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Resumen

Uno de los retos de la odontologia actual es el descubrimiento o sintesis de sustancias capaces de inhibir o
disminuir laaparicion, persistenciay recurrencia de bacterias patdgenas con influencia negativa en los tejidos de
la cavidad bucal. Diversos compuestos son empleados para el control de la caries dental, utilizando criterios
tales como: actividad antimicrobial, actividad anti-glucosiltransferasa, inhibicion enzimatica y reemplazo de saca-
rosa por otros edulcorantes. El objetivo principal de esta investigacion fue determinar el efecto bacteriostatico
del extracto de semillas de Cacao (Theobroma cacao |.) sobre el crecimiento in vitro de cepas puras de
Streptococcus mutans. La investigacion fue de tipo descriptiva con disefio experimental y grupo control. Se
trato de un estudio in vitro destinado a la evaluacion de presencia de inhibicion y el tamafio del halo formado
alrededor de las bacterias, las cuales fueron sometidas a la accion del cacao en concentraciones comprendidas
entre 0%y 17,5%. Los resultados arrojaron que el mayor efecto inhibitorio se logro en concentraciones de 10%
y 12,5%. Por lo tanto pudo concluirse que el extracto de semillas de Cacao inhibe significativamente el creci-
miento y desarrollo de una de las principales bacterias cariogénicas, razén por la cual se sugiere profundizar
estas investigaciones para continuar evaluando su efecto in vitro y aplicarlo posteriormente in vivo.
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Summary. Bacteriostatic effect of the cacao bean extract (Theobroma cacao L.) on the in vitro growth
of Streptococcus mutans

One of challenges of the current dentistry is either the finding or synthesis of substances capable of either
inhibit or diminish the appearence, persistence and recurrence of bacterial pathogens with negative influence in
the different tissues of the mouth. Many agents are used in order to control dental decay, using a criteria based on
its antimicrobial activity, anti-glucosiltransferasa activity, enzyme inhibition and substitution of sucrose for different
swettenert. The main objective of this investigation was to determine the bacteriostatic effect of the extract of
cacao seeds (Theobroma cacao L.) on the in vitro growth of Streptococcus mutans. The investigation was a
descriptive and exploratory type, with an experimental design and a control group. It was about an in vitro study
made evaluating the presence of inhibition and measures of halos formed around the bacterium, which were put
under the action of the cacao in variable concentrations between 0% and 17, 5%. The results threw that the
greater inhibiting effect was obtained between the 10% concentrations and 12, 5%. Therefore, it can be concluded
that the extract of cacao seeds significantly inhibits the growth and development of one of the principal cariogenic
bacterium, reason for which it is suggested to deepen these investigations, it effect in vitro and to apply it later in
vivo.

Key words: Dental decay, Streptococcus mutans, anticariogenic agent, cacao.
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Introduccion

En la actualidad las patologias bucodentales se
encuentran ampliamente distribuidas, siendo la caries,
uno de los principales problemas de salud bucal que
padece gran parte de la poblacién mundial, ya que
mas del 80% de la misma, esta afectada por dicha
enfermedad (1). Debido a su gran incidenciay a los
altos costos que implica su tratamiento, la salud
bucodental en América representa un aspecto critico
en cuanto a salud publica (2). Por estos motivos, ha
sido muy dificil para los sistemas de salud lograr planes
estratégicos que erradiquen la enfermedad, razén por
la cual es necesaria la busqueda de alternativas que
contribuyan con la disminucion de la incidencia y
consecuencias que ese padecimiento acarrea.

La caries es considerada una patologia de etiologia
multifactorial, para que se produzca debe haber una
relacion entre los microorganismos y el huésped, con
un sustrato adecuado durante un periodo de tiempo
suficiente (3-5). A partir de la interaccidn de estas
entidades, se explica la caries como consecuencia de
los &cidos producidos por bacterias bucales presentes
en la placa, siendo una de las mas comunes el
Streptococcus mutans (5-9), la cual ha sido
relacionada con el inicio (5) y progresion de la caries,
debido a su capacidad para producir acido lactico
partiendo de la sacarosa y glucanos, por medio de la
accion de laenzima glucosiltransferasa (10), pudiendo
metabolizar estos compuestos con mas rapidez que
cualquier otro microorganismo de la cavidad oral (11).
Resulta de interés reconocer que diversos compuestos
naturales han evidenciado actividad antimicrobial
contra Streptocuccus mutans (9, 12-14

Histéricamente y en la actualidad, se ha observado
una tendencia hacia la investigacion sobre el uso de
sustancias de origen natural en diversas areas de la
odontologia (5, 11, 16, 17), dirigidas a la inhibicion
de la glucosiltransferasa, la adhesion celular vy el
crecimiento celular, estrategias mediante las cuales los
agentes antimicrobianos evitan la formacion de placa
y logran prevenir la caries y enfermedades
periodontales (5, 8, 15, 18). Tal planteamiento, ha
sido reafirmado estableciendo que el extracto de
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cascara de semillas de cacao disminuye la produccién
de acidos y sintesis de glucanos por parte de
Streptococcus mutans (19,20), por lo tanto puede
inferirse que este producto posee cualidades
bacteriostaticas sobre el crecimiento de bacterias
cariogénicas.

