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RESUMEN

Introduccion: Una biopelicula es un conjunto de microorganismos que crecen embebidos
en una matriz de polisacaridos y permite su adherencia a una superficie inerte o tejido
vivo. Un patogeno formador de esta estructura es el Streptococcus mutans
microorganismo acidofilo formador de glucanos por activacion de la enzima
glucosiltrasnferasa, de la biopelicula bucal y agente etioldgico de la caries dental al
incrementar cambios en la superficie dentaria, ademas de colaborar en el desarrollo de
diferentes enfermedades bucales, en las que productos naturales provenientes de las
plantas son alternativa eficiente para su prevencion y tratamiento.

Objetivo: Evaluar la accion antimicrobiana de extractos hidroalcohdlicos de hojas de

Eucalyptus globulus sobre la bacteria Streptococcus mutans y su efecto sobre la
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formacion de una biopelicula, centrada en su efecto anti quorum sensing y produccion
de exopolisacaridos.

Método: La actividad antimicrobiana fue determinada por concentracién minima
inhibitoria de diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus
globulus (5, 10, 20, 40, 80, 160 pg/mL) contra Streptococcus mutans, la alteracion,
formacion de biopelicula y actividad de glucosiltrasnferasa mediante produccion de
glucano no soluble. El nivel de significancia estadistica fue p < 0,05.

Resultados. Se determinaron varios productos naturales (fenoles, flavonoides, taninos,
saponinas y cumarinas) que disminuian la proliferaciéon celular. La concentracion
minima inhibitoria del extracto hidroalcoholico de Eucalyptus globulus fue de 20 pg/mL
(£ 0,138 DO) se observé relacion inhibitoria entre sus concentraciones de 40, 80 y 160
pug/mL, formacion de biopelicula y produccion de glucano.

Conclusiones. Los productos naturales presentes en el extracto hidroalcoholico de
Eucalyptus globulus inhiben la formacién de la biopelicula y produccion de glucano,
factores cariogénicos del Streptococcus mutans y los convierte en herramientas
aplicativas para su control, asi como en alternativas para la elaboracion de productos de
uso bucal (cremas, enjuagues dentales, etc.) de menor costo y gran accion terapéutica.

Palabras clave. Streptococcus mutans; Eucalyptus globulus; biopelicula microbiana.

ABSTRACT

Introduction: A biofilm is a set of microorganisms that grow embedded in a
polysaccharide matrix and allows their adherence to an inert surface or living tissue. A
pathogen that forms this structure is Streptococcus mutans, an acidophilic
microorganism that forms glucans by activation of the enzyme glucosyltransferase, of
the oral biofilm and etiological agent of dental cavities by increasing changes in the
dental surface, besides collaborating in the development of different oral diseases, in
which natural products from plants are an efficient alternative for their prevention and
treatment.

Objective: To evaluate the antimicrobial action of hydroalcoholic extracts of Eucalyptus
globulus leaves on Streptococcus mutans bacteria and their effect on biofilm formation,

focusing on their ant quorum sensing effect and production of exopolysaccharides.
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Methods: The antimicrobial activity was determined by minimum inhibitory
concentration of different concentrations of the hydroalcoholic extract of Eucalyptus
globulus (5, 10, 20, 40, 80, 160 pg/mL) against Streptococcus mutans, the alteration,
biofilm formation and glycosyltransferase activity by production of non-soluble glucan.
The level of statistical significance was p < 0.05.

Results. Several natural products (phenols, flavonoids, tannins, saponins and coumarins)
that decreased cell proliferation were determined. The minimum inhibitory concentration
of the hydroalcoholic extract of Eucalyptus globulus was 20 pg/mL (+ 0.138 OD)
inhibitory relationship was observed between its concentrations of 40,80 and 160 pg/mL,
biofilm formation and glucan production.

Conclusions: The natural products present in the hydroalcoholic extract of Eucalyptus
globulus inhibit the formation of biofilm and glucan production, cariogenic factors of
Streptococcus mutans and make them applicable tools for its control, as well as
alternatives for the elaboration of products for oral use (creams, dental rinses, etc.) of
lower cost and great therapeutic action.

