Int. J. Odontostomat.,
17(4):414-419, 2023.

Efecto Antibacteriano del Extracto Etanélico de Equisetum
giganteum L. “Cola de Caballo” Frente al Fusobacterium
nucleatum, Microorganismo Asociado a la Enfermedad Periodontal

Antibacterial Effect of the Ethanolic Extract of Equisetum Giganteum L. "Horsetail”
Against Fusobacterium Nucleatum, A Microorganism Associated with Periodontal Disease

Elizabeth Huachaca'; Donald Ramos-Perfecto’? & Hilda Moromi Nakata®

HUACHACA, E.; RAMOS-PERFECTO, D. & MOROMI, N. H. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de equisetum
giganteum . “cola de caballo” frente al fusobacterium nucleatum, microorganismo asociado a la enfermedad periodontal.
Int. J. Odontostomat., 17(4):414-419, 2023.

RESUMEN: La fitoterapia aplicada a la Odontologia se presenta como una eficaz alternativa de tratamiento frente a
las enfermedades periodontales (EP) porque busca utilizar los principios activos de las plantas medicinales que se encuen-
tran en gran cantidad en la naturaleza, dandole asi las caracteristicas de ser mas asequibles y de menor costo, para
combatir los microorganismos patdégenos causantes de las EP. El objetivo del estudio fue determinar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de Equisetum giganteum L. frente a cepas ATCC de Fusobacterium nucleatum. El estudio fue
de tipo experimental no probabilistico y estuvo constituido en total por 10 placas Petri sembradas con F. nucleatum. Se
utilizé extracto etandlico de E. giganteum L. en las concentraciones de 100, 50, 25, 12.5y 6.25 %. Se utilizé el método de
difusién en agar y se incubaron 10 placas a 37 °C durante 07 dias. Se midieron los halos de inhibicién con un vernier digital,
siendo estos datos posteriormente analizados. No se evidenciaron halos de inhibicién significativos en ninguno de los
discos embebidos con las diferentes concentraciones en las 10 placas Petri sembradas con F. nucleatum, pero sin con la
clorhexidina, agente quimica utilizado como control positivo. En conclusién no se determiné un efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de E. giganteum L. frente a F. nucleatum, en ninguna de sus concentraciones.

PALABRAS CLAVE: Enfermedades periodontales, Equisetum, Fusobacterium nucleatum, antibacteriano,
extracto de planta.

INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales (EP) repre-
sentan la segunda enfermedad bucal mas comun y
prevalente después de la caries dental, afectando
aproximadamente a un 10% de la poblaciéon mun-
dial, en paises de Latinoamérica donde se acen-
tdan los niveles de pobreza y desigualdad social se
reportan cifras de hasta 18% de poblacion afecta-
da; el limitado acceso a los servicios de salud es un
problema que se agudiza en las poblaciones rura-
les que no cuentan con el acceso a los implemen-
tos basicos que se utilizan en las terapias
periodontales tales como cepillo dental, hilo dental,

pastas dentales, colutorios y antisépticos vitales para
combatir los microorganismos causantes de las en-
fermedades periodontales (World Health
Organization, 2020).

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) es un
microorganismo comensal y versatil de la cavidad
bucal; tiene la capacidad de coexistir con diversos
patégenos periodontales y es considerado un paté-
geno con moderada actividad en las enfermedades
periodontales ya que es el responsable de la transi-
cién de estadios iniciales de la enfermedad
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periodontal como la gingivitis a estadios mas graves
como la periodontitis porque coloniza inicialmente en
el biofilm dental y actia como puente entre los colo-
nizadores iniciales y tardios causantes de las enfer-
medades periodontales (Ramos-Perfecto et al.,
2020).

Equisetum giganteum L. (E. giganteum L.) es
una de las 04 especies de Equisetum que existen en
el Perd, siendo esta, una de las mas utilizadas e in-
vestigadas por sus propiedades farmacoldgicas y
medicinales (Ledn, 2013).