Con el transcurso de los afios, han sido
estructuradas diversas investigaciones enfocadas al
estudio de laaccion del extracto de semillas y polvo
de cacao sobre la placa dental (21,22), concluyéndose
que laactividad inhibitoria de dichos elementos sobre
la enzima glucosiltransferasa se atribuye a los
polifenoles presentes en el cacao (23), que a su vez
también se encuentran en otros productos, como el té
(24).

Los polifenoles presentes en el cacao, son
responsables del color en sus semillas (26,27) y
pueden pertenecer a distintos tipos de moléculas:
catequinas, epicatequinas, antocianidinas,
proantocianidinas, acidos fendlicos, taninos, otros
flavonoides o algunos compuestos menores.
Porcentualmente, las epicatequinas son el principal
componente fendlico del cacao, ya que constituyen el
35% aproximadamente en las semillas del cacao
Forastero (28). Las epicatequinas y catequinas, sirven
como bloques para la construccion de formas
poliméricas de procianidinas (21).

Diversas investigaciones, apoyan el hecho de que
la propiedad bacteriostatica del cacao viene dada por
la presencia de dos sustancias cariostaticas en la
cascara del grano de cacao: una con actividad anti-
glucosiltransferasay otra con actividad antibacterial.
Igualmente, los ensayos revelaron la existencia de
acidos grasos insaturados y compuestos polifendlicos
de alto peso molecular quimicamente activos y a traves
de los cuales se evidencio, que los polimeros de tipo
epicatequinas son los responsables de la actividad anti-
glucosiltransferasa (21).

Este trabajo tuvo como objetivo, determinar el
efecto bacteriostatico de un extracto de semillas de
Cacao (Theobroma cacao L.) sobre el crecimiento
in vitro de cepas puras de Streptococcus mutans
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Materiales y Métodos

La investigacion fue descriptiva, orientada hacia la
evaluacion del comportamiento del Streptococcus
mutans bajo el efecto de un extracto de semillas de
cacao. Paraello fue empleado un disefio experimental
con postprueba y grupo control. A tales fines, se
emple6 una cepa pura liofilizada de Streptococcus
mutans (ATCC25175), suministrada por el Centro
Venezolano de colecciones de Microorganismos
(CVCMO) del Instituto de Biologia Experimental
(IBE) de la Universidad Central de Venezuela (UCV).

El extracto fue preparado a partir del polvo de
cacao de la Casa Comercial Chocolates «El Rey» de
amplia distribucion a nivel nacional y facil acceso. Con
laayuda de una pipeta se inocularon mediante hisopos
estériles 50 pl de la cepa bacteriana en placas de Agar
sangre y se frotd hasta formar una capa uniforme. Las
bacterias fueron diluidas previamente de forma seriada
en una concentracion de 10#; seguidamente se
colocaron 10 discos estériles de papel de filtro
(Whartman N° 1) de 5 mm por placa (3 por
tratamiento), impregnados con el extracto de Cacao
a diferentes concentraciones (0% o grupo control ,
0.01,1, 25,5, 75, 10, 12,5, 15y 17.5%), el cual
fue preparado a través de la dilucién del polvo de
cacao en agua destilada, respetando las proporciones
necesarias para obtener las concentraciones deseadas;
en el caso de la concentracion de 0%, o grupo control,
a esta Unicamente le fue agregada agua destilada.
Posteriormente, se incubaron las placas en una estufa
a 37°C, observandose a las 24 horas el crecimiento
bacteriano de Streptococcus mutans en dos sentidos:
primero, de orden cualitativo, en referencia a la
aparicion de halos de inhibicion alrededor de los discos
y en segundo lugar, el cuantitativo, en relacién a la
medicion del didmetro de los halos. Los datos
obtenidos se procesaron mediante estadistica
descriptiva.