Keywords. Streptococcus mutans; Eucalyptus globulus; microbial biofilm.

Recibido:13/10/2023
Aprobado: 22/02/2024

Introduccion

Una placa biopelicula microbiana (BM) se define como un conjunto de microorganismos
de distintas especies, que se agrupan formando una comunidad o consorcio mediante la
produccién de sustancias biopoliméricas que facilitan su agregacion(V) y se caracteriza
por presentar una alta densidad celular y estar conformada por una importante cantidad
de especies, generando en si misma un microecosistema heterogéneo que asegura su
supervivencia,? propiedad debida a la facilidad del intercambio y expresion genética que,
en algunos casos otorga una alta tasa de resistencia a agentes antimicrobianos como

los antibidticos.®
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La conformacion de una BM se fundamenta por las interacciones beneficiosas entre
especies y la generacion de exopolisacaridos bacterianos, que no solo incrementan la
resistencia al sistema inmune, sino que cimentan su adherenciay estructuraciony puede
resultar en un serio problema de salud humana en lo referido a salud bucal, al facilitar la
formacion de caries y generar otras enfermedades parodontales con gran resistencia
antimicrobiana.®

La BM bucal posee varios tipos de microorganismos entre los que destaca como especie
dominante el Streptococcus mutans, bacteria cocacea gram positiva agrupada en
cadenas, inmovil, catalasa positiva, productora de acido lactico a partir de azucares
simples y capaz de cambiar el pH del medio desde 7,0 a 4,2 en aproximadamente 24 h®
dada la alta tasa de conversion azucar/acido lactico que posee.

Esta capacidad se debe a que cuenta con algunas enzimas que hidrolizan la sacarosa 'y
otros azucares simples en monosacaridos y transfieren la fraccién fructosa a la
formacion de un exopolisacarido conocido como fructano, a la vez que la glucosa
proporciona en su mayor parte energia a la bacteria, pero en cantidad menor al ser
metabolizada para la generacion de un segundo exopolisacarido, el glucano.®

Una serie de experimentos in vitro demuestran que particularmente los glucanos
permiten al Streptococcus mutans adherirse a las superficies® al generar su fijacion y
asegurar la supervivencia de la posterior colonia generada.

Lo anterior sugiere que a nivel in vivo, estos exopolisacaridos permiten que la bacteria
pueda generar sujecion a la superficie dental al acumularse de manera progresiva,
entorpeciendo el proceso de mineralizacion, debilita la estructura dentaria y deriva en la
formacion de una lesién superficial que vulnera la integridad del diente, formando una
caries que permite a la bacteria infectar sus tejidos blandos e incluso le permite llegar a
tener acceso al tejido cerebral(® motivo consecuente para que se busquen alternativas
que permitan limitar la presencia de bacterias como el Streptococcus mutans, o que
ayuden a evitar o disminuir su capacidad de produccion de exopolisacaridos, evitando
asi la sujecién y formacion de una BM compleja.

En la actualidad, la mayoria de los productos utilizados para el control de la placa
bacteriana dental (tipo de BM) tienen funcidn efectiva, pero poco especifica, es decir, son

productos con capacidad antimicrobiana general, como los antibidticos de uso bucal
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(amoxicilina, azitromicina, clindamicina, entre otros) y los agentes antisépticos como la
clorhexidina. No obstante, estos productos en su mayoria han incrementado la
resistencia del Streptococcus mutans y de otras especies bacterianas y ha llevado a la
comunidad cientifica a la busqueda de nuevos compuestos naturales con buen equilibrio
costo-efectivo y menor toxicidad.®