Chuquipiondo (2021) estudidé el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de E.
giganteum L. sobre cepas ATCC de P. gingivalis. ob-
teniendo como resultado que el extracto etandlico
de E. giganteum L. al 100 % presenta efecto
antibacteriano ante este microorganismo
periodontopatégeno.

Choque Quispe (2020) estudio el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de E.
arvense sobre cepas ATCC de P. gingivalis, el estu-
dio dio como resultado que P. gingivalis es muy sen-
sible ante el extracto etandlico en las concentracio-
nes de 75 % y 100 %.

En el campo de la odontologia existen esca-
sos estudios sobre su efectividad antibacteriana en
bacterias causantes de las enfermedades
periodontales tales como F. nucleatum.

Ante esta problematica la fitoterapia aplicada
a la Odontologia se presenta como una eficaz alter-
nativa de tratamiento frente las enfermedades
periodontales, porque busca utilizar los principios ac-
tivos de las plantas medicinales que se encuentran
en gran cantidad en la naturaleza, dandole asi las
caracteristicas de ser mas asequibles y de menor
costo, para combatir los microorganismos patégenos
causantes de esta enfermedad (Echegaray
Rodriguez et al., 2011).

En ese sentido, el propdsito de este estudio
fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro de la planta
medicinal denominada “cola de caballo” frente a F.
nucleatum, importante patégeno periodontal respon-
sable de la gingivitis y estadios iniciales de la
periodontitis, para otorgar asi evidencia cientifica que
avale en el futuro, su posible uso en colutorios y pas-
tas dentales para el tratamiento alternativo de las en-
fermedades periodontales.

MATERIAL Y METODO

Obtencion de la planta E. giganteum L. (Fig. 1) a tem-
pranas horas de la mafiana a mediados del mes de
mayo del 2022, en el distrito de Huaquirca, provincia
Abancay, departamento de Apurimac, localizado a
3100 m.s.n.m, se ubico una plantacién natural de “cola
de caballo”, sobre un suelo humedo y arcilloso, las
plantas tenian un tamafio de 2,5 a 3 m de altura.

Se procedioé a realizar la cosecha de 5 kg de
planta entera con unas tijeras de podar y se almaceno
en una bolsa de papel Kraft debidamente rotulada para
su posterior transporte.

Una muestra de la planta fue llevada al herba-
rio del Museo de Historia Natural de la UNMSM, para
su respectivo reconocimiento taxondémico de la espe-
cie determinando que la muestra correspondia a E.
giganteum L.

Fig. 1. Plantacion de E. giganteum L, ubicada en el distrito
de Huaquirca, Abancay-Apurimac.

Procesamiento y obtencién del extracto
etandlico de E. giganteum L. Se procedié a separar
los tallos principales y tallos estériles en buen estado,
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de las impurezas de la planta, quedando 1 kg en total
de muestra lista para ser procesada. Luego se lavo y
desinfecté con NaOCl al 0,5 %. Se colocé esta mues-
tra escogida y desinfectada sobre papel Kraft y se so-
metio al secado en la estufa a 37 °C durante 5 dias.
Se peso 500 gr de planta seca y se procedi6 a triturar
en un molino manual hasta obtener una muestra pul-
verizada que pasoé por un proceso de tamizaje para
estandarizar la medida de las particulas. Esto dio como
resultado 200 g de muestra pulverizada y
estandarizada que fue utilizada para su posterior
maceracion. Se vertié 200 g de E. giganteum L. en
polvo, en dos frascos de vidrio BOECO (100 g en cada
frasco), y se afadié 700 ml de etanol de 70° en cada
frasco, con la finalidad de macerar la muestra con una
consistencia que le permita extraer de manera ade-
cuada los principios activos de la planta. Se colocaron
los frascos de vidrio en la sombra a temperatura am-
biente, y se macerd durante 5 dias realizando 2 agita-
ciones al dia, de 10 minutos, en cada frasco. Se sepa-
ré la fase liquida de la fase sélida del macerado resul-
tante, la fase liquida pasé por un filtrado en papel
Whatman N° 4 con ayuda de una bomba de succion;
se obtuvo 735 ml de solucion filtrada que fue deposi-
tada sobre una bandeja de vidrio Pyrex y llevada a la
estufa a 35 °C durante 3 dias hasta obtener un extrac-
to etandlico seco que pesd 7,6 gr. Luego se procedid
a reconstituir este extracto etandlico seco con 76 ml
de dimetilsulféxido (DMSQO) obteniendo asi una solu-
cion madre de extracto etandlico al 100 % (Fig. 2).