Resultados

Se observé que en el grupo control de 0% (sin
extracto de cacao), no se formaron halos de inhibicion
alrededor de los discos, a diferencia del grupo tratado

con el extracto a distintas concentraciones. En la
concentracion exponencial de 0,01% se evidencia la
aparicion los mismos, indicando que el extracto de
cacao actua incluso en concentraciones muy bajas e
inferiores al 1%. Es notable el aumento progresivo en
la cantidad de halos de inhibicion, no presentandose
variaciones en el promedio a partir de la concentracion
de 12,5% hasta la maxima concentracion empleada
(17,5%). Estos resultados confirmaron un importante
efecto de inhibicidn del crecimiento de Streptococcus
mutans por parte del extracto semillas de cacao tal
como se muestraen lafigura 1.

Figura 1.NUmero de discos inhibidos en medio Agar
sangre en cultivos de Streptococcus mutans en
diferentes concentraciones de cacao.
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Con respecto al didametro de los halos de
inhibicion, se observd un promedio de 7 mm,
oscilando entre 6 y 8 mm de grosor por halo, siendo
menor (6 mm) en la concentracion de 0.01% y mayor
(8 mm) en las concentraciones de 2,5%, 5%, 15%y
17.5%. Al evaluar los datos obtenidos mediante
ANOVA se confirm6 que los promedios del didmetro
del halo estaban estrechamente relacionados con la
concentracion de cacao empleada, tal como se
observaen lafigura 2.
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Figura 2. Promedio del didmetro del halo de inhibicion
(mm) formado en medio Agar sangre en cultivos de
Streptococcus mutans en diferentes concentraciones
de cacao.
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ANOVA p > 0,05
Discusion

Los productos naturales tienen gran demanda en
la actualidad debido a sus extensas propiedades
bioldgicas, determinando asi una fuente constante de
numerosos tipos de compuestos bioactivos efectivos
para distintas y complejas patologias (9).

En este sentido, de acuerdo a varios estudios
epidemioldgicos, la presencia de altas cantidades de
Streptococcus mutans en la saliva, se encuentra
relacionada con una alta prevalencia de caries (29).
Diversos compuestos son empleados para el control
de la caries dental, utilizando criterios como: actividad
antimicrobial, actividad anti-glucosiltransferasa,
inhibicion enzimaticay reemplazo de sacarosa por otros
edulcorantes. Las plantas son ricas en una extensa
variedad de metabolitos secundarios como taninos,
alcaloides y flavonoides, los cuales han mostrado tener
propiedades antimicrobianas in vitro. Se han
encontrado multiples reportes sobre la actividad
antimicrobial de plantas medicinales empleadas para
el tratamiento de enfermedades infecciosas (8,30).
Numerosos polifenoles obtenidos de las plantas
muestran actividad anti-glucosiltransferasa sobre el
Streptococcus mutans. Sin embargo, un limitado
grupo de compuestos naturales se encuentra disponible
debido a problemas con su efectividad, estabilidad,
toxicidad, olor, sabor y costo (5, 22, 30).
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En este orden de ideas, se ha observado la
reduccién del indice de crecimiento de Streptococcus
mutans al estar presente el extracto acuoso de hojas
de Piper betle L., siendo este dependiente de la
concentracion al alterar el crecimiento, la propiedad
de adherencia, la superficie celular hidrofobicay la
actividad glucosiltransferasa de dicha bacteria. Al
utilizar dicho extracto se observan significativas
alteraciones celulares del Streptococcus mutans, que
ocasionan unadestruccion celular total o muerte a las
mayores concentraciones empleadas (25). De igual
manera, la literatura reporta que las cepas de bacterias
Gram positivas son mas sensibles que las Gram
negativas ante el efecto de varios extractos vegetales
(31, 32, 33), por lo que se ha propuesto que el
mecanismo del efecto antibacteriano comprende la
inhibicidn de varios procesos celulares, seguida por
un incremento de la permeabilidad de la membrana
plasmaticay finalmente el escurrimiento (escurrimiento
o ruptura?) iénico de las células (30).

El principal hallazgo de este estudio demuestra que
el extracto de semillas de cacao posee efecto
bacteriostatico sobre el crecimiento de la cepa pura
de Streptococcus mutans cultivada in vitro utilizando
un medio solido. Dichaaccion inhibitoria se evidencio
mediante la presencia de halos de inhibicion y la
variacion en sus diametros bajo la influencia de distintas
concentraciones de cacao. Del mismo modo, en un
estudio realizado en ratas infectadas con
-Streptococcus sobrinus, cuyo grupo control fue
alimentado a base de chocolate blanco con 35% de
sacarosay el grupo tratado con extracto de polvo de
cacao (EPC), se hall6 una reduccion significativa en
los indices de caries de este ultimo grupo, debido a
que el EPC inhibio la sintesis in vitro de glucanos
insolubles en agua a traves de su accion
antiglucosiltransferesa sobre el S. sobrinus (33).

