Microbiologia Oral. Interamericana-Mc Graw-Hill. 1995. Espana,
Madrid.

11. Locker D. Incidence and prevalence of caries in an older Canadian
population. Comm Dent Oral Epidemiol. 1996; 24: 7-403.

12. Gonzalez M, Remirez D, Jacobo O. Antecedentes y situacion reguladora de
la medicina herbaria en Cuba. Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas
Medicinales y Aromaticas. 2007 Abr. 13 (publicado: 2007 Jul. 19); 6(4): 118-
124. Disponible en:

www.uv.es/~prietojm/BLACPMA/ArchivoSep/Gonzalez BLACPMA_V6_N4.pdf
13. Pereira J, Sampaio F, Pereira M, Melo A, Higino J, Carvalho A. In vitro
antimicrobial activity of an extract from Anacardium ocidentale Linn on
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans and Streptococcus sanguis. Rev.
Odontol clin-cient. 2006 Abr.-Jun.; 5(2): 137-141.

14. Ferreira C, Vieira M, Higino J, Vieira J, Branquinho A. Atividade antifungica
in vitro da casca do Anacardium occidentale Linn. Sobre leveduras do género
Candida. Rev. Arquivos em Odontologia, Belo Horizonte. 2005 Jul.-Set.; 41(3):
193-272.

15. Muroi H, Kubo |. Bactericidal activity of anacardic acids against
Streptococcus mutans and their potentiation. Journal of agricultural and food
chemistry. 1993; 41(10): 1780-1783.

16 Melo A, Diniz M, Santos H, Silva M, Medeiros |. Ensaios toxicologicos pré-
clinicos agudos do extrato bruto da casca do caule de Anacardium occidentale
Linn em Ratos. Rev. Bras. Cienc. Saude. 2004; 8(3): 217-222.

17. Lima C, Pastore G, Lima E. Estudo da atividade antimicrobiana dos acidos
anacardicos do 6leo da casca da castanha de caju (CNSL) dos clones de
cajueiro-anao-precoce CCP-76 e CCP-09 em cinco estagios de maturacao
sobre microorganismos da cavidade bucal. Rev. Cienc. Tecnol. Alimenta. 2000
Sept.-Dec.; 20(3).

18. Cowan MM. Plant Products as antimicrobial agents. Clin. Microbial Rev.
1999; 19(4): 564-582.

19. Paolini M. Brussels sprouts: an exceptionally rich source of ambiguity for
anticancer strategies. Toxicol Appl Pharmacol. 1998 Oct; 152(2): 293-4.

76



20. Ornish D, Brown S, Scherwite L, Billing J, Armstrong W, Portita A, et al. Can
life style changes reverse coronary heart disease?. The Life Style Heart Trial.
1990; 336.

21. Romart X. Naturellement mieux. Therapeutiges Naturelles 1997; 129: 7-21.
22. Rodriguez I. 4 Por qué medicina alternativa?. Resumed 1997; 10(3): 99-102.
23. Oliveira M, Velasquez D, Bermudez A. La investigacion etnobotanica sobre
plantas medicinales: una revision de sus objetivos y enfoques actuales. 2005;
30(8): 453-459.

24. Waizel-Bucay J. Martinez |. Plantas empleadas en odontalgias |I.
Medigraphic (serial de Internet). 2006 Jul. 10 (citado: 2007 Set.-Oct.); 64(5):
173-186. Disponible en:
http://www.medigraphic.com/pdfs/adm/od-2007/0d075b.pdf

25. Gordon J. Alternative medicine and the family physicians. Am Fam Phys
1996; 54(7): 12-2205.

26. Siani A, Franco A, de Sousa M, Oliveira M. Oleos esseciais Potencial anti-
inilamatdrio. Bitecnologia Ciencia y Desenvolvimiento. 1998; 16: 1-11.

27. Pardo O. Estudio comparativo de ocho especies americanas de uso
medicinal en Mozambique. Estudio presentado en el VIII Congreso Iitalo-
Latinoamericano de Etnomedicina: Universidad Técnica Federico Santa Maria,
Valparaiso; 1999 Set. 27-29; Valparaiso. 1999.

28. Chung K. Why alternative medicine? A Fam Physician. 1996; 54(7): 84-93.
29. Velak J, Stodola J. Prologo. En: El gran libro de las plantas medicinales. 2a.
ed. Praga: Sugesta, 1989: 340.

