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antibacteriano del extracto acuoso de

estudio fue determinar el efecto
Botoncillo (Acmella repens) en concentraciones del 15%, 25% y 50% v/v sobre Streptococcus mutans. Se
usaron 15 cajas petri con agar sangre de cordero, se inoculd S. mutans y se colocaron discos filtro con

Resumen
objetivo de este
diferentes concentraciones del extracto acuoso de Acmella repens al 15%, 25% y 50%, como sustancias
de control Clorhexidina al 0,12% y suero fisiologico, tras 5 dias de incubacidén se midieron empleando
una regla milimétrica, los halos de inhibicion, formados alrededor de los respectivos discos. Como
resultado se obtuvo que el extracto de Botoncillo al 50% mostr6 diferencias significativas en comparacion
con las concentraciones al 15% y 25% (p<0,001), sin embargo, al comparar el extracto de Botoncillo al
50% con la Clorhexidina al 0,12%, se observaron valores de inhibicién mas altos para la Clorhexidina al

El
0,12%. Se concluye que el extracto acuso de Botoncillo presento un efecto antibacteriano sobre S. mutans.

Palabras clave: Antibacterianos, caries dental, Streptococcus mutan, técnicas in vitro.

Summary
The aim of this study was to determine the antibacterial effect of the aqueous extract of Botoncillo
(Acmella repens) in concentrations of 15%, 25% and 50% v/v on Streptococcus mutans. 15 petri dishes
with lamb blood agar were used, S. mutans were inoculated and filter discs with different concentrations
of 15%, 25% and 50% Acmella repens aqueous extract were placed as control substances 0.12%
Chlorhexidine and physiological serum, after 5 days of incubation were measured using a millimeter
ruler, the inhibition halos, formed around the respective discs. As a result, it was obtained that the 50%
Button extract showed significant differences compared to the 15% and 25% concentrations (p <0.001),

however, when comparing the 50% Button extract with the 0, Chlorhexidine, 12%, higher inhibition
values were observed for 0.12% Chlorhexidine. It is concluded that the aqueous extract of Botoncillo had

an antibacterial effect on S. mutans.
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Introduccion

Las plantas medicinales actualmente son un
método muy utilizado en zonas de
Latinoamérica para el tratamiento
sintomatolégico, principalmente el dolor, de
algunas patologias.'

La caries es considerada como una enfermedad
cronica, infecciosa, multifactorial de origen
microbiano, localizado en los tejidos duros del
diente?, que empieza como  una
desmineralizacién del esmalte resultante de la
accion acidos organicos producidas por
bacterias orales especificas que metabolizan a
los carbohidratos de la dieta® al ser una
enfermedad multifactorial, interactian factores
dependientes del hospedero, la dieta, la
biopelicula dental y el tiempo, produciéndose
un desequilibrio de estos.”

Streptococcus mutans es el microorganismo
predominantemente encontrado en el
biopelicula relacionado a la produccion de
caries dental’, la biopelicula dental que consta
de la presencia de diversas formas bacterianas®,
formando asi una estructura bien organizada de
bacterias, virus y hongos .

Considerado como un grupo formado por
diversos  cocos  Gram  positivos  que
normalmente se disponen en parejas o cadenas,
Streptococcus spp forma el grupo de anaerobios
facultativos ~ capnodfilos, sus  exigencias
nutricionales son complejas y su aislamiento
requiere el uso de medios enriquecidos con
sangre o suero, son capaces de fermentar
carbohidratos, proceso que produce dacido
lactico y otros 4cidos con variable potencial
cariogénico siendo ademas, catalasa negativos®.

Los enjuagues bucales constituyen mecanismos
frecuentemente empleados en el control de la
enfermedad caries dental, por ser sistemas de
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administracion seguros, eficaz como agente
antimicrobiano y anti-biopelicula, capaz de
inhibir la adhesion bacteriana, la colonizacion y
la actividad metabdlica que en ultima instancia
afecta el crecimiento bacteriano °; la mayoria de
estos productos quimicos provienen de estudios
fitoquimicos de plantas medicinales.

El objetivo del presente estudio in vitro fue
determinar el efecto antibacteriano del extracto
acuoso de Acmella repens (Botoncillo) en
concentraciones del 15%, 25% y 50% sobre .
mutan.