Conrelacion a la presencia de halos de inhibicidn,
los datos obtenidos a través de la prueba Chi
cuadrado afirmaron la hip6tesis planteada que existe
un importante efecto en la inhibicion del crecimiento
del Streptococcus mutans por parte del cacao. En
cuanto a la presencia de halos de inhibicion del
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crecimiento bacteriano, la concentracion mas adecuada
fue ubicada entre 10% Yy 12.5%, por encima de estas
concentraciones el efecto bacteriostatico del cacao
permanecid constante. Por otra parte, también se
afirma que las sustancias de la cascara de la semilla
de cacao que muestran fuerte actividad
antiglucosiltransferasa son las epicatequinas, con
enlaces intermoleculares C-4 & y C-8 con peso
molecular estimado de 4636 en su forma acetiladay
laactividad bactericida esta determinada por el cido
oléico y linoléico, sobre todo a una concentracion de
30 pg/ml (34). En otro estudio, al realizar el analisis
enatiomérico del cacao y sus derivados, se reveld que
la presencia de (-)-catequinas se encuentra
influenciada por las condiciones del procesamiento del
cacao. El paso inicial del proceso para la formacion
de (-)-catequinas es el tostado, el analisis de granos
de cacao no fermentados que s6lo contenian (-)-
epicatequinas, (+)-catequinas y niveles indetectables
de (-)- catequinas, al estar sometidos a altas
temperaturas, las (-)- epicatequinas se transformaron
en (-)-catequinas, lo que indica una reaccion de
epimerizacion. Asi mismo, se demostro que el polvo
de cacao es el derivado del cacao que posee los
mayores niveles de (-)-catequinas (35).

Adicionalmente, con respecto a la evaluacion de
lamedida de los halos de inhibicion formados, cuyos
datos se analizaron por medio de la prueba ANOVA,
se ratifico que las medidas guardan relacion con la
concentracion de cacao empleada. En estudios
similares realizados al evaluar la accion de los
polifenoles provenientes de propoleos sobre
Staphylococcus aureus, se determind la existencia de
unarelacion directa significativa y positiva entre las
variables, es decir, amayor contenido de polifenoles
(flavonoides), mayor diametro del halo de inhibicion
(36). En otro estudio, se concluyé que los polifenoles
0 los polimeros polifenolicos son los ingredientes
anticariogénicos del extracto del cacao, el té verde y
el extracto de té de Oolong (33).

Através de los resultados arrojados por el estudio
presentado, se reafirman los hallazgos de otras
investigaciones similares y relacionadas con la

determinacién de extractos o compuestos puros
antimicrobianos, asi como sus concentraciones para
la prevencion de caries, disminucion de la formacion
de placa bacteriana y de la instauraciéon de
enfermedades periodontales (16,17).

Conclusiones

En este estudio se demostré una significativa
inhibicion in vitro del crecimiento (presencia y
diametro del halo de inhibicidn) de la cepa pura de
Streptococcus mutans en medio sélido, en relacién a
las soluciones de extracto de cacao a concentraciones
de 10-12.5%. Por lo que puede considerarse la
concentracion de 12.5% como 6ptima para la
inhibicion en el crecimiento y formacion de la bacteria
Streptococcus mutans.

En concordancia con estos resultados es pertinente
recomendar la profundizacion de este tipo de
investigaciones en \enezuela, por ser nuestro pais uno
de los principales productores de cacao en
Latinoameérica, en aras de desarrollar nuevas lineas
de investigacion, diversos productos y servicios
terapéuticos que ofrezcan significativos beneficios para
los pacientes odontoldgicos. Asi mismo, se recomienda
la realizacion de estudios empleando productos de
desecho provenientes del cacao, el analisis quimico
del cacao venezolano y su efecto bacteriostatico in
Vivo.

Basado en los resultados, puede concluirse que
los extractos de plantas tienen gran potencial como
compuestos antimicrobianos contra microorganismos
y pueden ser usadas como una solucién de amplio
espectro en el tratamiento de enfermedades infecciosas
causadas por microorganismos resistentes, al ser mas
economicas y producir menos efectos adversos. En
vista de la necesidad constante de nuevos y efectivos
agentes terapéuticos, las hierbas y productos de ellas
deberian jugar un rol importante en el futuro de la
higiene oral, asi como participar en la incorporacion
de sus ingredientes en la goma de mascar para
promover la higiene oral, tratar odontalgias,
periodontitis y gingivitis (14, 15, 32, 37).
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