Algunos estudios®®19-han sefialado la eficacia de aceites esenciales y extractos
hidroalcohdlicos de origen vegetal en el control del crecimiento in vitro de Streptococcus
mutans y otras bacterias bucales, como los aceites esenciales con capacidad
antimicrobiana presentes en el tomillo, el orégano, el romero, el ajo, la manzanilla, la
menta e incluso algunos muy utilizados popularmente, como los compuestos
aromaticos del eucaliptus (Eucalipto radiata), lo que demuestra que si bien es cierto que
existen extractos naturales con propiedades antimicrobianas de uso bucal, su
efectividad ha sido evaluada en términos de capacidad antimicrobiana o de capacidad
para inhibir o eliminar microorganismos, pero no sobre su capacidad para evitar la
formacion de la BM y con ello evitar la formacion de un andamiaje microbiano
multiespecies.(10)

Pese a saberse que la formacion de una BM, requiere de la detecciéon de un quérum
sensing, es decir de la deteccion de una respuesta asociada a la regulacion de la
expresion génica microbiana,('" respuesta dada en funcién tanto de la densidad
poblacional microbiana, como de sus fluctuaciones y tasas de proliferacion.

Cuando los microorganismos incrementan su densidad celular o aumentan sus tasas de
proliferacion se llega a un “umbral” cuya deteccion produce una sefal bioquimica en las
bacterias que las induce a la produccién de moléculas autoinductoras,('? las que al ser
captadas provocan la induccion de un incremento en la expresion génica y significativa
ventaja para la supervivencia microbiana, pues la expresion génica gatilla un incremento
en la capacidad simbidtica entre especies diferentes, incremento de su virulencia o
formacion de exopolisacaridos que facilitan la formacion de una BM, entre otras
propiedades.(3

En el caso especifico del Eucalyptus radiata, como especie antimicrobiana, se sabe que
su aceite esencial tiene la capacidad de poseer actividad anti quérum sensing, o que

puede inhibir la capacidad de algunas bacterias para detectar una alta densidad
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poblacional o una alta tasa de proliferacion y en consecuencia puede afectar o reducir la
expresion génica limitando, entre otros fenomenos, la formacion de exopolisacaridos
para la formacion de una BM(D y motivd en esta investigacion evaluar la accion
antimicrobiana de extractos hidroalcoholicos de hojas de Eucalyptus globulus sobre la
bacteria Streptococcus mutans y su efecto sobre la formacion de una BM, centrada en el

efecto anti quorum sensing y la produccion de exopolisacaridos.

Métodos

Preparacion del extracto vegetal
El extracto vegetal se preparod en el laboratorio de Quimica de la Universidad Adventista
de Chile (Chillan, Chile). Las hojas de Eucalyptus globulus Labill. fueron recolectadas
entre marzo a junio (otofio) del afio 2020 en el sector de Las Mariposas, Chillan, Chile
(36°38'12"S 71°59'42"W) en su estacion experimental y la caracterizacion de la especie
la realizé Alejandro Marchant en el afo 2014. Las hojas obtenidas fueron dispuestas
entre laminas de papel secante y mantenidas a 23 + 1 °C durante 8 dias y humedad
relativa de + 40 %.
Las hojas ya secas se trituraron manualmente en un mortero de ceramica. Luego, 200 g
de hojas molidas se dispusieron en vasos precipitados de 3000 mL y se le agregaron
1000 mL de agua destilada y 1000 mL etanol al 95 % (Millipore, EMSURE®, Merck). Las
maceraciones colocadas en vasos de vidrio color ambar fueron tapadas con parafilm y
dejadas macerar por 48 h en la oscuridad a una temperatura promedio de 20 + 2 °C.
Finalmente, todos los macerados se filtraron en embudo Buchner y papel filtro 150 mm
(Whatman, Grade 512 2, Merck) utilizando una bomba de vacio a temperatura ambiente
(18 £ 1°C) en una bomba al vacio (Boeco, R-300, weed lab Chile).
El filtrado resultante fue dispuesto en frascos ambar con tapa y guardados en

refrigeracion (04 = 1°C) hasta su uso.

