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Actividad antimicrobiana, in vitro, del extracto
etandlico de camu camu (Mpyrciaria dubia)
contra microorganismos bucales
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Alfredo Guillen Oneeglio®, Leopoldo Meneses Rivadeneira’, Ada Carolina Romero Coasaca’

Resumen

Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana, mediante el método de difusion en agar con pocillos, de camu camu (CC)
contra microorganismos bucales. Métodos: Cepas de S. aureus, S. mutans, C. albicans'y P. gingivalis fueron inoculadas en placas
Petri. Extractos etandlicos (EEs) de cascara, pulpa y semilla de CCy controles (clorhexidina 0,12%, antiséptico bucal, alcohol 70°
y agua destilada) fueron cargados dentro de pocillos de 6 mm de didmetro. Todas las placas fueron incubadas por 24-48 horasy 11
dias (P. gingivalis) a 35°C y la actividad antimicrobiana fue determinada por la formacién de una zona de inhibicion del
crecimiento microbiano (ZICM), alrededor de los pocillos y medida mediante una regla Vernier, por un investigador, calibrado
interexaminador. Se determino el promedio de tres areas diferentes de las ZICM (mm). El experimento fue ejecutado entre 3 y 14
réplicas. Se aplicd la estadistica descriptiva e inferencial (p<0,05). Resultados: El EEs de semilla inhibi6 a los cuatro
microorganismos. Por cada microorganismo, se evidenci6 diferencia significativa en la actividad antimicrobiana segiin grupo
experimental (p=0,0000) y entre pares de grupos (p<0,001). Conclusion: Las tres partes de CC ejercieron, diferentes valores de
actividad antimicrobiana contra microorganismos bucales, siendo similares o superiores a los antisépticos bucales.

Palabras clave: Myrtaceae, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Porphyromonas gingivalis
(fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Objective: To evaluate the antimicrobial activity, through the agar diffusion method with wells, of camu camu (CC)
against oral microorganisms. Methods: Strains of S. aureus, S. mutans, C. albicans and P. gingivalis were inoculated in Petri
dishes. Ethanolic extracts (EEs) of peel, pulp and CC seed and controls (0.12% chlorhexidine, oral antiseptic, 70° alcohol and
distilled water) were loaded into 6 mm diameter wells. All plates were incubated for 24-48 hand 11 days (P, gingivalis) at 35°C and
the antimicrobial activity was determined by the formation of a zone of microbial growth inhibition (ZMGI), around the wells and
measured by a Vernier caliper, by a researcher, calibrated interexaminer. The average of the different ZMGI areas (mm) was
determined. The experiment was executed between 3 and 14 replicas. Descriptive and inferential statistics were applied (p<0.05).
Results: Seed EEs inhibited the four microorganisms. For each microorganism, significant differentiation was observed in the
antimicrobial activity according to experimental group (p=0.0000) and between pairs of groups (p<0.001). Conclusion: The three
parts of CC exerted different values of antimicrobial activity against oral microorganisms, being similar or superior to oral
antiseptics.

Keywords: Myrtaceae, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Porphyromonas gingivalis
(source: DeCS BIREME).

candidiasis es la infeccion micdtica mas comun en el ser
humano. La Candida albicans (C. albicans) es la especie del
género Candida que prevalece con mayor frecuencia (7,1% -
26,9%) en PC®. Actualmente, para el control de dichas

Introduccion

La caries dental (CD) y periodontitis cronica (PC) son
las enfermedades mas prevalentes de la cavidad bucal” y son

inducidas por la biopelicula bucal® (la que favorece la
supervivencia de muchos microorganismos, como
Staphylococcus). Ademds, son asociadas principalmente al
Streptococcus mutans g;S’ mutans)® 'y Porphyromonas

enfermedades se recomienda realizar una buena higiene bucal.
Sin embargo, el cepillado dental no es suficiente y se debe
complementar con agentes antimicrobianos, siendo el mas
recomendado el gluconato de clorhexidina (CHX)®.
Lamentablemente, el uso de la CHX no debe prolongarse

gingivalis (P. gingivalis)®”, respectivamente. Asi mismo, la
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pasados los 15 dias, ya que puede presentar efectos adversos
como: tincidn de los dientes, cambio en el sabor ¢ incremento
del tartaro supragingival”. Por lo tanto, contintia la busqueda
de un agente con eficacia antimicrobiana y que no presente
efectos adversos, siendo las plantas y frutos importantes
fuentes de principios activos con propiedades medicinales y sin
los efectos adversos mencionados anteriormente.

