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RESUMEN
 
Objetivo: Evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
Materiales y métodos: El estudio fue experimental in vitro. Se utilizaron los extractos metanólicos de la semilla y pulpa de Myrciaria dubia (camu camu) sobre las cepas  de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis. Para cada extracto se realizaron 10 pruebas independientes y como control positivo se utilizó la Clorhexidina al 0.12%.  Se utilizó el método de difusión en agar con pocillos con las soluciones experimentales en condiciones de anaerobiosis por 48 horas a 37°C, para luego proceder a la lectura de los diámetros del halo de inhibición con un vernier. Asimismo, se halló la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los extractos y se determinó el efecto citotóxico (CC50) sobre la línea celular Jurkat. 
Resultados: El extracto metanólico de la semilla tuvo mayor efecto antibacteriano sobre el Streptococcus mutans con halos de 21.36mm ± 6.35, mientras que la pulpa tuvo 16.20mm ± 2.08. Para el grupo de Streptococcus sanguinis, se observó que los halos de inhibición fueron de 19.21mm ± 5.18  y 19.34mm ± 2.90  para los extractos de semilla y pulpa respectivamente.  La CMI del extracto de la pulpa se encontró en la concentración de 125µg/ml para ambas cepas, mientras que para el caso de la semilla se pudo observar actividad antibacteriana aún en bajas concentraciones. Finalmente, la CC50 del extracto de la semilla fue en una concentración mayor a  800 µg/ml y de la pulpa fue 524.37µg/ml.
Conclusiones: Se determinó que existe efecto antibacteriano del extracto metanólico  de la semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.  Los extractos metánolicos de este fruto no fueron citotóxicos.
Palabras claves: Efecto antibacteriano, Myrciaria dubia (camu camu), viabilidad celular
ABSTRACT
 
Objective: The aim of this study was to evaluate the antibacterial and cytotoxic effect of the methanol extract of the seed and pulp of Myrciaria dubia (camu camu) against Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
Materials and Methods: For the present in vitro experimental study two methanolic extracts were prepared from the seed and pulp of Myrciaria dubia (camu camu) to be tested against Streptococcus mutans and Streptococcus sanguinis. Ten independents tests were prepared for each type of extract, using Clorhexidine at 0.12% solution as a positive control. The method used was agar diffusion test preparing wells with the experimental solutions cultivated in anaerobic conditions for 48 hours at 37°C, after this time the growth inhibition halo was analysed in millimeters using a vernier. Meanwhile, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the cytotoxic effect (CC50) over Jurkat T cell line was found.
Results: The methanolic seed extract had more antibacterial effect over  Streptococcus mutans with an inhibitory halo of 21.36mm ± 6.35, while the pulp had 16.20mm ± 2.08. For the Streptococcus sanguinis group the inhibitory halo were 19.21mm ± 5.18 and 19.34mm ± 2.90  for the methanolic seed and pulp extract respectively. The MIC for the pulp extract was 125µg/ml for both strains, whereas for the seed antibacterial activity was observed even at low concentrations. Finally the CC50 for the seed extract was at a higher concentration than 800 µg/ml and 524.37µg/ml for the pulp exactract.
Conclusions: The methanolic seed and pulp extract of Myrciaria dubia (camu camu) had antibacterial effect against Streptococcus mutans and Streptococcus sanguinis.  These extracts were not cytotoxic.
Keywords: Antibacterial effect, Myrciaria dubia (camu camu), Cellular viability
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INTRODUCCIÓN
La alta prevalencia de caries dental en la población sugiere que la mayoría de los pacientes no realizan una adecuada higiene oral debido a una mala técnica de cepillado dental, una falta de conocimiento de la salud oral o una carencia de motivación del paciente.(1) Ésta es causada por la ausencia de eliminación de la biopelícula oral o placa dental que es el principal factor etiológico de dicha enfermedad y contiene diversos microorganismos que se adhieren a las paredes dentales, creando un desequilibrio entre la microbiota y el huésped.(2) Por lo tanto, para combatir dicha enfermedad bucal, se utilizan antisépticos orales para controlar la proliferación de estos microorganismos. (1,2)
 
Según un reporte del Ministerio de Salud (MINSA) en el Perú, la prevalencia de caries dental es del 90% en la población general.(2) Dentro de los microorganismos que predominan en la flora bacteriana de la cavidad bucal se encuentran: Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.(3) Diversas publicaciones han demostrado que extractos de plantas o frutos pueden mejorar síntomas de la caries dental e inhibir el crecimiento de los patógenos en la placa dental con menos toxicidad.(4-7) Por este motivo, los productos naturales están siendo más utilizados como una alternativa en tratamientos medicinales por sus efectos antibacterianos, antiinflamatorios y antioxidantes.(4,5)
 
En la actualidad, según la OMS, más del 80% de la población mundial utiliza algún tipo de medicina alternativa o la fitoterapia(6) que tiene como definición el uso de plantas naturales con fines terapéuticos.(7) En este sentido, el Perú es un país privilegiado en relación con el uso de la medicina a base de productos naturales, ya que posee más de 80 000 especies con gran potencial para el desarrollo de nuevos fármacos. (5)   
La Myrciaria dubia, conocida como camu camu, es un importante arbusto nativo de la región amazónica, que contiene varios componentes químicos que le brindan propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes.(8-10) Sin embargo, sus propiedades y sus relevancias clínicas en el uso odontológico no han sido enteramente estudiadas.
 
Por lo tanto, el propósito del presente estudio fue evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN
II.1 Planteamiento del problema
En los últimos años, ha aumentado el uso de plantas naturales para tratamientos medicinales, sobre todo en países en vía de desarrollo debido a su bajo costo y alta efectividad.(4) Diversos estudios sugieren que extractos de plantas medicinales pueden mejorar síntomas de enfermedades bucales e inhibir el crecimiento de los patógenos en la placa dental y se pueden utilizar como un tratamiento alternativo.(4-7) Estas plantas medicinales, como la Myrciaria dubia (camu camu), presentan diversas ventajas como sus efectos antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobiales, por lo que su uso es cada vez más conocido.(8,9) 
 
Por ende, surgió como pregunta de investigación: ¿Cuál es el efecto antibacteriano y citotóxico del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis?
 
 
 
 
 
 
 
 
II.2 Justificación  
Con el presente estudio se demostró que existen productos alternativos como es el extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu) para la prevención de caries dental, en la cual los microorganismos que predominan son Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis. 
 
El estudio tiene importancia teórica por el aporte de nueva información para un mejor manejo preventivo de las enfermedades bucales más prevalentes, mediante un estudio in vitro que podría ser aplicado más adelante en clínica, para brindar a los pacientes nuevos tratamientos menos invasivos. Además, existen pocas investigaciones sobre los efectos de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cultivos de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.
 