Cultivo de cepa bacteriana Streptococcus mutans ATCC 35668

La cepa Streptococcus mutans ATCC 35668 se obtuvo de la empresa Lab-diagnostic

(Santiago, Chile). Para su multiplicacion se utilizé medio liquido Brain Heart Infusién

{oc]m Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES



€CIMED Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2023;28(2):e1456

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

(BHI) (FDA-BAM Granu Cult® prime, Millipore, Merck) y se incubd a 37 °C en estufa de
cultivo (Pol-Eko, Mod. CL115, Polonia) por 48 h hasta la deteccion del crecimiento.(' De
las colonias obtenidas se tomaron muestras para microscopia y se ejecutaron pruebas

de tincion de Gram.

Determinacion de concentracion minima inhibitoria y concentracion minina

bactericida
Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y de concentracion
minima bactericida (CMB), se inocularon 20 pL de 1 x 10°unidad formadora de colonias
(UFC) de cultivo puro de Streptococcus mutans ATCC 35668 en 10 mL de medio Brain
Heart Infusion (BHI).(4 Se afiadieron diferentes concentraciones de extractos de hojas
de Eucaliptus globulus 5, 10, 20, 40, 80 y 160 pg/mL; el control positivo fue inoculado
solo con medio BHI y bacterias, y como control negativo solo se usé medio de cultivo.(4
Los tubos se incubaron durante 24 h a 37 °C con control atmosférico (CO>). El crecimiento
celular se cuantificé por densidad dptica (OD) mediante el uso del espectrofotometro UV-
Vis (Shimadzu UV-1900, Japén) a una longitud de onda de 590 nm y el ensayo se realizd
por triplicado.
Para determinar la CMI se tomaron 10 pL de muestra de cada tubo de ensayo, la que se
adiciono sobre una placa de Petri que poseia medio sélido BHI y fue inoculada por 24 h
a3r7°C.
Mediante observacion y conteo del numero de colonias, la CMI se asigno a la
concentracion mas baja del extracto hidroalcohodlico que redujo a 1 logaritmo Ia
concertacion celular, mientras que la CMB fue la minima concentracién de extracto que
impidi6 el crecimiento bacteriano en comparacion al control.(1516)
Paralelamente se determind el porcentaje inhibitorio relativo de las fracciones,
directamente en medio sélido BHI y se inocul6 20 pL de 1x10° UFC/mL de cultivo puro de
Streptococcus mutans ATCC 35668, el que se adiciono al medio de cultivo con la punta
de una micropipeta 1 pL de cada fraccion, las cuales se estandarizaron por volumen a
una concentracion final del 50 % v/v para cada una.
Se usé como control positivo sensidiscos de amoxicilina de 10 pg (Oxoid-Quios,

Santiago, Chile) y control negativo agua, inoculado por 24 h a 37 °C en estufa de cultivo.
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El porcentaje de inhibicién se calculo restando el halo de inhibicion de cada fraccién y el
halo del control positivo, dividido el halo de inhibicién del control positivo menos el

control negativo multiplicado por 100.(17)

Ensayo de formacion de biopelicula en placas de polietileno

Se realizé un cultivo bacteriano inoculando 100 pL de cultivo Streptococcus mutans (10°
UFC/mL) en placas Petri con agar BHI. Las placas inoculadas fueron cultivadas a 37 °C
por 24 h. Luego, se tomaron muestras de las colonias, las cuales se inocularon en 10 mL
de caldo BHI, cultivandolo a 37 °C por 24 h. Al final, se realizé una dilucién de 1:50 de
cultivo original en medio fresco BHI suplementado con 4 % w/v de sacarosa.