Los frutos de Myrciaria dubia, cominmente conocidos
como camu camu (CC), son cultivados en la Amazoma Peruana
y Brasilefia®. Con propledades antioxidantes”, antimicrobia-
nas“o”)/antunfeccmsas ¥ ademas de antlhlpertenswa
ant1h1pergllcem1a y contra la diabetes tipo 2 y sus
complicaciones"”, son grandes aliados contra enfermedades
cardiovasculares y obesidad"”, asi mismo, sus hoj as contienen
componentes antlplasmodlcos y leishmanicidas™ , etc. Tales
propiedades son atribuidas a los compuestos bioactivos que
presenta, como el acido ascorbico"”, polifenoles”?,
flavonoides"”, taninos, carotenoides®”, fenoles, etc. De
acuerdo a 1nvestigaci0nes previas, la concentracion de dichos
componentes varia segun la parte del fruto, por ejemplo, se ha
hallado mayor cantidad de compuestos fendlicos (incluyendo
polifenoles) y capacidad antioxidante en la pulpa que en la
cascara’’, mientras que en la céscara se han encontrado los
compuestos myrciarone A y rhodomyrtone™” y enlasemillalos
compuestos isomyrtucommulone B y myrc1arone B, todos
ellos exhibieron actividades antimicrobianas™.

De igual manera, la propiedad antimicrobiana de los
frutos de CC ha sido atribuida a su cascara, pulpa y semilla. Se
ev1denc1o que, los extractos hldroalcohollcos de semilla™"*",
pulpa”® cascara‘ 29 hO_]aS y corteza"®, los extractos n-hexano
de cascara®® y semilla®, el extracto acuoso de pulpa™ y
extracto etanélico de céscara® evidenciaron act1v1dad
antimicrobiana contra S. aureus Del mismo modo, los
extractos h1droa1c0h011cos de hojas®, extractos metandlico de
semilla y pulpa® y el extracto etandlico de cascara®
inhibieron el crecimiento de S. mutans. Finalmente, el extracto
etandlico de céascara de M. dubza mostrd actividad
antimicrobiana contra C. albicans" y el zumo al 100% de M.
dubza |nh1b10 el crecimiento de Escherichia coli'y Salmonella

Zyphl

De comprobarse la actividad antimicrobiana de los
extractos etanolicos (EEs) de céscara, pulpa y semilla de CC,
nos permitiria conocer la parte del fruto que ejerce mayor y/o
menor inhibicién del crecimiento de los principales
microorganismos asociados a CD, PC y candidiasis. Ademas,
representarian una opcion econdémica, efectiva y sin los efectos
adversos de los farmacos convencionales, para las personas que
optan por alternativas naturales.

Por lo tanto, la presente investigacion evalud la
actividad antimicrobiana, in vitro, de los EEs de semilla,
cascara y pulpa de camu camu sobre cultivos de S. mutans
(ATCC 25175), S. aureus (ATCC 25923), C. albicans (ATCC
10231)y P, gingivalis (ATCC 33277).

Métodos

Estudio experimental, in vitro, cuyo proyecto fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la Facultad
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de Odontologia de la Universidad de San Martin de Porres (acta
N°.24-09 junio de 2015).

Estudio piloto

Se realizé con el objetivo de calibrar al investigador
principal (KPA) en la medicién de la zona de inhibicion del
crecimiento microbiano y determinar el tamafio minimo de
grupos experimentales (TMGE), por microorganismo.

Para evaluar la confiabilidad interexaminador, tanto el
investigador principal (KPA) como el estandar de oro (AG), de
manera independiente, registraron tres areas diferentes (en
mm) de 20 zonas de inhibicion, usando una regla Vernier.
Luego, se obtuvo el promedio de dichas tres areas y mediante el
estadistico Coeficiente de Correlacion de Intraclase (CCI) se
obtuvo una concordancia de muy bueno (p=0,9904).

Para establecer los TMGEs, se hallo la diferencia
minima entre grupos experimentales y se aplicd la prueba para
comparar dos medias independientes, en el paquete estadistico
Stata v. 014, considerando un nivel de potencia del 80% y un
error del tipo I del 5% (una cola). Al comparar los tres EEs de
CC versus controles, en cada microorganismo, se obtuvo que el
TMGE estuvo entre 2 y 3 réplicas. Excepto para S. mutans que,
al contrastar el EE de semilla versus CHX al 0,12% y un
antiséptico bucal determind 7 y 4 réplicas, respectivamente.
Asimismo, fue para S. aureus que, al comparar el mismo EE
contra CHX al 0,12% se obtuvo 14 réplicas.