También, tiene importancia social porque al demostrar el efecto antibacteriano de dicho fruto, éste sería una alternativa de tratamiento dental más económica y accesible a poblaciones más alejadas en las que acceder a un odontólogo no sea tan inmediato. Además,  se podrían crear colutorios o pastas dentales a base de estos productos naturales. Este hecho aumentaría la producción nacional e incentivaría a realizar más investigaciones sobre los efectos de recursos naturales disponibles en el país para facilitar otros tratamientos tanto en el ámbito odontológico como en el médico.
 
El propósito fue evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
MARCO CONCEPTUAL 
Muchos estudios han puesto en evidencia la efectividad de la medicina natural como coadyuvante de terapias preventivas odontológicas.(4-7)  Esto ha aumentado la demanda de su uso por parte de los profesionales y el conocimiento de los pacientes en tan importante área del tratamiento odontológico.(4)  La literatura demuestra que frutos como la Myrciaria dubia (camu camu) tiene efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobiales. (8-10) 
 
Efecto antibacteriano
El efecto antibacteriano se define como la capacidad de eliminar bacterias e inhibir el crecimiento de microorganismos, sin producir daño al organismo infectado mediante sustancias químicas producidas por microorganismos u obtenidas por síntesis.(11) Pueden diferenciarse tres tipos de efectos al añadir un agente antibacteriano sobre un cultivo de bacterias: (12)
Efecto bacteriostático: inhibe el crecimiento de los microorganismos, pero las células bacterianas no mueren.
Efecto bactericida: los agentes matan a las bacterias, pero no les producen rompimiento o lisis.
Efecto bacteriolítico: los agentes causan la muerte bacteriana con lo que producen lisis a las células que conforman el cultivo. 
 
Los agentes antibacterianos actúan sobre las bacterias de diferentes maneras: (12)
Sobre la pared celular de las bacterias: impiden su crecimiento o la destruyen.
Sobre la membrana celular mediante una alteración de la permeabilidad de la membrana bacteriana. 
Inhibición de la síntesis proteica.
Inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos que interfiere en la replicación del ADN o impiden su transcripción.(12)
 
Existen diferentes métodos de laboratorio para determinar in vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos. Sin embargo, los resultados pueden estar influenciados por el método seleccionado, microorganismos usados y el grado de solubilidad de cada compuesto evaluado. Por este motivo, existen tres principales métodos para evaluar la actividad antibacteriana: (13)    
Difusión: la técnica más utilizada para evaluar extractos de plantas con actividad antimicrobiana. Una de sus ventajas es que sus resultados son altamente reproducibles. Esta técnica está basada en el método originalmente descrito por el procedimiento de Kirby-Bauer y se basa en la relación entre la concentración de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibición de crecimiento. Este método se puede realizar en disco (papel filtro de 6mm de diámetro) o en pozo impregnado con una cantidad conocida de la sustancia a estudiar.
Dilución: utilizado para determinar la concentración mínima bactericida (MIB) y la concentración mínima inhibitoria (CMI). Esta última se define como la cantidad o concentración mínima de una sustancia o agente químico que se necesita para inhibir el crecimiento de un microorganismo. Para conseguir este objetivo, se utilizan generalmente dos métodos: dilución en tubo y difusión en agar.
Análisis conductimétrico: detecta el crecimiento microbiano como un cambio en la conductividad eléctrica o impedancia del medio de cultivo.
 
 
 
 
Efecto citotóxico
La citotoxicidad celular se define como una alteración de las funciones celulares básicas que conllevan a que se produzca un daño que pueda ser detectado.(14) Diferentes autores han desarrollado baterías de pruebas in vitro para predecir los efectos tóxicos de las drogas y los compuestos químicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios y órganos aislados como líneas celulares establecidas. Dentro de los ensayos más conocidos y ya validados, se encuentran el ensayo de captación del rojo neutro, el de enlazamiento al azul de kenacid y, por último, el ensayo de reducción del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico (MTT). (15-17)
Ensayo de captación del rojo neutro: esta prueba es una medida de la toxicidad, la cual utiliza colorante color rojo que es absorbido en los lisosomas y endosomas, debido a la pérdida de la viabilidad celular por la acción del compuesto que se evalúa. Solo las células viables son capaces de retener el colorante en su interior. Luego, se determina la cantidad de rojo neutro que permanece después de la exposición dentro de la célula y se calcula la concentración que produce la inhibición al 50% del crecimiento celular. (17)
Ensayo del enlazamiento al azul de kenacid: esta prueba mide los cambios producidos en el contenido de proteínas totales, lo cual constituye un reflejo de la proliferación celular. Es decir, si el compuesto a evaluar es citotóxico, en la célula se debe de observar cambios en uno o más procesos implicados en la proliferación celular (síntesis del ADN, funcionamiento de mitocondrias, lisosomas o afectación de la integridad de la membrana). Por lo tanto, al afectar el crecimiento celular, se reduce el número de células presentes en el cultivo y la medida de la concentración de proteínas presentes en él constituye un índice de toxicidad. (15,16) 
Ensayo de reducción del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico (MTT): es un ensayo colorimétrico rápido y simple, basado en la sal de tetrazan, la cual es captada en las células por las enzimas mitocondriales. Este producto se acumula en la célula ya que no puede pasar a través de la membrana celular. Con la adición de un solvente, el producto es solubilizado y liberado para luego cuantificarlo colorimétricamente ya que se produce como consecuencia de la reacción un cambio de coloración de amarillo a azul. La capacidad de la célula para reducir MTT indica la integridad de las mitocondrias que es interpretado como una medida de la viabilidad celular. La cuantificación se puede leer en un espectrofotómetro de barrido multipocillo (Lector ELISA). (15,16)
Extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu)
El extracto vegetal se define como un concentrado obtenido por tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua, etanol, éter o metanol.(12) El extracto metanólico posee un olor característico, obtenido a partir de materia prima desecada de origen vegetal, por maceración o percolación en contacto con metanol, seguida de la eliminación de dicho solvente por un procedimiento físico. Estos procesos pueden ser sometidos a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y, así, mejorar notablemente la calidad del producto deseado. Este extracto se caracteriza por ser una sustancia que puede conservar las propiedades esenciales y constitutivas de la planta.(13)
 