Material y métodos

Se plantea un estudio in vitro con 100 gramos de
hojas y flores de botoncillo (Acmella repens),
tras un riguroso analisis visual y de acuerdo a los
criterios de inclusion (ejemplares frescos,
limpios, libres de contaminacion), y de exclusion
(ejemplares incompletos y marchitos) se eligio
los especimenes en buen estado y libres de
impurezas. Mediante percolacion quimica se
obtuvo concentraciones al 15 %, 25% y 50%,
realizado con solvente polar en el laboratorio
quimico de la Universidad Central del Ecuador,
y fueron almacenados en frascos color ambar por
un periodo de un dia, en un ambiente seco y libre
de luz.

Para determinar la actividad antimicrobiana se
utilizo una cepa liofilizada de S. mutan (ATCC
25175, Ecuador), activada en Iml de caldo
nutritivo TSB (tryptic soy broth, Novachem,
Ecuador); con el fin de fomentar el crecimiento
del microorganismo liofilizado, el mismo fue
sembrado por diseminacion en cajas petri de agar
sangre de cordero 5% (Cultiprep, Ecuador).

El método de siembra fue por diseminacioén con
asa estéril, y se verifico que las colonias no
estuvieran contaminadas con tincion gram. Las
mismas fueron observadas en microscopio a
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campo de 100x y se evidencio cocos gram
positivos en cadenas, caracteristico de S. mutan.
Los discos de papel filtro (Whatman "™ Espaiia)
fueron impregnados con 20 pl de cada una de las
concentraciones a 15 %, 25% y 50% de los
extractos de botoncillo.

Como control positivo para sensibilidad se
utilizo clorhexidina al 0,12% (Lacer, Espafia) y
como control negativo suero fisiologico. Se
procedio a colocar los discos con pinzas estériles
y presionar sobre el agar; las mismas fueron
rotuladas con la concentracion del extracto usado
e incubadas a 37° C en una jarra de anaerobiosis
hermética Gas Pak Plus TM_

La evaluacion de la actividad inhibitoria se
realiz6 tras 120 horas de incubacidn, con reglas
milimétricas valorando el diametro de los halos
formados alrededor de los discos filtro.

Se considero que mientras mayor haya sido el
diametro del halo, la sustancia presentaba mayor
efectividad sobre la inhibicion en el crecimiento
de cepas de S. mutan. Los valores fueron
recolectados en tablas Excel con la ayuda del
software SPSS23 y pruebas estadisticas la
prueba de Kruskall-Wallis y con la prueba de
Shapiro-Wilk.

Resultados

Los datos analizados mediante la prueba de
Kruskall-Wallis y con la prueba de Shapiro-
Wilk demostraron que dos de los grupos (suero
fisioldgico y extracto al 15%) fueron excluidos
del andlisis, debido a que no existid accidon
inhibitoria con estas dos concentraciones
empleadas.

Al evaluar el extracto al 25 % se evidencio una
leve capacidad inhibitoria con un halo medio de
6,4mm. De igual manera se observo que el
extracto al 50% presento una mayor actividad
inhibitoria con un halo medio de 10,7 mm.

El control positivo evidencio una capacidad de
inhibiciéon mayor a los grupos de prueba con un
halo medio de 12,4 mm.

La prueba de Kruskal-Wallis revel6 un valor de
significancia de p <0,001, permitiendo inferir
que si existieron diferencias respecto a la
tendencia central de las poblaciones, por lo cual
se realiz6 la prueba dos a dos, con lo que se
determind que son diferentes entre las sustancias
con significacién menor a 0,05: como es el caso
del halo formado por el grupo al 25% con
extracto de Botoncillo (Acmella repens) y el del
50%, asi como con el de la Clorhexidina, en
tanto que el extracto de Botoncillo al 50% no
presentd  diferencia  significativa al  ser
comparado con Clorhexidina al 0, 12%.