Obtencion de los extractos etandlicos (EEs)
de camu camu (CC)

Los frutos de CC fueron obtenidos a través del bidlogo
(JCDC). En el laboratorio de Farmacognosia y Medicina
Tradicional de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) y bajo la
supervision de la Dra. Bertha Jurado Texeira, se separaron la
cascara, pulpa y semilla. Luego, se secaron a temperatura
ambiente y una vez secas, fueron molidas; cada uno de los
polvos de las muestras se colocaron en matraces de vidrio,
color &mbar y se le adiciond etanol para su maceracion, los tres
matraces fueron cerrados herméticamente con parafilm, su
maceracion fue a temperatura ambiente y se llevaron a un
cuarto oscuro, por siete dias. Luego, se realiz6 un filtrado con
papel filtro N° 40 y los extractos obtenidos se llevaron al
rotavapor para su concentracion. Los EEs fueron pesados y
colocados en botellas de color ambar y mantenidas bajo
refrigeracion hasta su uso.

Cepas de microorganismos estudiados

Cuatro cepas de microorganismos (gram positivos: S.
mutans (ATCC 25175), S. aureus (ATCC 25923) y C. albicans
(ATCC 10231) y un gram negativo: P. gingivalis (ATCC
33277)) fueron obtenidos del Laboratorio GenLab del Pert
S.A.C; Pert.

Actividad antimicrobiana

Los EEs de CC fueron estudiados para la sensibilidad
de los cuatro microorganismos, mediante el método de difusion
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en agar con pocillo®. Cada microorganismo fue inoculado en
placas Petri con agar Mueller-Hinton, agar Mueller Hinton
sangre, agar Mueller Hinton dextrosa azul de metileno y agar
Brucella suplementado con sangre de cordero al 5% con
vitamina K y hemina, respectivamente. Los EEs fueron
cargados dentro de pocillos de 6 mm de didmetro. Pocillos
control fueron cargados con clorhexidina (CHX) al 0,12%,
antiséptico bucal LISTERINE® CUIDADO TOTAL ZERO™
(contiene cuatro aceites esenciales (timol, eucaliptol, mentol y
salicilato de metilo, cloruro de zinc y fluor de Johnson &
Johnson, USA), alcohol etanol de 70° y agua destilada. Todas
las placas fueron incubadas por 24 - 48 h u 11 dias a 37°C o
35°C y la actividad antimicrobiana fue determinada por la
formacién de una zona de inhibicion del crecimiento
microbiano (ZICM) alrededor de los pocillos y medida
mediante una regla Vernier, por un investigador, calibrado
interexaminador (CCI, p=0,9904). Se determin¢ la media de
tres dreas diferentes de las ZICM en mm e incluy¢ el didmetro
del pocillo y no mostré obvio ni visible crecimiento, juzgado a
simple vista. En caso de resistencia microbiana (no existe
ZICMQ, simplemente se midié el didmetro del pocillo (6
mm)®”. El experimento fue replicado segin los TMGEs
obtenidos en el estudio piloto.

Los datos se analizaron empleando el paquete
estadistico Stata v. 14.0 para Windows Corporation (Stata,
Texas, EE.UU.). Por cada microorganismo, la actividad
antimicrobiana (AA) se describio en medias y desviaciones
estandar. Luego, se aplicO6 ANOVA de una sola via para
establecer la variabilidad, en conjunto, de la AA en funcidn al
grupo experimental. Y para comparar laAA de los EEs entre siy
versus controles positivos y negativo, se aplico Scheffe, debido
al cumplimiento de los supuestos de normalidad (Prueba
Shapiro Wilk, p > 0,10011) y homogeneidad de varianza
(Prueba Bartlett,p>0,892).

Resultados

Las medias y desviaciones estandar de las ZICM, segiin
grupo experimental, se presentan en latabla 1.

El extracto etandlico (EE) de semilla inhibi6 el
crecimiento de los cuatro microorganismos y fue el unico que
inhibio ala C. albicans (Tabla 1; Figuras 1 y 2).