Myrciaria dubia, conocido como camu camu, es un arbusto nativo de la región amazónica. Crece de forma silvestre en Perú, Brasil, Venezuela y Ecuador, en los suelos aluviales que son inundados durante la época de lluvias o en las orillas de los ríos. Sin embargo, su mayor concentración y diversidad se encuentra en la Amazonía 
peruana.(18-20)  La región de Loreto presenta las condiciones medio ambientales ideales para el crecimiento y desarrollo de este fruto, así que las mayores poblaciones naturales de camu camu encontradas se ubican en esta región.(19)
 
Como miembro de la familia Myrtaceae, se caracteriza por tener frutos de 2.5cm de diámetro que varían del color verde al rojo, dependiendo de su estado madurativo. (11, 12) El camu camu es conocido por tener un alto porcentaje de vitamina C (ácido ascórbico), incluso mayor en comparación con otros frutos.(21,22) Está compuesto por un gran número de carotenoides, flavonoides y componentes volátiles, lo que le brinda sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobiales.(22-24) El camu camu tiene un sabor característico suave. No obstante, su alto contenido de ácido ascórbico y ácido cítrico induce a un sabor amargo y, por lo tanto, se consume principalmente como jugo o ingrediente en alimentos preparados.(24)
Microorganismos
Infecciones dentales tales como la caries dental y la enfermedad periodontal son consideradas las más comunes dentro de las infecciones bacterianas en humanos. Éstas son causadas por la acumulación de comunidades bacterianas en las superfícies dentales conocido como placa bacteriana (biofilm o biopelicula)(25) Por este motivo, el tratamiento para  dichas enfermedades se enfoca en disminuir el crecimiento excesivo de éstas bacterias. (3,26)
 
La caries dental, según la OMS,  se define como un proceso localizado de origen multifactorial que se inicia después de la erupción dentaria, determinando el reblandecimiento del tejido duro del diente y que evoluciona hasta la formación de una cavidad.(26,27) Los microorganismos que se encuentran en mayor cantidad en la placa dental son:
 
Streptococcus sanguinis: Anteriormente conocido como Streptococcus sanguis, es un anaerobio facultativo Gram-positivo, perteneciente al grupo de los Estreptococos viridans.(28) Coloniza la cavidad bucal después de la erupción dentaria y es el primer microorganismo que se adhiere a las superficies dentarias limpias. (29) Crecen en cadenas y grupos que se unen directamente a la película salival de la superficie del diente. Utiliza diferentes mecanismos de vinculación y sirve como un enlace para la colonización de otros microorganismos y la formación de biopelícula en superficies dentales. (25-28) 
Streptococcus mutans:  Es una bacteria anaerobia facultativa Gram-positiva, (29) dispuesta en cadena, no móvil y produce rápidamente ácido láctico con capacidad de cambiar un medio de pH 7 a pH 4.2 en aproximadamente 24 horas. (30) Es uno de los primeros microorganismos en adherirse a la biopelícula y multiplicarse allí. Estos microorganismos son capaces de producir ácidos y polisacáridos a partir de los carbohidratos que consume el individuo, lo que tiene importancia porque los polisacáridos les permiten adherirse a la placa bacteriana y el ácido es capaz de desmineralizar la capa de esmalte de la pieza dentaria, siendo esto último la primera etapa en la formación de la caries dental. (31)
 
En el 2002, Elesbao y col. evaluaron el contenido de vitamina C en los frutos de camu camu en sus 3 estadios de madurez, según el color: verde, ¾ verde y ¾ rojo. El objetivo del trabajo fue evaluar la composición del fruto y en qué estado de maduración contenía mayor ácido ascórbico (vitamina C). Se recolectaron frutos de camu camu en Pará, Brasil, y se realizó un análisis de las características físicas (tamaño, color, y peso). Todos los análisis se llevaron a cabo en 3 repeticiones con 25 frutos. Los resultados presentaron que el contenido de ácido ascórbico hallado fue superior en los frutos maduros (3/4 rojos). Sin embargo, los niveles de enzimas procesadoras fueron menores. Por otro lado, se concluyó que los niveles de fenol van disminuyendo de acuerdo a la maduración del fruto, por lo que es mayor en los frutos color verde y menor en las frutas ¾ rojo. (21)
 
En el 2005, Guija y col. realizaron un estudio analítico, experimental, prospectivo y longitudinal con el objetivo de determinar el efecto del ion férrico sobre las propiedades prooxidantes del camu camu (Myrciaria dubia), fruto caracterizado por tener un elevado contenido de vitamina C frente a ión férrico (Fe-III), etilendiamino tetraacético (EDTA), tiourea y manitol. Se separó la parte comestible del fruto y se homogenizó con agua bidestilada. El contenido de vitamina C fue determinado utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Los resultados del estudio demostraron que el fruto de camu camu, en presencia de Fe-III en tampón fosfato a pH 7,4 incrementó notablemente la generación de radicales libres a través de una cinética de saturación, efecto que fue dependiente de la concentración del metal. La presencia de tiourea o manitol, compuestos de conocida acción antioxidante, inhibió la formación de radicales libres. En cambio, el EDTA lo incrementó. El estudio concluyó que el camu camu incrementa la generación de radicales libres en presencia de Fe-III y EDTA.(32)
En el 2009, Rondán y col. tuvieron como objetivo evaluar la toxicidad subaguda del camu camu en un estudio in vivo. Para ello, utilizaron 33 ratas albinas, macho, Holtzman, distribuidas en 3 grupos equitativos: Grupo I (grupo control), al cual se le administró agua destilada, Grupo II y Grupo III, a los que se les administró por vía oral el extracto seco de camu camu en dosis de 100 y 200mg/kg, respectivamente. Al inicio del experimento (basal) y a los 15 y 30 días se determinó hemoglobina, conteo de leucocitos (WBC), úrea, albúmina, creatinina, proteínas, gama glutamil transpeptidasa (GGT), Transaminasa Glutámico Pirúvica (TGP) y Transaminasa Glutámico Oxalacética (TGO) en sangre y el peso corporal. Además, se realizó el examen histopatológico de hígado, riñones, bazo y estómago al finalizar el estudio (30 días). Los resultados mostraron que los valores de hemoglobina, albúmina y proteínas fueron mayores de las del grupo control (p<0.05). A su vez, los valores de GGT fueron menores que los del grupo control (p>0.05). No se encontró evidencia de toxicidad subaguda en ninguno de los 2 grupos expuestos en el examen histopatológico. (33) 
 
