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RESUMEN

Introduccion: El aceite esencial de Minthostachys mollis ha
demostrado poseer importantes propiedades antimicrobianas.

Objetivo: Caracterizar quimicamente las fracciones
obtenidas del aceite esencial de Minthostachys mollis y
evaluar la actividad antimicrobiana sobre Streptococcus
mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecalis,
Porphyromonas gingivalis y Candida albicans.

Material y Métodos: Las fracciones de éter de petrdleo,
diclorometano y metanol del AE de M. mollis fueron
caracterizadas quimicamente por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. Las repeticiones del
ensayo antimicrobiano se calcularon con el programa EPIDAT
v.4.2. La actividad antimicrobiana se realizd por el método
de difusién de disco y se calculé la concentracién minima
inhibitoria por el método de microdilucion. Los datos fueron
analizados empleando la prueba ANOVA (p=0,05).

Resultados: Los principales constituyentes de las fracciones
de éter de petréleo, diclorometano y metanol fueron cis-
Menthone (39,8 %), thymol (31,2 %) y a-Terpineol (43,6 %),
respectivamente. Todas las cepas fueron sensibles a las tres
fracciones, aunque C. albicans fue la cepa mas sensible,
registrando halos de inhibicién de 14,73+0,57 mm para la
fraccién de metanol, 20,91+0,55 mm para éter de petrdleo y
20,38+0,58 mm para diclorometano, se encontraron diferencias
significativas cuando se compararon frente a Clorhexidina al
0,12 % vy Nistatina (p<0,05). Las concentraciones minimas
inhibitorias de las fracciones variaron de 0,2 a 3,2 pug/mL.

Conclusiones: Los principales constituyentes de las
fracciones de éter de petrdleo, diclorometano y metanol
fueron cis-Menthone, thymol y a-Terpineol. Las fracciones de
éter de petrdleo y diclorometano fueron altamente efectivas
para inhibir el crecimiento de S. mutans, L. acidophilus, E.
faecalis, P. gingivalis y C. albicans.

Palabras claves:
Aceite esencial; composicion quimica;
fraccionamiento; agentes antibacterianos.

ABSTRACT

Introduction: The essential oil of Minthostachys mollis has
demonstrated to have important antimicrobial properties.

Objective: To chemically characterize the fractions
obtained from the essential oil of Minthostachys mollis and
to evaluate the antimicrobial activity against Streptococcus
mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecalis,
Porphyromonas gingivalis and Candida albicans.

Material and  Methods: The petroleum ether,
dichloromethane and methanol fractions of the AE of M.
mollis were chemically characterized by gas chromatography
coupled to mass spectrometry. The repetitions of the
antimicrobial test were calculated using the EPIDAT v.4.2
program. The antimicrobial activity was performed by the disk
diffusion method and the minimum inhibitory concentration
was calculated by the microdilution method. The data were
analyzed using the ANOVA test (p=0.05).

Results: The main constituents of the petroleum ether,
dichloromethane and methanol fractions were cis-Menthone
(39,8 %), thymol (31,2 %) and a-Terpineol (43,6 %),
respectively. All strains were sensitive to the three fractions,
although C. albicans was the most sensitive strain, registering
inhibition halos of 14,73+0.57 mm for the methanol fraction,
20,91+0.55 mm for petroleum ether and 20.38+0.58 mm
for dichloromethane, finding significant differences when
compared to 0,12 % Chlorhexidine and Nystatin (p<0,05). The
minimum inhibitory concentrations of the fractions ranged
from 0,2 to 3,2 ug/mL.

Conclusions: The main constituents of the petroleum
ether, dichloromethane and methanol fractions were cis-
Menthone, thymol and a-Terpineol. The petroleum ether and
dichloromethane fractions were highly effective in inhibiting
the growth of S. mutans, L. acidophilus, E. faecalis, P. gingivalis,
and C. albicans.