Tabla 1. Halo Inhibitorio (mm) por
concentracion

Sustancia Halo

Empleada Inhibitorio Concentracion
Extracto de .
Botoncillo <3mm 15%
Extracto de .
Botoncillo 6,4 mm 25%
Extracto de .
Botoncillo 10,7mm 50%
Suero fisiologico <3mm
CHX 12,4mm 0.12%

Fuente: Caguasango et al.
Discusion

La OMS define a las plantas medicinales como
cualquier especie vegetal que contiene
sustancias quimicas que pueden ser empleadas
para propositos terapéuticos'® ;si bien diferentes
estudios emplean productos de origen vegetal
con una finalidad terapéutica'', actualmente se
ha limitado el uso de productos vegetales a la
administracién por via oral o topica'’, pero
mediante  investigacion cientifica se ha
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demostrado que se han wusado plantas
medicinales para sanar diferentes

enfermedades'?, mostrando una amplia gama de
principios activos en estas plantas, asociados a
la presencia de alcaloides, glucdsidos o
heterdsidos, mucilagos, gomas y taninos'*, que
serian de gran ayuda en un tratamiento de
patologias, fue el empleo por comunidades
andinas de la sierra central ecuatoriana del
Botoncillo (Acmella repens) lo que nos
incentivo la ejecucion de este estudio.

La planta es encontrada frecuentemente en
paises tropicales y subtropicales; principalmente
la India y América del Sur popularmente se
conoce como planta de “dolor de muelas” ya
que reduce la severidad de una odontalgia'> .Es
considerada planta suberecta llegando a medir
hasta 50 cm de altura, presenta tallos pequefios
con entrenudos entre 1 a 4 cm de largo de color
verde, hojas con peciolos subsésiles de ovaladas
a oOvalo-lanceoladas, flores amarillas que se
asemejan a un boton; sus hojas, flores y ramas
son picantes al masticar, adormecen las
mucosas de la boca y labios produciendo un
efecto anestésico'®, debido al alcohol aromatico
spilantol, la spilantina y otras sustancias
similares; dentro de los usos etno-medicinales
de Botoncillo, las hojas y las flores son
empleadas para endurecer, limpiar y blanquear
los dientes, e incluso manteniendo las encias
saludables, ya que al masticar las hojas se
previene la caries dental y enfermedades
periodontales debido a su mecanismo
antibacteriano'’. La accién antibacteriana del
Botoncillo a nivel de patdogenos comunes, como
Escherichia coli, Klebsiella pnumoniae, Proteus
vulgaris, fue evidenciada en otros estudios.'®

El extracto acuoso de Botoncillo (Acmella
repens) al 50%, presentd un efecto inhibitorio
cercano a los niveles alcanzados por la
Clorhexidina al 0, 12 %, observandose que a
concentraciones menores existid6 menor poder
inhibitorio.

N
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La Fitoterapia busca a través del empleo de
diferentes  plantas medicinales, encontrar
alternativas para enfermedades que
frecuentemente afectan al ser humano; este es el
caso especifico de nuestro estudio donde se
emple6 el Botoncillo (Acmella repens), lo que
llevo a evaluar su poder inhibitorio frente a
Streprococcus mutan, siendo considerado como
el principal causante de caries dental en
mamiferos.

Estudios previos refieren la existencia de
diferencias significativas entre el extracto
etanolico de Botoncillo al 100% y Clorhexidina
al 0, 12% sobre la cepa de Porphyromona
gingivalis, existen estudios realizados en la India
donde emplearon como medicacion
intraconducto concentraciones de 2%, 5% y 10%
de Botoncillo con éter de petroleo como
solvente, mostrando una significante actividad
antibacteriana frente a Enterococcus faecalis.”

Este estudio constituye un aporte cientifico en la
busqueda de principios fitoactivos en Ecuador,
que representen nuevas alternativas frente a
microorganismos desencadenantes de
enfermedades a nivel bucal y rescatar el
conocimiento fAirmaco-ancestral sobre el uso del
Botoncillo; si bien no fue posible encontrar
literatura suficiente respecto a este espécimen
natural, logramos demostrar que es una planta
que posee una accion beneficiosa para la salud,
que nuestros antepasados conocian pero aun
faltan estudios cientificos mds rigurosos que
demuestren su capacidad antimicrobiana.

Conclusion

En las condiciones que este estudio in vitro fue
ejecutado, podemos concluir que el extracto
acuoso de Acmella repens (Botoncillo) tiene una
apropiada efectividad antimicrobiana a una
concentracion del 50% v/v sobre S. mutan
comparable con el efecto inhibitorio observado
en la CHX.
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