En el 2010, Alvis y col. determinaron in vivo la capacidad citoprotectora del fruto de Myrciaria dubia frente al daño mutagénico producido por bromato de potasio (68,5 mg/k) sobre tres líneas celulares de ratón (hígado, riñón y células sanguíneas). Se utilizaron 120 ratones divididos en tres grupos los cuales bebieron ad libitum: TI= control negativo (solo agua) y el grupo TIII (control positivo); el grupo TII bebió el extracto acuoso (2% p/v) del fruto de camu camu. A los diez días, se inyectó una dosis única de KBrO3 (68,5 mg/kg peso corporal) vía intra peritoneal a los grupos TII y TIII. El tratamiento con camu camu continuó 35 días más. Luego, los ratones fueron eutanizados para determinar la frecuencia del daño al ADN mediante el protocolo del ensayo cometa alcalino. El grupo TII mostró, en todas las líneas celulares, el efecto citoprotector del camu camu (p< 0,05). El efecto dañino al DNA por la acción oxidativa del KBrO3 es inhibido por el extracto acuoso del fruto de camu camu, probablemente, por la presencia de los agentes antioxidantes como el acido ascórbico y los flavonoides.(34) 
 
En el 2011, Yazawa y col.  evaluaron los efectos antiinflamatorios de las semillas del fruto de camu camu. El extracto metanólico de las semillas del camu camu fue analizado por su actividad antiinflamatoria en ratones con edema, inducidos con carragenina. El extracto disminuyó la formación del edema, en los ratones, mediante una suministración por vía oral. Luego, se identificó que el ácido betulínico es el componente activo de la semilla mediante un análisis espectroscópico. El estudio concluyó que el extracto de semillas de camu camu es un material potencialmente útil como fuente de ácido betulínico  y es un alimento funcional para la prevención de enfermedades relacionadas con el sistema inmune.(8)
 
En el 2011, Myoda y col. realizaron un estudio con el objetivo de evaluar el efecto antioxidativo y antimicrobiano del extracto de camu camu. Utilizaron polvo seco de dos productos de camu camu, cáscara y semillas, obtenidas por una empresa peruana. Luego, con la cáscara y semillas realizaron extractos con metanol al 80%. Se observó que las semillas y la cáscara de camu camu contenían significativamente más fenoles en comparación con otras frutas. El contenido de fenoles era mayor en el extracto de las semillas que en el de la de cáscara. Para evaluar el efecto antimicrobiano, se utilizó Staphylococcus aureus, Esquerichia coli y Saccharomyces cerevisiae, utilizando discos de papel en difusión agar. Se concluyó que los extractos de camu camu tienen efecto antimicrobiano sobre S. aureus y poseen, por su alto contenido de fenoles,  un alto nivel antioxidante. Sin embargo, se necesitan más estudios e investigación para determinar los perfiles de seguridad de las diferentes preparaciones de extractos de camu camu.(9)
En el 2011, Akter y col. realizaron una revisión sistemática sobre las composiciones nutricionales del camu camu. Los frutos de camu camu contienen fuentes prometedoras de  compuestos bioactivos, como vitamina C, fenoles y carotenoides. Además, son una gran fuente de potasio, hierro, calcio, fósforo y una gran variedad de aminoácidos.  Por lo tanto, el artículo concluyó que la presencia de estos compuestos en los frutos del camu camu se puede utilizar para retardar o prevenir diversas dolencias como enfermedades cardiovasculares y el cáncer. Sin embargo, su importancia y relevancia clínica aún no es conocida y requiere mayor investigación.(20)
 
En el 2012, Kaneshima y col. evaluaron la actividad  antioxidante de la semilla del camu camu, debido a su alto contenido de polifenoles. Esta fruta tropical es conocida por su alto contenido de vitamina C y es utilizada para realizar jugos y vinagres. Grandes cantidades del fruto, compuesto por semilla y cáscara, se generan como residuo agrícola e industrial. Utilizaron polvo de semillas secas del fruto obtenidas por una empresa peruana para luego determinar la cantidad de fenoles. Se concluyó que dos C-glycosidic ellagitannins representan aproximadamente el 15% de los polifenoles en la semilla del camu camu. Además, esta sustancia es la probable responsable de la actividad antioxidante en los extractos de la semilla.(35)  
 
En el 2013, Fujita y col. utilizaron la pulpa fresca y liofilizada para determinar los componentes, la actividad antioxidante y antimicrobiana del fruto de camu camu. Se utilizó la pulpa del camu camu comercial para luego liofilizarla a temperaturas seleccionadas con diferentes concentraciones de maltodextrina (agente portador). Las diferentes muestras de la pulpa liofilizada se compararon en relación con el color, la capacidad antioxidante, cantidad de fenoles, ácido ascórbico y el contenido de proantocianidina. Se observó que las muestras liofilizadas presentaron mayor capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana frente a cepas de Streptococcus aureus. Se concluyó que, a pesar de las pérdidas causadas por el secado, los polvos del camu camu todavía representaban una excelente fuente de compuestos bioactivos con un gran potencial antioxidante y antimicrobiano para su uso como nuevos ingredientes bioactivos.(36)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HIPÓTESIS 
El extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) tiene efecto antibacteriano sobre los cultivos de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis y su citotoxicidad es inocua a la línea celular Jurkat.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVOS
V.1 Objetivo general
Evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC 10556).
 
V.2 Objetivos específicos
Evaluar in vitro el efecto antibacteriano del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556).
Evaluar la concentración mínima inhibitoria según el efecto antibacteriano del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556).
Comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans  (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556).
Evaluar la viabilidad celular de las células Jurkat frente al extracto metanólico de semilla de la Myrciaria dubia (camu camu).
Evaluar la viabilidad celular de las células Jurkat frente al extracto metanólico de pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu).
 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS
VI.1 Diseño del estudio
El diseño del estudio fue de tipo experimental in vitro.
 
VI.2 Grupo de estudio
La unidad de análisis estuvo conformada por los pocillos embebidos del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu), colocados en placas de Petri con cultivos de cepas de: Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis y línea celular Jurkat del laboratorio de Biología Molecular de la carrera de Ciencias de la Salud de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas. El tamaño muestral se determinó mediante la fórmula de comparación de dos medias, en el software estadístico Stata® versión 12.0, utilizando los datos obtenidos en la prueba piloto. (Anexo 1) 
 
Se formaron los siguientes grupos:
Grupo 1: Pocillos con línea celular Jurkat (células T), cultivada en medio DMEM, la cual fue incubada con el extracto de las semillas de Myrciaria dubia a diferentes concentraciones o diluciones.
Grupo 2: Pocillos con línea celular Jurkat (células T), cultivada en medio DMEM, la cual fue incubada con el extracto de la pulpa de Myrciaria dubia  a diferentes concentraciones o diluciones.
Grupo 3: Pocillos con línea celular Jurkat (células T),  cultivada en medio DMEM, sobre  la cual no fue adicionado ningún extracto; el volumen se enrasa solo con medio de cultivo DMEN (control negativo).
Grupo 4: Extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cultivos de Streptococcus mutans a 48 horas.
Grupo 5: Extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu)  sobre cultivos de Streptococcus sanguinis a 48 horas.
 