Fig. 2. Se realizaron las respectivas diluciones a partir del
extracto madre para obtener las diferentes concentraciones
de extracto que fueron almacenados en botellas de vidrio
de color ambar.

Obtencion de las cepas ATCC de F. nucleatum. Se
obtuvieron cepas estandar ATCC 25586 de F.
nucleatum, previamente identificadas por laboratorios
MICROBIOLOGICS, las cuales se importaron a tra-
vés de la casa comercial GENLAB S.A.C., posterior-
mente se transportaron al laboratorio de Microbiolo-
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gia de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, almacenandolas a una
temperatura de 6 °C hasta su uso.

Prueba de actividad antibacteriana frente a F.
nucleatum. La cepa de F. nucleatum ATCC 25586 se
retiré del vial liofilizado y fue sembrado asépticamente
(con la ayuda de un mechero Bunsen que brind6 un
halo de esterilizacién para evitar la contaminacién de
la placa Petri), con un asa de siembra estéril en una
placa de agar Schaedler enriquecida con 5 % de san-
gre, se coloco dentro de una jarra de anaerobiosis y
se llevo a la incubadora durante 5 dias a 37 °C para
su reactivacion (Fig. 3).

Fig. 3. Se retira el hisopo del vial liofilizado y se siembra
sobre el agar Schaedler en un ambiente aséptico.

Una vez reactivada la cepa, se tomaron las co-
lonias con un asa de siembra estéril y se colocaron
dentro de un tubo de ensayo con caldo BHI, se
homogeneizé la muestra mediante una escala de tur-
bidez de 1 de Mc Farland, que equivalié a 1x108 UFC/
ml, esto con el objetivo de obtener la concentracion
adecuada de bacterias para su crecimiento.

Se realiz6 el método de difusiéon en agar que con-
sistié en sembrar 100 uL de la suspension del caldo BHI
y diseminarlo mediante un hisopo sobre el agar
Schaedler. Seguidamente se procedioé a depositar so-
bre los discos de papel filtro, estériles, 10 uL de concen-
tracion de extracto al 6,25 %, 12,5 %, 25 %, 50 % y 100
% y sobre 1 disco de papel filtro se depositd 10 uL de
gluconato de clorhexidina al 0,12 % y sobre otro disco
de papel filtro se depositd 10 uL de suero fisiolégico. En
total estos 7 discos se colocaron sobre la superficie sem-
brada del agar Schaedler a una distancia no menor de
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15 mmy a 1,5 cm del margen de la placa. Este proce-
dimiento se realiz6 de manera repetida en 10 placas
Petri idénticas sembradas con F. nucleatum.

Estas placas Petri debidamente sembradas y
con los discos, se transportaron inmediatamente a la
jarra de anaerobiosis con el reactivo de anaerobiosis
y se incubaron a 37 °C durante 7 dias (Fig. 4).

Fig. 4. Caracteristicas macroscopicas de F. nucleatum, se
observan colonias blanquecinas de aproximadamente 02 mm
de diametro con apariencia “manchada” o “miga de pan”
como menciona la literatura.

Analisis de datos. Al obtener resultados negativos el
analisis no utilizé pruebas estadisticas, se basé en
describir detalladamente mediante el instrumento de
recoleccion de datos los resultados de la investiga-
cion (Tabla 1).

RESULTADOS

No se evidenciaron halos de inhibicion signifi-
cativos para ser medidos en ninguna de las concen-
traciones del extracto etandlico en estudio, en ningu-
na de las placas. Los controles positivos de gluconato
de clorhexidina al 0,12 % si evidenciaron halos de in-
hibicion posicionandose estas medidas dentro del ran-
go de sensibilidad media en la escala de Duraffourd
(Fig. 5). Los controles negativos de suero fisiologico
no generaron halos de inhibicién en ninguna de las
placas en estudio.