Las anteriores soluciones fueron separadas en tubos individuales y les fueron anadidas
a las diferentes concentraciones del extracto. Por ultimo, alicuotas de estas soluciones
se dispusieron en pocillos de polietileno y se cultivaron a 37 °C por 72 h. Tras este tiempo,
se descarto el sobrenadante y se lavo cada pocillo con bufer fosfato. Se agregé 200 pL
de etanol al 95 % por una hora. Se secaron a temperatura ambiente por 24 h y se tifieron
con cristal violeta al 1T % w/v para luego ser lavadas con agua destilada y secadas a
temperatura ambiente 20 £+ 1 °C y 40 % de humedad. Luego, se anadieron 100uL de
solucion etanol:acetona a las microplacas y se midié densidad 6ptica a 630 nm en

espectrofotémetro UV-Vis.(1")

Produccion de glucano

Para evaluar la produccion de glucano por parte de Streptococcus mutans se inocularon
100 pL de cultivo fresco de Streptococcus mutans (10° UFC/mL) en medio BHI
suplementado con 4 % w/v de sacarosa y las diferentes concentraciones del extracto.
Estos medios fueron cultivados a 37 °C por 24 h.('®

Para la reaccion enzimatica se agregaron 300 pL de acetato de sodio (Merck millipore,
Darmstadt, Alemania), 150 pL de medio crudo, 5 % w/v de sacarosay 50 pL de fosfato de
potasio (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania).

Se incubo nuevamente a 37 °Cy 2 % CO2 por 2 h.
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Posteriormente se agregé 1 mL de etanol al 95 % v/v para precipitar los glucanos
insolubles y se centrifugd en centrifuga refrigerada para laboratorio, 50 ml x 6,
16000r/min, Modelo CTG-THR16 por 10000 g por 5 min.

Los glucanos precipitados se hidrolizaron con 300 pL de HCI 1M por 30 m, luego se
neutralizaron con 300 pL NaOH 1My para su cuantificacion se realiz6 la prueba de fenol

acido sulfurico, en espectrofotémetro UV-Vis a absorbancia de 600 nm.(9)

Analisis estadistico
Para realizar el analisis de los resultados se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) de
una via al 95 % de confianza. Por otro lado, se aplicé el test de comparacion de medias
de Tukey, Test de comparaciones multiples de Dunnett’s, y prueba de Fischer en los
casos que hubo diferencias significativas. El nivel de confianza fue del 95 % (p = 0,05)
para la significancia, mientras que para realizar el analisis se usaron los programas
estadisticos Graph Pad Prism 5.00 y Statgraphics Centurion XVIII.

Cada uno de los ensayos se realizo por triplicado.

Resultados

Inhibicion de Streptococcus mutans por el extracto hidroalcohalico con

respecto al tiempo

Para determinar la inhibicion de Streptococcus mutans agente primario de la formacion
de la placa bacteriana dental, se procedié a realizar una curva dosis-respuesta del
crecimiento del microorganismo.

La inhibicion de las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
Eucalyptus globulus con respecto a la cepa bacteriana Streptococcus mutans
ATCC35668 en un tiempo de 24 h mediante la cuantificacion de la densidad éptica fue
evidente (fig.1).

Se observo una diferencia significativa del grupo control (+ 0,483 DO) con respecto a las

concentraciones mayores a 20 pg/mL (x 0,138 DO; p < 0,005); y no se evidencid
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diferencias significativas con fracciones menoresa 5y 10 pg/mL (* 0,231, 0,282 DO, p =
0,005).

Con respecto a las concentraciones de extracto de 80 y 160 pg/mL se observo una
reduccion muy significativa en el crecimiento (+ 0,0263 y 0,026 DO respectivamente). Por
tanto, la concentracion minima inhibitoria del extracto se encuentra en 20 pg/mL (+ 0,138
DO).

1,8
1,6

—&— CONTROL —®— 5 ug/ul —®— 10 pg/uL
1.4

—®— 20 pg/uL —— 40 pg/uL —®— 30 ug/uL

1,2
—— 160 pg,/uL

(celular proliferation (Absovance)

» e

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time (hours)

(n = 8, media + error estandar. * = p< 0,005, presenta diferencia significativa a 18 h con respecto al control ANOVA una via).

Fig. 1 - Inhibicién del crecimiento en el tiempo de la cepa de Streptococcus mutans por

diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus.