Keywords:
Essential oil; chemical composition;
fractionation; antibacterial agents.
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INTRODUCCION

| uso de plantas medicinales forma parte del conocimiento tradicional de diversas culturas alrededor
del mundo. Minthostachys mollis conocida como “mufia” es usada tradicionalmente por sus propiedades
anti-inflamatorias, y antibacterianas.'>3 M. mollis pertenece a la familia Lamiaceae y es un arbusto perenne
que se distribuye entre los 2500 a 3500 m.s.n.m. en los valles de toda la region andina de América del Sur.®

Los principales derivados de las plantas aromaticas son los aceites esenciales (AEs) y sus propiedades
corresponden a sus metabolitos secundarios lipofilicos altamente volatiles.® Los principales componentes
quimicos aislados del aceite esencial (AE) de M. mollis son mentol, mentona, pulegona, carvacrol, eucaliptol
y timol.67:8%10 Se sabe que la composicién quimica y las propiedades farmacoldgicas de los AEs dependen de
factores como las condiciones geograficas y ambientales, el tiempo de recoleccién y los métodos empleados
para su aislamiento.>Y

Diversas investigaciones han evaluado el efecto antimicrobiano del AE de M. mollis frente a especies
como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Trichophytun mentagrophytes,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa, demostrando
poseer una importante actividad inhibitoria.®”#% También se ha verificado su efecto antimicrobiano frente a
algunas especies de importancia odontolégica como Streptococcus mutans, Lactobacillus sp, Fusobacterium
nucleatum, Actinobacillus actinomicetencomitans, Actinomyces sp y Porphyromonas gingivalis.*%*34)

En la cavidad bucal se han reconocido mas de 700 especies microbianas, y la pérdida de equilibrio puede
desencadenar la aparicidon de enfermedades como la caries dental, enfermedad periodontal e infecciones
oportunistas como candidiasis oral.*213:15)

El mecanismo de accion del AE de M. mollis sobre los microorganismos no esta dilucidado por completo,
pero puede atribuirse a sus principales constituyentes como los monoterpenos que tienen la capacidad
de incrementar la permeabilidad de la membrana y generar cambios en los canales de iones, causando la
liberacion de los componentes del citoplasma bacteriano y propiciar la muerte celular.t®”

Los estudios previos han valorado la actividad antibacteriana de esta planta empleando el AE puro. A
nuestro entender, no existen experiencias que hayan realizado el fraccionamiento del AE de M. mollis, esto es
particularmente importante ya que las propiedades de algunos compuestos pueden modificarse cuando son
estudiados de manera aislada.

En consecuencia, el objetivo del estudio fue caracterizar las fracciones de éter de petrdleo, diclorometano
y metanol obtenidas del aceite esencial de Minthostachys mollis y determinar su actividad antimicrobiana
frente a Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis y
Candida albicans.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio en dos etapas, la primera relacionada con la caracterizacion quimica de las fracciones
obtenidas del AE de M. mollis, luego se realizd un estudio experimental in vitro para comparar su actividad
antimicrobiana con la clorhexidina y nistatina frente a patégenos de importancia oral. El cdlculo de las
repeticiones de los ensayos se realizd con el programa EPIDAT v.4.2, comparando las medias de un estudio
previo; se establecié un nivel de confianza de 95 % y un poder del 80 %; se consideraron ocho repeticiones
para cada grupo.

Procedimiento
Recoleccién de la planta

Se recolectaron 10 kg de plantas frescas de mufia proveniente de la provincia de Tarata (Tacna, Peru)
en setiembre de 2019. Un espécimen de la planta fue depositado en el herbario de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann bajo el registro No. 3103. La muestra
fue identificada como Minthostachys mollis (Griseb) L.