Criterios de selección 
1.      Pocillos embebidos con extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) a diferentes concentraciones sobre cepas de cultivos de  Streptococcus mutans.
2.      Pocillos embebidos con extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) a diferentes concentraciones sobre cepas de cultivos de  Streptococcus sanguinis.
3.      Condiciones controladas de línea celular Jurkat (células T) (medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, 25 µg/,L de gentamicina y 200 mM L-glutamina a 37°C y 5% CO2).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI.3 Operacionalización de Variables 
 
	Variable
	Definición Operacional
	Indicadores
	Tipo
	Escala de medición
	Valores

	Efecto
antibacteriano
	Capacidad de una sustancia de inhibir el desarrollo y crecimiento de determinada bacteria.
 
	Halos de inhibición del crecimiento bacteriano (Técnica de Kirby Bauer)
	Cuantitativa
	De razón
	mm de inhibición

	Efecto citotóxico
	Capacidad de una sustancia para medir la viabilidad de las células.
	Ensayo MTT
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro
 
	Cuantitativa
	De razón
	CC50 µg/ml

	Extracto metanólico de   Myrciaria dubia (camu camu)
	Solución resultante del proceso de disolución de la   Myrciaria dubia (camu camu) metanólico
 
	Concentración de   Myrciaria dubia (camu camu) metanólico
 
 
	Cualitativo
	Nominal
	Extracto  metanólico de la semilla de  Myrciaria dubia (camu camu)

	Extracto  metanólico de la pulpa de  Myrciaria dubia (camu camu)

	Microorganismos
	Organismos microscópicos de los cuales se evaluará efectos de inhibición
	Microorganismo asignado
	Cualitativo
	Nominal
	Streptococcus mutans

	Streptococcus sanguinis


 
V.4 Técnicas y/o procedimientos
Para este estudio, se realizaron los siguientes pasos:
 
Obtención de recursos naturales
Los frutos de Myrciaria dubia (camu camu) se obtuvieron en una casa naturista (Lima, Perú). Los frutos fueron lavados y secados a temperatura ambiente y se procedió a separar el fruto:  semilla y pulpa. (Anexo 2)
 
Cepas bacterianas para el estudio
En el presente estudio se utilizaron cepas anaerobias estándar ATCC (American Type Culture Collection). Éstas fueron identificadas por especie y también por género. Los microorganismos fueron importados a través de laboratorios GenLab S.A.C y cultivados en el Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas. (Anexo 3)
 
·         Streptococcus mutans (ATCC 25175)
·         Streptococcus sanguinis (ATCC 10556)
 
 
 
 
 
 
 
Preparación extracto metanólico
Extracto metanólico a partir de la pulpa y semilla de Myrciaria dubia (camu camu) liofilizado
Se utilizó 250g. de fruto de Myrciaria dubia (camu camu) y fueron liofilizados por separado (pulpa y semilla) durante 3 días (Marca liofilizador Perkin Elmer). Posteriormente, los 100g. de polvo resultante de la liofilización se mezclaron con 200 ml de metanol (Merck® peruana) a una proporción fruto: metanol a razón de 1:2 para semilla y pulpa. Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente durante 7 días aisladas de la luz solar (cubiertas con papel platino). Luego, los extractos fueron filtrados en papel Wathman N°4 y el metanol se evaporó en un rotavapor durante 4 horas aproximadamente. (Anexo 4)
 
Estudio del efecto de compuestos naturales como agentes bactericidas frente a los patógenos bucales: Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis
Se estudió el efecto de compuestos naturales como agentes bactericidas frente a los patógenos bucales. Este hecho fue utilizado para determinar la capacidad antibacteriana frente a Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis responsables de enfermedad bucal. Esta actividad antibacteriana se analizó por dos métodos: difusión en agar y microdilución en placa.
 
Difusión en agar para evaluar el efecto antibacteriano
La actividad antibacteriana se analizó por el método de difusión en pozo (perforación en gel de agar), descrito por Álvarez y col., en 2005. (37)  Se utilizaron placas de agar con medio Brain Heart Infusion (BHI) inoculadas con 0.5 ml de cada una de las bacterias a evaluar (las bacterias que se utilizaron para la inoculación estuvieron en una suspensión de 0.5 de la escala de McFarland). Las placas fueron secadas durante 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, con ayuda de un sacabocados se realizó perforaciones de 8 mm de diámetro en cada placa. A cada pozo, se le adicionó 100µl de cada uno de los extractos. Como control positivo, se utilizó 100µl de Clorhexidina al 0.12%. Todo el procedimiento fue realizado dentro de una cabina de flujo laminar tipo II para mantener las condiciones de esterilidad. Todas las placas fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis controlada a 37°C durante 48 horas. Posteriormente, se procedió a medir los diámetros de los halos de inhibición en milímetros. Aquellos extractos que mostraron actividad antibacteriana fueron estudiados con más profundidad mediante el método de microdilución. (Anexo 5 y 6)
 
Microdilución
 Este método permitió determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) de cada extracto siguiendo las recomendaciones del Clinical Laboratory Standard Institute (CSLI, 2012). Diluciones entre 500- 0 mg/ml del extracto se colocaron en placas de petri de 3 pocillos para cada dilución. A cada pocillo se le adicionó 100ml de suspensión bacteriana (0.5 McFarland), en medio Brain Heart infusion Broth (BHI). Las placas se incubaron a 37ºC durante 48 horas en condiciones de anaerobiosis. La concentración más baja en la que se observó crecimiento fue tomada como la CMI. 
 
Línea celular
La línea celular Jurkat (células T) fue obtenida de la ATTC (Colección americana de cultivos, EEUU). Las células fueron cultivadas en medio esencial mínimo modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL, Grand Island, Nueva York), suplementado con suero bovino fetal al 10%  (SFB), 25 µg/,L de gentamicina y 200 mM L-glutamina. Las células fueron cultivadas a 37ºC en una atmósfera húmeda al 5% de CO2 en condiciones de esterilidad.
 