Inhibicion en la formacion de biopelicula Streptococcus mutans
Este proceso se acelera a medida que se incrementa la densidad celular, permitiendo la
adherencia del microorganismo a una superficie.
Al evaluar la accién del extracto hidroalcohdlico en la formacion de la biopelicula de
Streptococcus mutans sobre una superficie inerte (fig. 2), se mostré reduccién al
aumentar la concentracion de extracto sobre los 20 pg/mL mostrando una capacidad

inhibitoria muy intensa a partir de 40 pg/mL (< 0, 2,266; p = 0,05).
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Hydroalcoholic extract pL/mL

A) Microscopia 6ptica verificacion de formacion biopelicula (Control, sin extracto hidroalcohdlico). B) Microscopia 6ptica ausencia

en la formacion de biopelicula (160pL/mL de extracto hidroalcohélico en muestras sometidas a tinciéon de Gram)

Fig. 2 - Formacion de BM por parte de Streptococcus mutans en placas de polimero

Al comparar las concentraciones mayores del extracto in vitro con el uso de colorante
cristal violeta, se evidencid que la concentracion sobre los 40 pg/mL disminuye
cualitativamente la sintesis de la biopelicula por parte de este microorganismo al

observarse poca coloracién (fig. 3).

0,120

Absobance 630nm

0,040 } ______________________ {

0,020

0,000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Hydroalcoholic extract (ug/mL)

(* = p< 0,005 con respecto al control) concentraciones que presentan una mayor diferencia significativa con respecto al control.

Test de comparacion multiple de Dunnett's, n=9.

Fig. 3 - Promedio de Inhibicion del crecimiento de Streptococcus mutans por diferentes

concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus
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Por otro lado, la densidad éptica (DO) evidenci6 un valor cercano a cero (DO + 0,01, p =
0,005) en comparacién con 40 y 80 ug/mL por lo que todavia se puedo observar un valor
mas alto de bacterias unidas a una superficie inerte.

Sin embargo, el control y 5 pg/mL presentaban coloracion violeta comprobandose la
formacion de biopelicula y su adherencia a la superficie inerte, contrario con el control
positivo en el cual no se observdo crecimiento y tincion. Al cuantificar
espectrofotométricamente se observo que no existian diferencias significativas entre

estas (valor DO + 0,06, 0,08 y 0,00 respectivamente).

Evaluacion de la produccion de glucano por Streptococcus mutans ante la
presencia de diferentes concentraciones del extracto hidroalcohadlico de

Eucalyptus globulus
El Streptococcus mutans sintetiza el exopolisacarido glucano para sintetizar la
estructura sostén de la biopelicula. con el fin de utilizar las enzimas glucosiltransferasas
que facilitan la generacion de los glucanos.
Con el objetivo de visualizar el efecto de la inhibicidon enzimatica se inocularon
crecimientos celulares de Streptococcus mutans con diferentes concentraciones de
extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus en la disminucion de la produccion de
glucano.
De acuerdo a los datos obtenidos para la produccion de glucano por parte de la cepa
bacteriana Streptococcus mutans en presencia de 5 % de sacarosa y las diferentes
concentraciones del extracto, se evidencié diferencias significativas asociadas al efecto
de concentraciones de extracto de 40, 80 y 160 ug/mL con respecto al control (1,658;
2,266 y 2,495 respectivamente, p =0.005).
Sin embargo, a concentracion de 5 pg/mL no se evidencio diferencia en la sintesis de

glucano por parte de los microorganismos inoculados sin extracto (fig. 4).
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Fig. 4 - Efecto concentracidon-respuesta del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus

sobre produccion de glucanos bacterianos (Streptococcus mutans).