Extraccion del aceite esencial y fraccionamiento

Las ramas y hojas frescas de M. mollis fueron sometidas al método de extraccién por arrastre de vapor por
4 h a 100 °C. Se obtuvieron 40 mL de AE que fue almacenado a 2 °C. El AE de M. mollis fue fraccionado por el
método de cromatografia en columna. Se rellené una columna de vidrio con 100 g de gel de silice 60 (Spectrum,
Chemical MFG, Corp) mezclado con 50 mL de éter de petréleo (Solutest, Importadora andina EIRL, Lima, Peru),
inmediatamente se vertieron 25 mL del AE de M. mollis en la columna y fue eluido secuencialmente con 800
mL de éter de petréleo, seguido por 200 mL, 100 mL, 150 mL y 100 mL de éter de petréleo/diclorometano
(9:1, 8:2, 2:1, 1:1 v/v), finalmente con 200 mL de diclorometano y 200 mL de metanol (Emsure, Merck). Los
elutos fueron recolectados en frascos de 20 mL y cada fraccidn fue sometida a evaporacion para reducir el
volumen y fueron almacenados a 2 °C.

Caracterizacion quimica de las fracciones

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se realizé en un cromatdégrafo
(QP2010, Ultra Shimadzu) equipado con una columna de capilaridad DB-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
Las condiciones de operacidn fueron las siguientes: la temperatura inicial de la columna se programa a 40 °C
y se mantuvo por 2 min; se calentd a 140 °C con una razén de 3 °C/min; incrementandose a 250 °C por 20 min
y finalmente a 300 °C por 1 min. Se empled helio como gas de carga y un volumen de inyeccion de 1,0 uL a
un flujo constante de 1 mL/min.
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La temperatura de la linea de transferencia se ajusté a 250 °C y el espectro de masa se obtuvo a un rango
de 50-350 m/z. Los componentes fueron identificados por sus indices de retencion de la serie de n-alcanos
homodlogos comparados con los estdndares de la literatura. El espectro de masa, reflejado por el numero de
picos en el cromatograma fue comparado con la libreria NIST 08 y los datos disponibles en la literatura.

Actividad antimicrobiana

Se emplearon cepas de S. mutans ATCC® 25175™, L. acidophilus ATCC® 4356™, E. Faecalis ATCC® 29212™, P.
gingivalis ATCC® 33277™ y C. albicans ATCC 10231™. La actividad antibacteriana se determind por el método
de difusion de disco. Los medios empleados fueron Agar cerebro-corazén para S. mutans y E. faecalis; Agar
MRS para L. acidophilus; Agar sangre para P. gingivalis y Agar TSA para C. albicans. Placas Petri conteniendo los
medios de cultivos fueron inoculadas con una suspension de 18 h de las cepas, con una densidad aproximada
de 108 UFC/mL.

Se emplearon discos de papel filtro Whatman No. 3 de 5 mm de didmetro cargados con 10 puL de cada
una de las fracciones, se empled dimetilsulfoxido (DMSO) como control negativo y Clorhexidina al 0,12 %
(PERIOAID®) y Nistatina (Micostatin® 100 000 Ul/mL) como controles positivos. Las placas se incubaron a
37°C por 48 h para S. mutans, L. acidophilusen condicion de microaerofilia en un sistema Gaspack, para C.
albicans y E. faecalis el tiempo de incubacidn fue similar y para P. gingivalis por 120 horas en condiciones
de anaerobiosis estricta en el mismo sistema Gaspack. Las zonas de inhibicién se midieron con un compas
Vernier digital (Uberman®©). Se realizaron ocho repeticiones para cada fraccion y para los controles.