Se evidencio diferencia significativa entre el EE de
pulpa versus la cascara y semilla sobre S. mutans (p<0,001)y P.
gingivalis (p<0,001), respectivamente. Asi mismo, fue para el
EE de semilla contra cascara y pulpa ante S. aureus (p<0,001) y
C. albicans (p<0,001), respectivamente. No se hallé diferencia
significativa entre los tres EEs de CCy laCHX al 0,12% para S.
mutans (p=0,100), excepto para el EE de semilla (p=0,003).
También, hubo diferencia significativa al contrastar los tres
EEs con CHX al 0,12% sobre S. aureus (p=0,002) y entre los
tres EEs comparados con antiséptico bucal (AB) y alcohol a 70°
para S. mutans, S. aureus 'y C. albicans (p<0,043), respectiva-
mente, excepto para los EEs de cascara y pulpa contra el
alcohol a 70° sobre la C. albicans (p=1,000, respectivamente).
Finalmente, para P. gingivalis hubo diferencia significativa
entre los tres EEs comparados con alcohol a 70° (p<0,001) y el
EE de pulpa versus el AB (p<0,001) (Tabla 1).

Discusion

En la presente investigacion, se evalud in vitro la
inhibicion de S. mutans, S. aureus, C. albicans y P. gingivalis
ante tres extractos etanolicos (EEs) de céscara, pulpa y semilla
de CC, comparados con CHX al 0,12%, antiséptico bucal,
alcohola 70° y agua destilada.

Se encontro que los tres EEs de CC inhibieron el
crecimiento de S. aureus, lo cual concuerda con Myoda y col.™
(2010), Fujita y col. (2013™ y 2015") y Kaneshima y col.
(2015%% y 2017%%), quienes estudiaron a los extractos
hidroaceténicos de semilla y cascara'’, extractos
hidroalcohdlico de Pulpa congelada (secada por dos procesos
de deshidratacion)"™. Asi también, extractos acuosos de pulpa,
congelada (provenientes de laamazonia de Brasil y Sao Pauloy
secadas por liofilizacion y aspersiéon”'®. Y por tltimo, extractos
hexanicos de cascara®*”y semilla® de CC, respectivamente,

los que mostraron actividad ante S. aureus.

Tabla 1

Actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos de
M. dubia y controles para cada microorganismo

Sustancia asignada S. mutans
X+ DE
Cascara 16,7 £1,7°%
Pulpa 26,7 +1,6%
Semilla 14 + 2 8'1#¢
Clorhexidina al 0,12% 21,4+0,6"
Antiséptico bucal 9,2+0,3
Alcohol a 70° 6,0£0,0*

S. aureus C. albicans P. gingivalis
X DE X DE X DE
17,3+0,6 ™  6,0+0,07F 12,3 +£0,3™
187+0,6 %  6,0£0,0% 153+0,6 '+
23,3+0,5"T% 20,1+ 0,81 10,8+ 0,91
252+ 0,4 24,9+ 0,6 26,6 + 0,4
15,7 +0,3" 84+0,8 12,1406
7,5+0,3% 6,0 + 0,0* 6,0+ 0,0%

agua destilada no mostré zona de inhibicion (6 mm).

x = media aritmética; DE = desviacion estandar; *t1§ = diferencia significativa (Scheffe, p<0,05); n =3 - 15 réplicas;
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CHX0,12% = Clorhexidina al 0,12%; No se hallé zona de inhibicién del crecimiento microbiano (6 mm).

Figura 1. Evaluacion, in vitro, de la actividad antimicrobiana de tres extractos etandlicos de M.
dubia sobre cepas de S. mutans, S. aureus, C. albicansy P. gingivalis.
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CHX0,12% = Clorhexidina al 0,12%; No se evidencié zona de inhibicion del crecimiento microbiano (6 mm).
Figura 2. Inhibicién del crecimiento microbiano mediante extractos etandlicos de M. dubia'y

controles.

#Del mismo modo, los EEs en estudio inhibieron a S.
mutans y coincide con Camere-Colarossi y col.*® en el 2016,
Saldarriaga-Mostacero y col.”” (2017), Castillo-Carranza J
col."(2013) y Kaneshima y col. en los afios 2015%? y 2017%,
en los cuales extractos de CC inhibieron el crecimiento de S.
mutans. Tales como, extractos metanolicos de semilla y pulpa,
liofilizadas®, cuatro fracciones del extracto etandlico de la
cascara de CC"™". Y finalmente, extractos hexanicos de

. (22,23) +11..(23) . .
cascara y semilla”™, y biocomponentes aislados,
respectivamente.
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Asi también, se evidencio que C. albicans solo fue
sensible ante el EE de semilla, lo cual no se corresponde con
Castillo-Carranza y col."” (2013), en donde cuatro fracciones
del EE de céascara inhibieron a dicho microorganismo.