30. Laza D, Rodriguez |, Sardina G. Descubrimiento y desarrollo de agentes
cancerigenos derivados de plantas medicinales. Rev Cubana Plant Med. 2003
Set.-Dic.; 8(3).

31. Farnsworth N, Akerete O, Bengel A, Suejanto D, Guo Z. Las plantas
medicinales en la terapéutica. Bol Of Sanit Panam 1989; 107(4): 29-4314.

32. Mc Knight I, Seatt M. Managing HIV 74 HI and complementary medicine.
MJA 1996; 165(3):143-5.

33. Zang X. Traditional medicine Who. Hardard Medicus 1996; 39(3):103.

77



34. Mitchell S, Ahmad H. Un resumen de la investigacion sobre plantas
medicinales en la Universidad de West Indies, Jamaica, 1948-2001. West
Indian medical Journal. 2006; 55(4): 243-269.

35. Phillipson J, Chan K, Hussin A, Sadikun A, Yuan K, Asmawi M, Ismail Z.
Global trend and market size of herbal medicine in primary health care. Trends
in Traditional Medicine Research. Proceeding of the International Conference
on the use of Traditional Medicine and other natural products in Health care.
En: Penang: Schoool of Pharmaceutical Sciences. University of Science.
Malaysia, 1995:1-8.

36. Lancet X. Pharmaceuticals from plants: great potentials few funds.
[editorial]. 1994; 343(8912):5-1513.

37. Lagarto A, Tillan J, Vega R, Cabrera Y. Toxicidad aguda oral de extractos
hidroalcohdlicos de plantas medicinales. Rev Cubana Plant Med. 1999; 1(4):
26-8

38. Beyra A, Ledn M, lIglesias E, Ferrandiz D, Herrera R, Volpato, y col.
Estudios etnobotanicos sobre plantas medicinales en la provincia de Camaguey
(Cuba). Anales del Jardin Botanico de Madrid. 2004; 61(2): 185-204

39. Echemendia S. Medicina tradicional herbolaria, verde o fitoterapia. 2006.
Disponible en:

http://www.16deabril.sld.cu/apuntes/mnt

40. Ruiz, M. Relacién historica de los viajes a los reinos del Peru y Chile, Tomo
[I. 1952. Espaia, Madrid.

41. Weberbauer A. Génesis de la flora Peruana. Ed. Lumen. 1956. Peru, Lima.
42. Ledn F, Cabieses F. Efecto antiinflamatorio de la Uncaria tomentosa.
Odontologia Sanmarquina. 2000; 1(6): 66-68.

43. Lahoud V, Gutiérrez J, Romero M, Ortiz E. Analisis histolégico del
recubrimiento pulpar directo con pasta a base de Uncaria tomentosa.
Odontologia Sanmarquina. 2000 Jun.; 1(5): 9-14.

44. Lahoud V, Gutiérrez J, Mendoza J, Cisneros L. Ventajas terapéuticas del
uso de la asociacion de ampicuina con uncaria tomentosa en pacientes con
procesos infecciosos agudos en la cavidad oral. Odontologia Sanmarquina.
2001 Jul.-Dic.; 1(8): 7-12.

78



45. Durand A. La sangre de grado y la odontologia. Visiéon Dental. 1997; 1(1):
22.

46. Trujillo F. Estudio clinico de los efectos del balsamo del Peru en el
tratamiento de alveolitis seca dolorosa. Tesis para obtener el titulo de Cirujano
Dentista UPCH. 1983. Peru, Lima.

47. Villalobos O, Salazar C, Ramirez G. Efecto de un enjuague bucal
compuesto de aloe vera en placa bacteriana e inflamacion gingival. Acta
odontoldgica venezolana. 2001; 39 (2): 16-24.

48. Smith-Palmer A, Stewart J, Fyfe L. Antimicrobial properties of plant
essential oiis and essences against five important food-borne pathogens. Lett.
App Microbiol. 1998; 26: 118-122.

49. Food Agriculture Organization - Roma. Cultivos marginados: otra
perspectiva de 1492. 1992. (Editado por Hernandez B y Le6n J.).

50. Mendez Ferrao J. A aventura das plantas e dos descobrimentos
portugueses. Ed. Instituto de Investigagao Cientifica Tropical. 1998.