Concentracién minima inhibitoria (CMI)

La CMI de las fracciones frente a S. mutans se determind empleando el método de microdilucion en
placas de 96 pozos. Se prepararon cuatro soluciones para el ensayo. La solucién 1 contenia 5 mL de caldo
cerebro-corazén (BHI), para las soluciones 2 a la 4 se agregd 160 plL de cada una de las fracciones (éter de
petrdleo, diclorometano y metanol) a tubos conteniendo 5 mL de BHI, las soluciones resultantes tuvieron una
concentracién de 3,2 % (v/v). Se agregaron 50 L de la soluciéon 1 a los pozos de las columnas 2 a la 12, para
la columna 1 se agregd 100 pl de la solucidn 2 en las filas A-B; el mismo volumen de las soluciones 3y 4 se
agregaron para las filas C-D y E-F, respectivamente.

Con una pipeta multicanal, se transfirieron 50 pL de todas las filas de la columna 1 a la columna 2, y se
realizd una dilucidn de 1:2 hasta la columna 11, obteniendo concentraciones de las fracciones de 3,2 a 0,003
% (v/v). Se agregd 50 pL de un indculo de S. mutans con una concentracion de 1x10® UFC/mL a todos los pozos
de las columnas 1 a 11. En la columna 12, los pozos de A-D se colocaron 50 pL de BHI y 50 L del inéculo de S.
mutans, que represento el control negativo, en los pozos E-H se colocd 100 uL de BHI que actué como medio
de control. Las microplacas fueron incubadas por 24 h a 37°C.

La presencia de turbidez en los pozos fue el indicador de crecimiento bacteriano; la CMI se establecié como la
menor concentracion en la cual no se observo turbidez. Los ensayos de CMI se repitieron para las demads cepas,
considerando los medios de cultivos sefialados previamente. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Los datos fueron analizados con el programa SPSS para Mac OS versidn 23.0 (Statistical Program Software
System Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Se empled la prueba ANOVA para la comparacion general de los grupos. Se
aplico la prueba Tukey para las comparaciones intra-grupo. Se establecié un nivel de significancia del 5 %.

La investigacion fue aprobada con resolucién rectoral No. 959-2019-UPT-R en la Universidad Privada de
Tacna, Peru.

RESULTADOS

Los componentes quimicos y sus cantidades relativas (%) de las fracciones obtenidas del AE de M. mollis
identificados por el analisis cromatografico se detallan en la Tabla 1. Los principales componentes de la
fraccion de éter de petrdleo fueron cis-menthone (39,8 %) y eucalyptol (30,2 %). En el caso de la fraccion de
diclorometano, el componente mas abundante fue thymol (31,2 %) seguido de pulegone (25,1 %); y para la
fraccion de metanol fueron a-Terpineol (43,6 %) y linalool (32,9 %).

Tabla 1 - Componentes quimicos identificados en las fracciones del aceite esencial de M. mollis
Composicion quimica de las fracciones del AE de M. mollis
Eter de petréleo Diclorometano Metanol
Componente % Componente % Componente %
cis-Menthone 39,8 Thymol 31,2 a-Terpineol 43,6
Eucalyptol 30,2 Pulegone 25,1 Linalool 32,9
trans-Menthone 9,4 cis-p-Menthan-3-one 19,8 Borneol 13,1
O-Cymene 7,9 Isomenthone 12,6 (-)-Spathulenol 9,1
Octen-1-ol, acetate 7,7 L-4-terpineol 4,6 cis-beta-Terpineol 4,5
Isomenthone 3,4 6-ethyl- 1,9 3-Octanol 3,2
.beta.-Pinene 1,6 (-)-Spathulenol 1,9 Piperitone 2,5
a-Terpineol 1,4
Eucalyptol 1,3
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Las fracciones de éter de petréleo y diclorometano mostraron una importante actividad antibacteriana
en todos los microorganismos estudiados, generando halos de inhibicién mayores a 17 mm. La fraccion
de metanol presenté una actividad antibacteriana moderada frente a las cepas, con halos de inhibicién de
entre 7,34 a 14,73 mm. C. albicans fue el microorganismo mas sensible frente a las tres fracciones del AE
de M. mollis.