Por otra parte, se obtuvo que la actividad antimicro-
biana del EE de semilla de CC fue mayor que la cascara y pulpa
sobre S. aureus, lo cual se relaciona y no con Kaneshima y
col.??(2017) y Myoda y col. " (2010), respectivamente. En el
primero, tres extractos hexanicos de semilla fueron mejor que
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la cascara®. Y en el segundo un extracto hidroalcohdlico de
cascara fue mas fuerte que la semilla (5,0 mg/mL de
concentracién) ™.

Asimismo, se halld que la actividad antimicrobiana del
EE de pulpa contra S. mutans fue mayor que la cascara y
semilla; ademas se evidencid que estos dos extractos ejercieron
actividades similares contra dicha bacteria. Lo cual coincide
no con Kaneshima y col.? (2017) y Camere-Colarossi y col.*”
(2016), respectivamente. En el primero, dos extractos
hexanicos de céascara y semilla de CC obtuvieron efectos
similares entre si sobre S. mutans®. Y el segundo mostré que el
extracto metandlico de semilla fue mayor que la pulpa frente a
dicho microorganismo®.

Nuestra investigacion demostrd que al comparar las
actividades antimicrobianas de EEs de semilla y pulpa de CC
versus CHX al 0,12% sobre S. mutans, estos fueron menor y
similar, respectivamente, lo cual se corresponde y no con
Camere-Colarossi y col.”” (2016), donde el efecto de extractos
metandlicos de semilla y pulpa fueron menores que la CHX al
0,12%.

En el presente estudio, in vitro, para S. mutans no se
encontrd diferencia significativa entre los EEs de cascara y
pulpa de CC comparado con CHX al 0,12% (p=0,195 y
p=0,100, respectivamente). Asi mismo, fue al contrastar los tres
EEs con el antiséptico bucal frente S. mutans y S. aureus. Y
también para el EE de pulpa sobre P. gingivalis. Ademas, al
comparar los EEs de pulpa contra la cascara y semilla ante S.
mutans y P. gingivalis se demostré mejores resultados con la
pulpa (p<0,001, respectivamente). Y al contrastar el EE de
semilla versus pulpa y cascara sobre S. aureus'y C. albicans, el
de semilla tuvo mayor actividad (p<0,001, respectivamente).
Lo cual sugiere que la propiedad de inhibir el crecimiento
microbiano puede variar en funcion a la parte del fruto de CC
utilizada. Sin embargo, mas estudios al respecto son requeridos
para determinar la relacion parte CC/actividad antimicrobiana.

Cabe resaltar que, esta investigacion es la primera que
compara los EEs de céascara, pulpa y semilla entre si, contra el
antiséptico bucal, sobre P. gingivalis y contrasta el extracto de
cascara versus CHX, para demostrar la actividad

antimicrobiana del CC sobre microorganismos relacionados a
CD, EP y candidiasis y por ende, mas relevantes de la cavidad
bucal; la gran mayoria de investigaciones, realizadas hasta el
momento, han estudiado solo una o dos partes del fruto de CCy
comparan sus actividades contra antibidticos y antifiingicos
(principalmente) y solo dos estudios contrastaron pulpa,
semilla y hojas versus CHX, respectivamente.

Conclusion

El EE de semilla de CC inhibio el crecimiento de los
cuatro microorganismos estudiados. Por otra parte, el S.
mutans'y P. gingivalis fueron mas sensibles ante el EE de pulpa,
mientras que el S. aureus 'y C. albicans lo fueron frente al de
semilla. Ademas, la actividad antimicrobiana de los tres EEs de
CC sobre los cuatro microorganismos fueron menores a la
CHX al 0,12%. Excepto, para el S. mutans en donde la
actividad de los EEs de céascara y pulpa, fueron similares a la
CHX al 0,12%. Finalmente, los tres EEs evidenciaron mayor
actividad antimicrobiana comparados con el antiséptico bucal
(AB) y alcohol a 70° frente a S. mutans y S aureus. De igual
forma, la C. albicans solo fue sensible ante el EE de semilla,
siendo su inhibicion mayor que el AB y alcohol a 70°. Por
ultimo, los tres EEs ejercieron mayor inhibiciéon de P.
gingivalis que el alcohol a 70° y laactividad del EE de pulpa fue
similar al AB sobre dicha bacteria. Estos hallazgos podrian
significar una alternativa, natural, para inhibir el crecimiento
de microorganismos, considerados entre los mas importantes
agentes etiologicos de la CD, EPy candidiasis, siendo similares
o0 superiores a antisépticos bucales. Se sugiere una profunda
investigacion de la actividad antimicrobiana de los tres EEs de
camu camu.
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