Prueba de citotoxicidad (Prueba MTT)
La citotoxicidad del extracto metanólico de la Myrciaria dubia (camu camu) fue evaluada utilizando una prueba colorimétrica basada en la reducción de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio bromuro (MTT) por las enzimas mitocondriales. (38-41) La prueba fue realizada en una microplaca para cultivo celular de 96 pocillos estéril. 
1.      En cada pocillo, se cultivó 1x104 células/pocillo en 200 µL de medio (8 mm de diámetro; Falcon Plastics, Oxnard, CA).
2.      Las muestras fueron incubadas a 37 ºC en una atmosfera húmeda al 5% de CO2 durante 24 horas.
3.      Posteriormente, se procedió a adicionar a la monocapa celular el extracto metanólico de la Myrciaria dubia (camu camu) a diferentes concentraciones, las cuales se encontraban en un rango de 10 a los 800 µg/mL. Se procedió a poner, en cada ensayo, un control positivo de viabilidad celular (medio de cultivo pero sin ningún tipo de extracto).
4.      El cultivo fue incubado a 37ºC durante 6 días. La morfología de las células fue inspeccionada diariamente y observada al microscopio por si se detectase alguna alteración. (La CC50, se define como la concentración de una sustancia que disminuye la viabilidad de las células a un 50% y será determinada mediante la prueba de MTT.)
5.      Posteriormente, se adicionó 20µL de solución de MTT (3mg/mL en PBS 1X) a cada pocillo. Las muestras fueron incubadas durante 3 horas a 37 ºC. 
6.      El medio fue cuidadosamente removido y se obtuvó los cristales de formazán, los cuales fueron diluidos con 200µL DMSO (Dimetil Sulfóxido). 
 
Finalmente, la viabilidad celular fue calculada como el porcentaje de la absorbancia obtenida en cada pocillo versus el control de células no tratadas. Estos valores (570nm) fueron medidos en un lector de ELISA (Biorad). La CC50 se determinó utilizando un programa de computadora Pharm/PCS (Tallarida and Murray, 1987). Para confirmar los resultados obtenidos con la prueba de MTT, las monocapas fueron evaluadas microscópicamente para evidenciar cambios morfológicos. 
 
 
 
VI.5 Plan de análisis
Los datos obtenidos fueron tabulados de manera automatizada en el software estadístico Stata® versión 12.0. Para el análisis univariado, se procedió a obtener la estadística descriptiva (media, desviación estándar, valor máximo, valor mínimo) de las variables en estudio, registradas en una tabla de frecuencia.
 
Además, se determinó la distribución normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos no presentaron distribución normal, por lo que se utilizó la prueba la prueba U de Mann Whitney para comparar las variables del estudio.
 
VI.6 Consideraciones éticas
El presente estudio no presentó implicancias éticas, debido a que es una investigación de tipo experimental in vitro, que consistió en evaluar el efecto antibacteriano del extracto metanólico de la pulpa y la semilla de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cultivos de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.
 
Se procedió a realizar una solicitud al Comité de Ética para obtener la exoneración del presente trabajo de investigación experimental in vitro. Además, se procedió a inscribirlo en la Oficina de Grados y Títulos de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas. (Anexo 7 y 8)
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico del extracto metanólico de semilla y pulpa de la  Myrciaria dubia (camu camu) sobre las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556). Los extractos metanólicos fueron preparados separando la semilla y pulpa. Para cada caso, se utilizó como control positivo la solución de Clorhexidina al 0.12%. 
 
Para la cepa de Streptococcus mutans, los resultados mostraron halos de inhibición de 21.36±6.35mm y 16.20±2.08mm, para el extracto metanólico de semilla y de la pulpa, respectivamente. Se comprobó que el grupo de la semilla presentó mayor efecto antibacteriano que el grupo de la pulpa.  Por otro lado, en el caso de Streptococcus sanguinis, se observó que el tamaño de los halos de inhibición es de 19.21±5.18mm y 19.34±2.90mm, para los extractos de semilla y de la pulpa, respectivamente. Al realizar la prueba de Shapiro Wilk, se observó que no existió una distribución normal en el grupo del extracto de la semilla en ambas cepas. (Tabla y Gráfico 1)
 
Al evaluar la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los extractos de semilla y pulpa frente a las cepas de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis, los resultados mostraron que, para el grupo de la semilla, no se pudo determinar la CMI por presentar actividad antibacteriana aún en bajas concentraciones, mientras que, para el grupo de la pulpa, la CMI se encontró en la concentración de 125µg/ml para ambas cepas. Estos resultados nos indican que la ausencia del crecimiento en los pocillos le confiere al extracto una actividad bacteriostática. (Tabla y Gráfico 2)
 
Al comparar el efecto antibacteriano del extracto de semilla y pulpa frente a ambos microorganismos, se observan diferencias estadísticamente significativas en las cepas de Streptococcus mutans con un p = 0.004, mientras que, para las cepas de Streptococcus sanguinis, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas con un p = 0.214. (Tabla 3)
 
La citotoxicidad del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) se determinó utilizando la línea celular Jurkat. Para evaluar la citotoxicidad, se trabajó con diferentes concentraciones de cada uno de los extractos, que oscilaron entre  0 a 800µg/ml. La viabilidad celular se determinó por el método de MTT que mide la actividad mitocondrial de las células. Los resultados indicaron que el extracto metanólico de la semilla inhibe la viabilidad celular al 50% (CC50) en una concentración mayor a  800 µg/ml (Tabla 4 y Gráfico 3), mientras que, para el caso del extracto de la pulpa, la CC50 alcanzó a la concentración de 524.37µg/ml. Estos valores fueron confirmados mediante observación microscópica, por la que se determinó disminución del número celular y del efecto citopático (CPE). Así, el extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu) puede contener los compuestos activos para producir cambios en la morfología celular. (Tabla 5 y Gráfico 4)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 1
 
	Microorganismo
	Grupo
	Media
	Mediana
	D.E
	Mínimo
	Máximo
	Normalidad**

	 
Streptococcus mutans
	Semilla*
	21.36
	17.93
	6.35
	15.24
	32.18
	0.000

	Pulpa*
	16.20
	16.15
	2.08
	13.5
	20.04
	0.252

	CHX
0.12%*
	23.97
	23.41
	1.75
	21.12
	27.82
	0.330

	 
Streptococcus sanguinis
	Semilla*
	19.21
	16.5
	5.18
	14.48
	27.42
	0.000

	Pulpa*
	19.34
	18.61
	2.90
	15.68
	26.64
	0.180

	CHX
0.12%*
	22.75
	22.56
	2.52
	19.14
	28.22
	0.675


Evaluación in vitro del efecto antibacteriano del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556)
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GRÁFICO 1
 
Evaluación in vitro del efecto antibacteriano del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556)
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TABLA 2
 
Evaluación de la concentración mínima inhibitoria según el efecto antibacteriano  del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556)
 
	Microorganismos
	Grupo
	Concentración (µg/ml)

	 
	 