La prueba ANOVA de un factor mostro diferencias estadisticamente significativas entre el promedio de los
halos de inhibicion generado por las fracciones y los controles frente a todas las cepas estudiadas (p<0,05).
Aunque las comparaciones pareadas del efecto de las fracciones sobre cada una de las cepas mostraron que
en algunos casos los promedios de los halos de inhibicién generados fueron similares (p>0,05). El detalle de las
comparaciones puede observarse en la Tabla 2.

Tabla 2 - Ensayo de difusion de disco para la actividad antibacteriana
de las fracciones del aceite esencial de M. mollis

Diametro de halos de inhibicidn de las Fracciones (mm) Control (mm) p
Cepa : i . - N

Eter de petréleo Diclorometano Metanol Clorhexidina Nistatina valor
S. mutans 17,2140,66* 18,88+0,98*° 8,2040,73% 19,96+1,04*¢ ND 0,01
L. acidophilus 17,77+0,68* 19,12+0,78"° 7,3410,71% 20,64+1,26% ND 0,01
E. faecalis 19,52+0,34¢% 19,97+0,27¢ 11,37+0,598 20,80+1,05% ND 0,02
P. gingivalis 17,46+0,39% 18,13+0,73% 7,52+0,47% 20,02+0,39%¢ ND 0,00
C. albicans 20,91+0,55% 20,38+0,58% 14,73+0,57° ND 22,18+0,44 | 0,03
ND: no determinado.
Nota: Las medias con letras mayusculas en superindice diferentes dentro de la misma columna muestran diferencias significativas
(p<0,05). Las medias con letras minusculas diferentes dentro de la misma fila muestras diferencias significativas (p<0,05).

La CMI de las fracciones también varid de acuerdo con el microorganismo estudiado. La fraccion de éter de
petréleo presentd la menor concentracidn para inhibir el crecimiento de C. albicans (0,2 ug/mL). La prueba
ANOVA mostré diferencias estadisticamente significativas entre la CMI de cada una de las fracciones respecto
de las cepas microbianas estudiadas (p<0,05). Las comparaciones intra-grupo entre cada una de las fracciones
y las cepas revel6 que la CMI en algunas de las comparaciones fue similar (p>0,05). (Tabla 3).

Tabla 3 - Concentracion minima inhibitoria de las fracciones
del aceite esencial de M. mollis frente a las cepas bacterianas

Fracciones del AE. de M. mollis CMI (ug/mL)
Cepa Eter de petréleo Diclorometano Metanol
S. mutans 1.6 0.8 3 QA
L. acidophilus 0,862 0,8 3’2Ab
E. faecalis 0,4 0,48 3,24
P. gingivalis 1 6% 1 6c 3 2
C. albicans 0,2 0,4% 16

Nota: Los valores de CMI con letras mayusculas en superindice diferentes dentro de la misma columna
muestran diferencias significativas (p<0,05). Los valores de CMI con letras minusculas diferentes dentro
de la misma fila muestras diferencias significativas (p<0,05).

DISCUSION

Las propiedades antimicrobianas de los derivados del AE de M. mollis pueden ser atribuidas a los principales
compuestos quimicos identificados en esta planta. Se sabe que procedimientos como el fraccionamiento de
los AEs permite aislar algunos compuestos particulares en los solventes organicos y esto puede ser Gtil para
estudiar de manera mas precisa las propiedades antibacterianas de las plantas aromaticas.®

Si bien el estudio de los compuestos de los aceites esenciales es un paso primario para poder evaluar su
potencial antibacteriano, es interesante poder realizar ensayos que permitan aislar de manera mas detallada
estos compuestos, a través de procedimientos de fraccionamiento con el uso de solventes de polaridad
creciente.®®