Fig. 5. Placa representativa donde se observa el halo de
inhibiciéon formado por los discos del control positivo, y el
nulo efecto antibacteriano que mostraron las diferentes con-
centraciones del extracto.

Tabla I. Consolidacion de resultados de los halos de inhibicién de las 10 placas Petri.

Halos de inhibicién

Placa Placa Placa Placa Placa Placa Placa Placa Placa Placa Promedio
Petri Petri Petri Petri Petri Petri Petri Petri Petri Petri B
N° 01 N°02 N°03 N°04 N°05 N°06 N°07 N°08 N°09 N°10
Extracto etandlico al 100 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extracto etandlico al 50 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extracto etandlico al 25 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extracto etandlico al 12.5 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extracto etandlico al 6.25 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control positivo 16.79 1762 17.74 1739 16.83 16.91 16.72 16.67 16.85 17.25 17.077
mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
Control negativo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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DISCUSION

Durante la revision bibliografica, previa a la eje-
cucion de esta investigacion, se encontraron estudios
realizados en Peru, que utilizaron el término de
Equisetum arvense para referirse a una especie de “cola
de caballo” en autores como Choque Quispe (2020) y
Caceres Lupaca (2018), sin embargo, durante la etapa
de recoleccioén de la planta, se evidencid que existe una
confusion en la identificacion taxondmica de esta, sien-
do E. giganteum L., la especie mas abundante que cre-
ce en territorio peruano, situaciéon que no sucede con E.
arvense que crece en otros paises con otros tipos de
clima; este aspecto metodolégico posiblemente contri-
buyd en la obtencién de los resultados contradictorios
del presente estudio frente a las investigaciones men-
cionadas, ya que al tratarse del mismo género pero di-
ferente especie de planta varian aspectos cuantitativos
en la composicion quimica y obtencion de metabolitos
secundarios de dicha planta medicinal (Acosta de la Luz,
2003). Pese a esto, la gran cantidad de investigaciones
que se encuentran en revistas internacionales pertene-
cen a E. arvense, por lo cual se tomaron como base de
referencia para la elaboracion de esta investigacion.

El presente estudio contradice a Choque Quispe
(2020), que comprob6 la efectividad del extracto
etandlico de E. arvense “cola de caballo”, esta planta
fue obtenida en llabaya-Tacna difiriendo de nuestra
metodologia de obtencion realizada en Apurimac. Ade-
mas en el proceso de elaboracion si bien es cierto se
siguié una metodologia muy similar en el procesamien-
to de la planta, al realizar las disoluciones para las con-
centraciones del extracto se utilizé etanol de 70°, a dife-
rencia del DMSO utilizado como disolvente como parte
de nuestra metodologia.

Es importante la utilizacion del DMSO como di-
solvente organico para la disolucion de este tipo de ex-
tractos medicinales, ya que garantiza que todos los
metabolitos secundarios sean homogenizados en la
solucion

Otra diferencia metodoldgica en contraste a lain-
vestigacion de Choque Quispe (2020) fue la utilizacion
del agar Tripticasa Soya como medio cultivo de
anaerobios estrictos ya que el agar Schaedler enrique-
cido con 5 % de sangre de cordero es el medio de culti-
vo ideal para bacterias anaerobias estrictas como F
nucleatum. Otro punto importante a mencionar es la elec-
cién del control positivo, ya que Choque Quispe (2020)
utilizé el gluconato de clorhexidina en la presentacion

418

de la marca Perio-Aid®, sin embargo en nuestra meto-
dologia lo utilizamos en la marca Periogard®, esto con
fines de pureza de producto ya que la primera marca
mencionada ademas de tener el principio activo contie-
ne aditivos como el CPC (cloruro de cetilpiridinio) lo cual
podria causar sesgos en la investigacion al no tratarse
del antiséptico puro, a diferencia de Periogard® que solo
contiene en su composicion basicamente al gluconato
de clorhexidina al 0,12 %.