51. Vit P. Anacardium ocidentale L: ficha botanica de interés apicola en
Venezuela, N.°6 Merey. Rev.Fac.Farm. 2003 Ene.-Jun.; 45(1): 77-79.

52. Arce G, Sanchez L, Slaa J, Sanchez-Vindas P, Ortiz A, van Veen J,
Sommeijer M. Arboles Meliferos Nativos de Mesoamérica. Herbario Juvenal
Valerio Rodriguez. 2001; 208. Costa Rica, Heredia.

53. McLaughlin J, Balerdi C, Crane J. Marandn-Anacardium occidentale L.
Species Plantarum. 2005; 1: 383.

54. Ogulana y Ramstad citados en: House P, Lagos-Witte S, Ochoa L, Torres
C, Mejia T, Rivas M. Plantas medicinales comunes de Honduras. 1995.
Honduras, Tegucigalpa.

55. Jansen P, Méndez O. Plantas medicinales: seu uso tradicional em
Mocgambique, 4 tomos. Ed. Gabinete de Estudos de Medicina Tradicional.
(GEMT). 1990.

56. Kadiri S, Arije A, Salako B. Traditional herbal preparations and acute renal
failure in South West Nigeria.Tropical. 1999; (4): 244-246.

57. Prabha S, Rajamohan T. Effect of inclusion of cashew globulin (Anacardium
occidentale) to a casein diet on lipid parameters in rats. Plant Foods for Human
Nutrition. 1998; 53(1): 83-92.

79



58. Leszczynska J, Kucharska U, Zegota H. Aflatoxins in nuts assayed by
immunological methods. European Food Research and Technology. 2000;
210(3): 213-215.

59. Wang F, Robotham J, Teuber S, Tawde P, Sathe S, Roux K. Cashew
(Anacardium occidentale) allergen of the vicilin seed storage protein family.
Journal of Allergy and Clinical. 2002; 110(1): 160-166.

60. Hoyos, J. Flora de la isla de Margarita, Venezuela. Sociedad y Fundacién
La Salle de Ciencias Naturales. Monografia No. 34. 1985; 927. Venezuela,
Caracas.

61. Menezes E, Tome E, Nunes R, Nunes A, Freire C, Torres J, Castro F,
Croce J. Extracts of Anacardium occidentale (cashew) pollen in patients with
allergic bronchial asthma. Journal of Investigational Allergology & Clinical
Immunology. 2002; 12(1): 25-28.

62. Folster-Holst R, Hausen B, Brasch J, Christophers E. Allergic contact
dermatitis caused by poison ivy. (Hautarzt. 2001; 52(2): 136-142.

63. Muroi H, Kubol |. Bactericidal activity of Anacardic Acids against S. mutans
and their Potentiation. J. Agric. Food Chem. 1993; 39: 418-421.

64. Blazdell P. The mighty cashew. Interdisciplinary Science Reviews. 2000;
25(3): 220-226.

65. Kubo J, Lee J, Kubo |. Anti-Helicobacter pylori agents from the cashew
apple. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 1999; 47(2): 533-537.

66. Medina R. Efecto de la temperatura de industrializacion de la nuez de
marafnon en la actividad antibacteriana en Streptococcus mutans del liquido de
la cascara (LCNM). Rev. Colombiana de Quimica. 2003; 32(1): 103-112.

67. Gabinete de Estudios de Medicina Tradicional. Medicina tradicional:
algunos resultados preliminares do trabalho do gabinete de estudos de
medicina tradicional (GEMT). 1981; Cuadernos de Saude 1.2 Serie(1).

68. Pinto M, Rodriguez M, Medina R. Prueba “in vitro” del liquido de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale en el Streptococcus mutans. Trabajo de
grado Odontologia. 1999. Universidad Nacional de Colombia.

69. Negroni M. Microbiologia estomatologica. Ed. Médica Panamericana. 1999:
203-215. Argentina, Buenos Aires.

80



70. Irigoyen M, Zepeda A, Sanchez L. Prevalencia e incidencia de caries dental
y habitos de higiene bucal en un grupo de escolares del Sur de la Ciudad de
México. Revista ADM. 2001; 53(3): 98-104.

71. Narhi T, Vehkalahti M, Siukosaari A. Salivary findings, daily medication and
caries in the old elderly. Caries Res. 1998; 32: 5-9.