	500
	375
	250
	125
	62.5
	31.25
	0

	Streptococcus
mutans
	Semilla*
	25.86
	23.73
	21.84
	20.5
	20.45
	19.31
	0

	Pulpa*
	23.49
	19.21
	15.62
	12.49
	0
	0
	0

	Streptococcus sanguinis
	 
 
Semilla*
	 
 
18.98
	 
 
17.52
	 
 
16.95
	 
 
16
	 
 
15.16
	 
 
14.29
	 
 
0

	Pulpa*
	20.10
	17.71
	15.38
	11.44
	0
	0
	0
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GRÁFICO 2
 
Evaluación de la concentración mínima inhibitoria según el efecto antibacteriano  del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 3
 
Comparación in vitro del efecto antibacteriano del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre cepas de Streptococcus mutans  (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556)
 
	Microorganismo
	Grupo
	Media
	Mediana
	D.E
	p**

	Streptococcus mutans
	Semilla*
	21.36
	17.93
	6.35
	0.004

	Pulpa*
	16.20
	16.15
	2.08

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Streptococcus sanguinis
	Semilla*
	19.21
	16.5
	5.18
	0.214

	Pulpa*
	19.34
	18.61
	2.90
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TABLA 4
 
Evaluación de la viabilidad celular de las células Jurkat frente al extracto metanólico de semilla de la Myrciaria dubia (camu camu)
 
	Extracto metanólico
 (µg/ml)
	Valores de densidad
óptica (nm)
	Viabilidad celular (%)
	
	0
10
20
50
100
200
300
400
500
600
700
800
	0.35
0.35
0.35
0.34
0.35
0.35
0.31
0.29
0.26
0.26
0.22
0.21
	100%
100%
99%
97%
99%
99%
89%
82%
75%
72%
63%
59%


 
 
 
GRÁFICO 3
 
Evaluación de la viabilidad celular de las células Jurkat frente al extracto metanólico de semilla de la Myrciaria dubia (camu camu)
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLA 5
	Extracto metanólico
 (µg/ml)
	Valores de densidad
óptica (nm)
	Viabilidad celular (%)
	
	0
10
20
50
100
200
300
400
500
600
700
800
	0.35
0.35
0.35
0.31
0.29
0.26
0.26
0.22
0.21
0.17
0.16
0.15
	100%
100%
100%
89%
82%
75%
72%
63%
59%
48%
45%
43%


Evaluación de la viabilidad celular de las células Jurkat frente al extracto metanólico de pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu)
 
 
 
 
 
GRÁFICO 4
 
Evaluación de la viabilidad celular de las células Jurkat frente al extracto metanólico de pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu)
 

 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN
La medicina tradicional ha sido utilizada en varios países a través de los años, debido a su bajo costo y alta efectividad para ciertas enfermedades bacterianas.(5)  Sin embargo, su relevancia clínica y sus efectos en la odontología no han sido enteramente estudiados. Por este motivo, este estudio tuvo como finalidad evaluar in vitro el efecto antibacteriano y citotóxico del extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y de Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), utilizando el método de difusión en pozo (perforación en gel de agar) y microdilución en placa.
 
Diversos autores mencionan los métodos usados para evaluar in vitro la susceptibilidad de bacterias ante diferentes agentes o extractos. Estos se diferencian por la sensibilidad y los principios que contienen.(12, 13)  La técnica de difusión (en papel o pozo) ha sido la más utilizada para evaluar extractos naturales con actividad antimicrobiana y presenta la ventaja que sus resultados son altamente reproducibles. Sin embargo, la técnica en papel presenta varias desventajas como, por ejemplo, el papel filtro Whatman contiene una superficie hidrofílica, con lo que interviene en algunos compuestos del extracto natural e impide la difusión de éstos en el agar. En el caso de la técnica de difusión en pozo, el extracto tiene contacto directo con el agar por lo que es una técnica con mayor sensibilidad. (13) En el artículo descrito por Cruz-Carillo y col. compararon ambas técnicas con diversos extractos naturales y concluyó que en la prueba de difusión en pozo los extractos exhibieron un mejor desempeño con relación a la difusión en papel.(42) Esto concuerda con la literatura en la que se indica que la adición de los extractos en pozos realizados en el agar concentra y difunde mayor cantidad de éste, con lo que se facilita la evaluación de su potencial antibacteriano.(12,13)   Por este motivo, se utilizó la técnica de difusión en pozo para evaluar el efecto antibacteriano de la Myrciaria dubia (camu camu) sobre diversos microorganismos. 
 
Por otro lado, se  evaluó la concentración mínima inhibitoria con la técnica de dilución en caldo. Ésta se considera como una técnica sencilla  para comprobar la sensibilidad de una bacteria frente a un antibacteriano, en comparación con la técnica de dilución en agar.(13) Por esta razón, es el procedimiento más confiable para determinar las propiedades antimicrobianas de una sustancia. Para este estudio se utilizó el caldo BHI (Brain Heart Infusion) que es usado para cultivar una amplia variedad de microorganismos patógenos y no patógenos, que incluyen bacterias aerobias y anaerobias.(43) Estas características son importantes y tienen que ser consideradas cuando se realiza un estudio con extractos naturales. En este caso, el extracto metanólico de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu). En el estudio de Romero y col. utilizaron la misma metodología con el aceite esencial de Matricaria recutita (Manzanilla) sobre cepas de Streptococcus mutans, en las cuales utilizaron el caldo BHI. Los resultados obtenidos fueron favorables y controlados mediante procedimientos de calidad. (44)    
 
En la actualidad, en el ámbito farmacológico y en el de medicina fitoterapeútica, es importante evaluar la toxicidad de los compuestos naturales por su posible impacto sobre la salud pública y ambiental.(37-39) Por este motivo, se determinó la citotoxicidad del extracto de semilla y pulpa de la Myrciaria dubia. Existen diversos ensayos para determinar la citotoxicidad, los más conocidos son el ensayo de captación del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid y la prueba de MTT (bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico) que inhibe la actividad mitocondrial.(16) Para este estudio, se utilizó el ensayo de MTT, un método efectivo que permite determinar la viabilidad celular y presenta como ventaja ser un método cuantitativo, a diferencia de los métodos colorimétricos que son cualitativos.(45-47)   En el estudio de Takeuchi y col. se utilizó este método para evaluar la viabilidad celular de células infectadas con virus herpes simple y se demostró que el método es sensible y simplifica los procedimientos de ensayo. Por lo tanto, permite la evaluación de un mayor número de compuestos. (40)   
 