Las experiencias de estudios previos analizaron las propiedades antimicrobianas del AE de M. mollis puro
y no existen antecedentes que hayan analizado la actividad antimicrobiana de fracciones obtenidas del AE de
M. mollis frente a patdgenos orales. Los resultados mostraron que la expresion de los compuestos quimicos
fue distinta para cada fraccion. Esta variacion en los porcentajes encontrados puede estar relacionada con las
diferencias en la actividad antimicrobiana reportada.
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Es interesante notar que la fraccion de metanol fue la que presenté menor efecto antibacteriano frente
a todas las cepas estudiadas, esto puede ser debido a que en esta fraccidn no se identificd la presencia
de eucalyptol, thymol o los derivados de mentona, presentes en las fracciones de éter de petrdleo y
diclorometano, considerando que estas fracciones fueron efectivas para inhibir el crecimiento de todas las
cepas.

Como se menciond previamente, los distintos compuestos y sus porcentajes, principalmente monoterpenos
encontrados en las fracciones de éter de petrdleo y diclorometano pueden ser los responsables de la
importante actividad antibacteriana frente a S. mutans, L. acidophilus, E. Faecalis, P. gingivalis y C. albicans,
encontrada en este estudio.

Al respecto, se sabe que la actividad antibacteriana del eucalyptol se debe a que actua sobre la
membrana citoplasmatica, incrementando su permeabilidad, alterando el proceso de transporte de su
membrana y originando dafio estructural de la célula bacteriana,?” estas propiedades son similares para
otros monoterpenos, ademas los grupos hidroxilos y la presencia de un sistema de electrones deslocalizados
desestabilizan la membrana reduciendo el gradiente de pH y consecuentemente promueven la lisis celular,
todas estas propiedades son importantes para la actividad antibacteriana propuesta para los compuestos de
los aceites esenciales.t®7)

Por otro lado, los AEs y la composicidn de su trazado quimico, como los monoterpenos son mds efectivos
sobre microorganismos gram-positivos, como cuatro de las cepas estudiadas en este estudio, incluidas
S. mutans, E. Faecalis, L. acidophilus y C. albicans. En el caso de los microorganismos gram-negativos los
compuestos de los AEs parecen no ser tan efectivos debido a que este tipo de microorganismos presentan
una mayor cantidad de lipoproteinas y lipopolisacdridos, que dificultarian el efecto de estos constituyentes,
al formar una barrera hidrofdbica a nivel de la membrana.**?% Sin embargo, en este estudio P. gingivalis, una
bacteria gram-negativa, fue sensible al efecto de las fracciones de éter de petréleo y diclorometano del AE de
M. mollis, las CMI fueron las mas altas para esta cepa.

Algunos factores como las condiciones ambientales relacionadas con la procedencia de las plantas
medicinales pueden influir en su capacidad antimicrobiana frente a las diferentes especies.*? Finalmente, es
importante resaltar que los efectos esperados no son producto de un solo compuesto, sino de su combinacion
y accion sinérgica.

Los resultados en esta investigacion estan sujetos a algunas limitaciones; en primer lugar, al tratarse de
un estudio in vitro, donde se emplearon cepas estandarizadas, es probable que el efecto no sea el mismo
gue podria observarse si se estudiara frente a cepas aisladas de grupos poblacionales. Adicionalmente, en
este estudio se evalud la actividad antimicrobiana de las distintas fracciones obtenidas a partir del AE de M.
mollis, a través de un ensayo de difusidn en disco y microdilucién para cepas independientes, por lo que seria
interesante poder realizar estudios futuros para evaluar el efecto sobre modelos de biofilm, que representan
de manera mas proxima lo que ocurre en el medio bucal, esto ultimo permitira valorar la viabilidad de los
microorganismos mediante estrategias mas apropiadas como el uso de microscopia confocal o andlisis de
biologia molecular, ademas de evaluar la citotoxicidad frente a estirpes celulares.

CONCLUSIONES

Las fracciones de éter de petrdleo y diclorometano fueron efectivas para inhibir el crecimiento de
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis y
Candida albicans.
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