Las bacterias periodontopatégenas que confor-
man el complejo rojo y naranja tienen la caracteristica
de ser bastante exigentes para su crecimiento, por lo
cual requieren un medio de cultivo enriquecido y un am-
biente de anaerobiosis estricta (Socransky & Haffajee,
2002), esto ultimo genera algunas limitaciones durante
la ejecucion de los estudios experimentales ya que su
delicado manejo origina que en muchas ocasiones las
cepas no presenten el crecimiento que se requiere y se
necesitan varios intentos hasta obtener resultados 6pti-
mos, esto genera que publicar este tipo de estudios
involucre una mayor cantidad de inversioén de tiempo y
esfuerzo por parte del investigador.

Hasta el momento no se habia reportado en la
literatura sobre el efecto antibacteriano de E. giganteum
L. frente a cepas de F. nucleatum, limitando la compa-
racion de antecedentes que utilizan otras bacterias
periodontopatégenas, ademas debemos tener en cuenta
la naturaleza de las bacterias periodontopatégenas que,
si bien son complementarias, son microorganismos con
distintos factores de virulencia que podria hacer a uno
mas resistente que a otro.

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta
investigacion guardan relaciéon con lo investigado por
Garcia Arroyo (2013) y Pensantes-Sangay et al. (2020),
quienes al evaluar el efecto antibacteriano de determi-
nadas plantas medicinales frente a bacterias como
periodontopatégenas, obtuvieron como resultado que F.
nucleatum tiene un mayor grado de resistencia
antibacteriana en comparacion a otras bacterias
periodontopatogenas.

Autores como (Ramos-Perfecto et al., 2020) apo-
yan los resultados de la presente investigacién ya que
en su estudio de revisién bibliografica refiere que F.
nucleatum ha presentado en algunas investigaciones
una alta resistencia, incluso a medicamentos como
amoxicilina y metronidazol, que, a pesar de no formar
parte del complejo rojo, esta bacteria se posiciona como
una de las mas versatiles y resistentes de la microbiota
periodontopatdgena. Es importante seguir incentivando
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el descubrimiento de nuevos agentes antibacterianos
frente a F. nucleatum dirigidos a su fuerte capacidad de
adhesion e invasion (Han, 2015), porque ademas de
brindar nuevas soluciones frente a la enfermedad
periodontal, busca contrarrestar el impacto de las en-
fermedades sistémicas relacionadas directamente con
esta bacteria, como el cancer colorrectal (CCR), consi-
derada la 4ta causa de muerte principal en el mundo
(Su et al., 2023).

CONCLUSIONES

Se determind que las cepas ATCC de
Fusobacterium nucleatum no son sensibles al extracto
etandlico de E. giganteum L. por lo que se recomienda
utilizar otras especies de esta planta para evaluar su
efecto antibacteriano.
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ABSTRACT: Phytotherapy applied to Dentistry is
presented as an effective alternative treatment against
periodontal diseases (PD) because it seeks to use the active
ingredients of medicinal plants that are found in large quantities
in nature, thus giving it the characteristics of being more
affordable. and at a lower cost, to combat the pathogenic
microorganisms that cause PE. Objective: to determine the in
vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of Equisetum
giganteum L. against ATCC strains of Fusobacterium
nucleatum. Material and methods: The study was of a non-
probabilistic experimental type and consisted of a total of 10
Petri dishes seeded with F. nucleatum. Ethanolic extract of E.
giganteum L. was used in concentrations of 100, 50, 25, 12.5
and 6.25 %. The agar diffusion method was used and 10 plates
were incubated at 37 °C for 07 days. The inhibition halos were
measured with a digital vernier, and these data were
subsequently analyzed. Results: No significant inhibition halos
were found in any of the embedded disks with the different
concentrations in the 10 Petri dishes seeded with F. nucleatum,
but without chlorhexidine, the chemical agent used as a
positive control. Conclusions: an in vitro antibacterial effect of
the ethanolic extract of E. giganteum L. was not determined
against F. nucleatum, in any of its concentrations.

KEY WORDS: periodontal diseases, Equisetum,
Fusobacterium nucleatum, antibacterial, plant extract.
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