72. Liébana U. Microbiologia Oral; Primera edicion. Mc Graw-Hill.
Interamericana. 1995. 448-492. Espana, Madrid.

73. Liébana U. Microbiologia Oral; Primera edicion. Mc Graw Hill.
Interamericana. 1997; 448-492. Espana.

74. Kukleva M, Kondeva V. A study on the prevalence of caries incipiens in 7-
14 years old children from Plovdiv. Foila Med. 1998; 40(4): 541.

75. Pettis T, Satto R, Ottolenghil T, Simonetti D. Su tre different, metodiche d;
valutazione dello S. mutans nella Saliva. Minerva Stomol. 1994; 43(3): 98-101.
76. Larmas M. Saliva and dental caries: diagnostic tests for normal dent
practice. Int Dent J 1992; 42: 199-208.

77. Erickson P. Estimation of the caries-realted risk associated with formula.
Pediatr Dent. 1998; 20(7): 395-403.

78. Dutra G. Carie dentaria uma doenca trnsmissivel. Rev Bras Odontol. 1997;
54(5): 6-293.

79. lkeda T, Sandham H, Bradley E. Change in Streptococcus mutans and
lactobacili plaque in relation to the initiation of dental caries in negro children.
Arch Oral Biol. 1973; 18: 555-556.

80. Nicho A, Marquez A, Davila J, Moromi H, Marin G. Aislamiento y estudio de
los estreptococos de la placa bacteriana dental. Selecciones Odontoldgicas
1981; 5y 6:36-39

81. Tello J. Accidn antimicrobiana de Anacardium occidentale sobre Candida
albicans y Staphylococcus aureus estudio in vitro 2010 .Tesis para optar el
Titulo de Cirujano Dentista Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima

Peru.

81



IX. ANEXOS

82



CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION CIENTIFICA

Titulo del Protocolo: Recoleccién de muestras de placa dental.

Investigador: Carlos José Ponce Contreras

Sede donde se realizara el estudio: Clinica Odontoldgica de la Facultad de
Odontologia de la UNMSN.

Nombre del paciente (opcional):

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion
odontoldgica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender
cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces
se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara

una copia firmada y fechada.

1. OBJETIVO DEL ESTUDIO:

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que
tiene como objetivo principal determinar la actividad antibacteriana del aceite
de la cascara de un fruto que crece en la selva de Peru (el Anacardium
occidentale) sobre el principal microorganismo presente en el inicio de la caries

dental (Streptococcus mutans)

2. BENEFICIOS DEL ESTUDIO:

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores se ha observado
que existe actividad a favor de nuestro aceite, y queremos demostrar

Con este estudio conocera de manera clara si

Esta investigacion colaborara para que en un futuro el aceite estudiado pueda
ser aplicado directamente sobre el paciente, de modo que se prevenga o sea

util en el tratamiento de caries que empieza a formarse.
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3. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO:

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizara la toma de muestra
de placa dental, la préxima vez que acuda a la Clinica Odontoldgica, dos horas
después de haber ingerido el primer alimento del dia, y minutos después de
haberse enjuagado con agua potable. Se le pide por favor que no debera de
realizarse algun tipo de limpieza bucal un dia antes de la toma de muestra.
Para la obtencion de la muestra de placa se le realizara un aislamiento relativo
con torundas de algodon estériles, se secara la pieza elegida con aire
proveniente de la jeringa triple del médulo dental, y se procedera a la toma de

muestra con un instrumental estéril.

4. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO: Ninguno.

5. ACLARACIONES:

- Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

- Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o
no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

- No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

- No recibira pago por su participacion.

- En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

- La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad.

- En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacién, siempre que estos efectos sean
consecuencia de su participacion en el estudio.

- Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion,
puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma

parte de este documento.
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6. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Yo, he leido y comprendido la

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el
estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en este estudio de investigacion.

Recibiré una copia firmada y fechada de este consentimiento.

Firma del participante
Fecha:

He explicado a la naturaleza y

los propésitos de la investigacidn; le he explicado acerca de los riesgos y
beneficios que implica su participaciéon. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido
y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con
seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesidon de preguntas y respuestas, se procedidé a firmar el

presente documento.

Firma del investigador

Fecha:
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RECOLECCION DE DATOS

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION SOBRE CEPAS DE
Streptococcus mutans AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES.*

Muestra N.° 1 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 18 milimetros.
40 % 19 milimetros.
50 % 16 milimetros.
60 % 16 milimetros.
100 % 19 milimetros.