En este estudio, se observó que el extracto metanólico de semilla y de pulpa de la Myrciaria dubia (camu camu) presentaron una actividad antibacteriana sobre las cepas de Streptococcus mutans de 21.36mm (± 6.35) y 16.20mm (± 2.08), respectivamente, mientras que, para las cepas de Streptococcus sanguinis, presentaron halos de inhibición de 19.21mm (± 5.18)  y 19.34mm (± 2.90), tanto para el extracto de semilla y el de pulpa respectivamente. En un estudio reciente realizado por Myoda y col, se evaluó la actividad antibacteriana del extracto acetónico de semilla y pulpa de Myrciaria dubia (camu camu) frente a las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Saccaromyces cerevisae, mediante la utilización del ensayo de difusión con discos incubados a 30°C por 24 horas. Los resultados mostraron que en el caso del extracto de la semilla se produjeron halos de inhibición de 2.7mm frente a la cepa de Staphylococcus aureus, mientras que en el extracto de la pulpa, se presentaron halos de inhibición de 3.1mm. Sin embargo, estos extractos no mostraron actividad antimicrobiana contra las cepas de Escherichia coli y Saccaromyces cerevisae. (9)  El presente estudio muestra el efecto antibacteriano de Myrciaria dubia (camu camu), lo que indica que este fruto tiene efectos antibacterianos sobre bacterias Gram positivas.
Por otro lado,  la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto metanólico de la semilla no se pudo determinar por presentar actividad antibacteriana aún en bajas concentraciones, mientras que para el extracto de la pulpa la CMI es de 125µg/ml para Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis. En el estudio antes mencionado, se identificó la CMI del extracto acetónico de semilla y pulpa de Myrciaria dubia (camu camu) frente a las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Saccaromyces cerevisae. Los resultados mostraron que, para el extracto de la semilla, la CMI fue de 5.0mg/ml. En el caso de la pulpa, fue de 1.0mg/ml para cepas de Staphylococcus aureus. Sin embargo,  no se determinó la concentración mínima inhibitoria frente a las cepas de Escherichia coli y Saccaromyces cerevisae, ya que no mostraron actividad antimicrobiana.(9)
 
El extracto metanólico de semilla y pulpa de Myrciaria dubia (camu camu) no muestra citotoxicidad frente a la línea celular Jurkat. Para el caso del extracto metanólico de la semilla, no se pudo determinar por presentar una CC50 a una concentración mayor a 800µg/ml. En el caso del extracto de la pulpa, la viabilidad celular disminuye al 50% (CC50) en una concentración de 524.37µg/ml. En el estudio in vivo, realizado por Rondán y col., se evaluó la toxicidad subaguda del camu camu en 33 ratas albinas, distribuidas en 3 grupos equitativos: al grupo I (grupo control) se le administró agua destilada, y a los grupos II y III se les administró por vía oral el extracto seco de camu camu. Al finalizar el estudio (30 días), los resultados mostraron que los valores de hemoglobina, albúmina y proteínas fueron mayores que las del grupo control. Asimismo, los valores de GGT fueron menores que los del grupo control (p>0.05). No se encontró evidencias de toxicidad subaguda en ninguno de los 2 grupos expuestos en el examen histopatológico.(33) En el estudio realizado por Vijayarathna y col., se utilizó el ensayo MTT, el cual indicó que el extracto metanólico de Elaeis guineensis mostró efectos citotóxicos significativos en las células MCF- 7. Sin embargo, concluyeron que es importante realizar estudios citotóxicos en extractos naturales para que luego puedan ser utilizados como una medicina alternativa en pacientes.(48)
 
Actualmente, no se conocen estudios que evalúen la actividad antibacteriana de Myrciaria dubia (camu camu) frente a bacterias de la cavidad bucal. Con los resultados obtenidos en este estudio, se observó que sí existe un efecto antibacteriano del extracto metanólico de semilla y pulpa frente a los microorganismos de alta prevalencia en la cavidad oral, como Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis. 
 
La limitación que se encontró en este estudio fue la escasa información sobre las propiedades y relevancias clínicas en el uso odontológico del fruto de Myrciaria dubia. Los resultados presentados sugieren la importancia de realizar más estudios al respecto para que se puedan utilizar como base y desarrollar colutorios o pastas dentales con el compuesto activo de Myrciaria dubia a bajo costo y fácil acceso por ser un fruto que crece en la Amazonía peruana. Además, el uso del extracto como materia prima en la elaboración de un medicamento, es una alternativa al uso de químicos sintéticos. 
 
 
 
 
CONCLUSIONES
El extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu) de semilla y pulpa presentó efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) con una media de 21.36mm y 16.20mm, respectivamente, y sobre cepas de Streptococcus sanguinis (ATCC10556) con una media de 19.21mm y 19.34mm, respectivamente.
La concentración mínima inhibitoria del extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu) de la semilla sobre las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguinis (ATCC10556) no se pudo determinar por presentar actividad antibacteriana aún en bajas concentraciones, mientras que, para el grupo de la pulpa, fue de 125µg/ml en ambos casos.
Al comparar el efecto antibacteriano del extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu) de la semilla versus pulpa sobre cepas de Streptococcus mutans  (ATCC 25175), se encontraron diferencias estadísticamente significativas. Es decir, el extracto metanólico de la semilla presentó mayor efecto antibacteriano, mientras que en las cepas de Streptococcus sanguinis (ATCC10556) no se encontró diferencias estadísticamente significativas, debido a que ambos extractos presentaron el mismo efecto antibacteriano.
El extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu) de la semilla no es citotóxico debido a que su CC50 se encuentra a una concentración mayor a 800µg/ml.
El extracto metanólico de Myrciaria dubia (camu camu) de la pulpa no es citotóxico  debido a que su CC50 es 524.37µg/ml.
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Anexo 1
Cálculo del tamaño muestral
Comparación de dos medias
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Anexo 2
Obtención de recursos naturales
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Anexo 3
Cultivo de bacterias para el estudio
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Anexo 4
Preparación del extracto metanólico a partir de la pulpa y semilla de Myrciaria dubia (Camu camu)
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Anexo 4
Preparación del extracto metanólico a partir de la pulpa y semilla de Myrciaria dubia (Camu camu)
 
[image: MACPROHD:Users:AndreaCamereColarossi:Archivos hasta Junio 2014:andreacamerecolarossi:Pictures:iPhoto Library:Previews:2013:09:08:20130908-223920:KQ5%va+9Rf6cMBKbo51rDw:IMG_0826.jpg][image: MACPROHD:Users:AndreaCamereColarossi:Archivos hasta Junio 2014:andreacamerecolarossi:Pictures:iPhoto Library:Previews:2013:09:08:20130908-223920:Ds1RrhqlTqu9BUoFxC2WLg:IMG_0829.jpg]
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 5
Preparación de placas: Perforación en gel de agar
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Anexo 6
Medición de halos de inhibición
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Anexo 7
Carta de exoneración del Comité de Ética
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