Discusion
En la actualidad, las acciones mas usadas para el control de biopeliculas bucales es el
uso de antibiéticos o compuestos quimicos, sin embargo, estos presentan cierta
toxicidad y una baja efectividad, debido a que los microorganismos suelen adaptase a
ellos, por lo que el uso de compuestos alternativos y de origen natural, como los aceites
esenciales permite disponer de alternativas para su control.
El Eucalyptus globulus es un arbol que presenta propiedades medicinales y de sus hojas
se puede extraer un aceite esencial con capacidad antimicrobiana, que guarda finalidad
con este estudio en el que se pudo comprobar la actividad bactericida de su extracto
hidroalcoholico.
Esta actividad fue comprobada experimentalmente por Goldbeck y otros('? con aceites
esenciales extraidos de Eucalyptus globulus y Eucalyptus urograndis en células
plantonicas y de la biopelicula microbiana, en los que tuvo una eficaz y rapida accién (15
y 50 m respectivamente) asi como en el control positivo a la inhibicion de viabilidad
celular mediante el uso de resazurina.
Mientras que otros estudios('2'"-han evidenciado alta eficiencia en la inhibicion del

crecimiento del Streptococcus mutans en extractos metanolicos de Eucalyptus globulus
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en comparacion con antibidticos (gentamicina) y antimicoticos (nistatina), debido a la
presencia de quinonas (jungona y regionola).

Otras investigaciones®) aseguran que en parte su alta actividad antimicrobiana se debe
a la presencia de flavonoides y de glébulol, un sesquiterpeno presente en el género de
esta especie botanica.

Por su parte Banavar y otros(1® demostraron que el extracto alcohdlico de hojas de esta
especie botanica en concentracion de 1024 ug/mL inhibe el crecimiento de algunos
microorganismos criogénicos, incluido el Streptococcus mutans.

Lo que permite deducir que el extracto hidroalcoholico usado en este estudio genero un
efecto inhibitorio mas intenso sobre este microorganismo (MIC: 160 pg/mL) y hace de
este tipo de extracto una alternativa para ser incorporado en algunos productos de uso
bucal (cremas, enjuagues y gomas de mascar) a fin de prevenir la formacion de la placa
bacteriana bucal.

Los resultados en este estudio evidencian que el extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus
globulus controla la actividad enzimatica, favorece el proceso de remineralizacion de la
superficie dental y de estabilidad de la hidroxiapatita, evitando la aparicion de caries y
otras enfermedades parodontales. También al no haber actividad enzimatica, la
produccion de glucano disminuye y con ella, la adherencia de microorganismos
patogenos formadores de la placa bucal es menor al reducirse la carga microbiana
patogena, tal es el caso del extracto de Curcuma sp., al inhibir la liberacion de
glucosiltrasnferasa y altera la estructura de la placa.(1620)

Lo anterior se ha demostrado mediante ensayos de microscopia electronica de barrido
(SEM) en los que las uniones entre los exopolisacaridos se mostraron cada vez mas
débiles a medida que aumentd la concentracion del extracto vegetal, ademas de
evidenciar que el sistema qudérum sensing (CS) era afectado negativamente, por la
Curcuma sp.(1621)

Este sistema CS participa ademas en la formacién de biopeliculas, mediante la liberacion
de algunos péptidos estimulantes de competencia, que al liberarse y unirse a la
histidinaquinasa aumentan la densidad celular permitiendo la respuesta de transcripcion

de algunas proteinas, proceso que en presencia de curcuma y clorhexidina se inhibe al
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quedar demostrado que la formaciéon de exopolisacaridos y de la actividad de la
glucosiltrasnferasa disminuye. .21

Para apoyar la actividad inhibitoria de algunos productos naturales como la Circuma sp.
y el Eucalyptus globulus se ha propuesto el uso de la técnica de analisis morfométrico
mediante microscopia electronica, a fin de poder observar los cambios especificos que
se dan en la superficie dental a nivel in vivo e in vitro y permite suponer que, la presencia
de extractos botanicos bioactivos influye sobre los enlaces débiles (covalente y fuerzas
de Van der Waals) presentes en la union de los exopolisacaridos con la membrana celular
microbiana impidiendo su union y adherencia."

Lo que permite poder concluir que los productos naturales presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus inhiben la formacion de la biopelicula y
produccion de glucano, factores cariogénicos del Streptococcus mutans y los convierte
en herramientas aplicativas para su control, asi como en alternativas para la elaboracion
de productos de uso bucal (cremas, enjuagues dentales, etc.) de menor costo y gran

accion terapéutica.
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