Control + 21 milimetros.

Control - No registrable.

Muestra N.° 2 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 20 milimetros.
40 % 20 milimetros.
50 % 18 milimetros.
60 % 15 milimetros.
100 % 24 milimetros.

Control + 21 milimetros.

Control - No registrable.

Muestra N.° 3 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 30 milimetros.
40 % 30 milimetros.
50 % 30 milimetros.
60 % 24 milimetros.
100 % 30 milimetros.

Control + 17 milimetros.

Control - No registrable.

Muestra N.° 4 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 30 milimetros.
40 % 30 milimetros.
50 % 24 milimetros.
60 % 30 milimetros.
100 % 33 milimetros.

Control + 21 milimetros.

Control - No registrable.
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Muestra N.° 5 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia

Halo de inhibicion

30 %
40 %
50 %
60 %
100 %
Control +
Control -

30 milimetros.
28 milimetros.
30 milimetros.
32 milimetros.
34 milimetros.
20 milimetros.
No registrable.

Muestra N.° 6 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia

Halo de inhibicion

30 %
40 %
50 %
60 %
100 %
Control +
Control -

30 milimetros.
30 milimetros.
28 milimetros.
30 milimetros.
31 milimetros.
16 milimetros.
No registrable.

Muestra N.° 7 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia

Halo de inhibicion

30 %
40 %
50 %
60 %
100 %
Control +
Control -

32 milimetros.
30 milimetros.
30 milimetros.
30 milimetros.
30 milimetros.
18 milimetros.
No registrable.

Muestra N.° 8 sobre cepa de muestra de paciente

Sustancia

Halo de inhibicion

30 %
40 %
50 %
60 %
100 %
Control +
Control -

30 milimetros.
28 milimetros.
28 milimetros.
30 milimetros.
30 milimetros.
18 milimetros.
No registrable.

* Las medidas que figuran son los promedios de las medidas de las cepas

iniciales con las de su repicacion.
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MEDICION DE LOS HALOS DE
Streptococcus mutans OBTENIDAS DE LA COLECCION ATCC 25175.*

INHIBICION SOBRE CEPAS DE

Muestra N.° 1 sobre cepa ATCC 25175

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 20 milimetros.
40 % 19 milimetros.
50 % 16 milimetros.
60 % 17 milimetros.
100 % 21 milimetros.

Control + 21 milimetros.

Control - No registrable.

Muestra N.° 2 sobre cepa ATCC 25175

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 22 milimetros.
40 % 25 milimetros.
50 % 23 milimetros.
60 % 25 milimetros.
100 % 25 milimetros.

Control + 21 milimetros.

Control - No registrable.

Muestra N.° 3 sobre cepa ATCC 25175

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 20 milimetros.
40 % 19 milimetros.
50 % 16 milimetros.
60 % 17 milimetros.
100 % 21 milimetros.

Control + 21 milimetros.

Control - No registrable.

Muestra N.° 4 sobre cepa ATCC 25175

Sustancia Halo de inhibicién
30 % 22 milimetros.
40 % 25 milimetros.
50 % 23 milimetros.
60 % 25 milimetros.
100 % 25 milimetros.

Control + 21 milimetros.

Control - No registrable.

* Las medidas que figuran son los promedios de las medidas de las cepas

iniciales con las de su repicacion.
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RECOLECCION DE LA NUEZ

LAVADO

SECADO Y MOLINADO
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SECADO EN ESTUFA

> -

SEPARACION DE LA CASCARA Y LA NUEZ

J

— T - V= Y

CASCARA DE LA NUEZ
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PULVERIZACION DE LA CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium
occidentale

PROCESO DE EXTRACCION DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA NUEZ

DEL Anacardium occidentale

EQUIPOS SOXHLET
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MATERIALES Y MUESTRA DE LA CASCARA DE LA NUEZ

PROCESO DE EXTRACCION DEL ACEITE DE LA CASCARA DE LA NUEZ

DEL Anacardium occidentale

ACEITE EXTRAIDO DE LA CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium

occidentale
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CASCARA DE LA NUEZ DEL Anacardium occidentale, LUEGO DE
REALIZADO EL PROCESO DE EXTRACCION

INCUBACION DE PLACAS PETRI

LECTURA DE RESULTADOS (CEPA ATCC)
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LECTURA DE RESULTADOS (CEPAS AISLADAS DE PACIENTES)




