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RESUMEN
Objetivo: Evaluar in vitro el efecto antibacteriano de cuatro extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre Streptococcus mutans (ATCC®35668™).
Metodología: El presente estudio fue de tipo experimental in vitro, en el cual se prepararon cuatro extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi. Para cada extracto se realizaron 6 pruebas independientes y como control positivo se utilizó la solución de Clorhexidina al 0.12%. Para evaluar el efecto antibacteriano de los extractos se utilizó el método de difusión en pozo de Kirby-Bauer. La concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida (CMB) fueron evaluadas mediante el método de microdilución y el efecto citotóxico fue determinado por el método de MTT. 
Resultados: Se observó mayor efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de Lessonia trabeculata y Macrocystis pyrifera sobre cepas de Streptococcus mutans, mostrando halos de inhibición de 18.1 mm + 0.75 mm y 12.25 mm + 0.69 mm respectivamente. Mientras que los extractos metanólicos de Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi mostraron menor efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans, observándose halos de 10.08 mm + 0.46 mm y 9.32 mm + 0.49 mm respectivamente. 
En todos los casos, los extractos metanólicos muestran una baja citoxicidad sobre células MDCK, observando una viabilidad celular de 66% para el caso de Lessonia trabeculata, 85% para el caso de Chondracanthus chamissoi, 65% para el caso de Lessonia nigrescens y 79% para el caso de Macrocystis pyrifera.
Conclusiones: Se determinó que los cuatro extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracantus chamissoi presentan efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans, mostrando diferencias significativas entre ellos. Además, los cuatro extractos metanólicos presentan bajo efecto citotóxico sobre MDCK a altas concentraciones.
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ABSTRACT
Objective:  The aim of this study was to evaluate the antibacterial of the methanolic extracts of Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens and Chondracanthus chamissoi againts Streptococcus mutans (ATCC ®35668™).
Material and methods: The present study was of experimental type in vitro, in which four methanolic extracts of Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens and Chondracanthus chamissoi were prepared. For each extract 6 independent tests were performed and as a positive control, the 0.12% Chlorhexidine solution was used. He went with the method of diffusion in the well of Kirby-Bauer, then proceeded to the reading of the halos with an external cover Vernier. Likewise, the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (CMB) of the extracts were found and the cytotoxic effect of each methanolic extract was determined with the MTT method.
Results: A higher antibacterial effect was found in the methanolic extracts of Lessonia trabeculata and Macrocystis pyrifera with halos of 18.1 mm + 0.75 mm and 12.25 mm + 0.69 mm respectively on Streptococcus mutans respectively; however, it has the minor antibacterial effect of the methanolic extracts of Lessonia nigrescens and Chondracanthus chamissoi with halos of 10.08 mm + 0.46 mm and 9.32 mm + 0.49 mm. In cell viability, Lessonia trabeculata showed an effect at 66% of concentration similar to or less than 10000 mg / ml of the extract, while the extract of Chondracanthus chamissoi showed an effect superior to 84%, the extract of Lessonia nigrescens to 65% and the extract derived from Macrocystis pyrifera at 79%.
Conclusions: It was determined that the four algae have an antibacterial effect against Streptococcus mutans, however there is a statistically significant difference between the extracts of Macrocystis pyrifera and Lessonia trabeculata with the extracts of Lessonia nigrescens and Chondracantus chamissoi. Likewise, the four algae have low cytotoxic effect at high concentrations.
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CAPITULO 1. INTRODUCCIÓN
La caries dental es una enfermedad que se produce mediante procesos dinámicos de remineralización y desmineralización de la estructura dental, el cual es causada por bacterias que producen ácidos que destruyen las estructuras dentales. (1,2) En la microbiota de la cavidad bucal, la mayor parte de patógenos son las bacterias gram positivas, entre la que destaca el el Streptococcus mutans, el cual es el principal agente etiológico responsable de la formación de la caries dental. (3,4) Por este motivo, se han desarrollado diversos productos, como enjuagues bucales y pastas dentales, que permitan contrarrestar la actividad antibacteriana de este patógeno.
 
Actualmente, han incrementado las investigaciones sobre la medicina alternativa en base a plantas naturales conocida como Fitoterapia, la cual busca desarrollar agentes antimicrobianos naturales económicos y eficaces contra patógenos de la cavidad bucal, con menos efectos adversos y de mayor disponibilidad para la población. (5) La fitoterapia es una ciencia que nos permite utilizar las plantas con fines terapéuticos, es decir obtener mayor conocimiento acerca de las variedades de especies vegetales que existen en la naturaleza y de tal forma aplicar sus propiedades en los diversos problemas de la salud. (6)
 
Las algas marinas han demostrado tener propiedades beneficiosas para la salud humana como lo indica un estudio realizado por Frikha et al. Este estudio muestra que las algas marinas son una fuente potencial de compuestos bioactivos que generan propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes frente a bacterias tales como Escherichia coli y Staphylococcus simulans, esta última pertenece al grupo de bacterias gram positivas como el Streptococcus mutans. (7)
 
Según el Instituto del Mar del Perú, las algas marinas más abundantes en el litoral del mar peruano son  Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi; las cuales son de fácil acceso para la población costera. Además, Chondracanthus chamissoi está incluido en la dieta alimenticia  de manera regular. (8) Sin embargo, no existen estudios previos realizados sobre la actividad antimicrobiana de estas cuatro algas marinas sobre bacterias de la cavidad bucal.
 
El propósito de este  estudio fue evaluar in vitro el efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC ®35668™).
 
CAPÍTULO 2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN 
2.1. Justificación
En la actualidad, la odontología se ha enfocado en desarrollar la promoción y prevención oral. Según el MINSA, en Perú el índice de caries es de 85,6% (9) y es por este motivo que se reestableció la Estrategia Sanitaria Nacional de Salud Bucal de la dirección general de salud de las personas,  teniendo entre sus principales funciones la gestión de las actividades promocionales, preventivas, recuperativas y de rehabilitación en todas las etapas de vida en el marco de la atención integral de salud. (10) 
 
A la fecha no se han realizado estudios sobre el efecto antibacteriano de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus Chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans. Por este motivo, este estudio tiene importancia teórica debido a que generará nuevos conocimientos en el ámbito odontológico sobre nuevos productos naturales a base de algas que permitan el control de la actividad bacteriana en la cavidad bucal, lo cual será un nuevo aporte de información para el desarrollo de productos preventivos contra la caries dental. 
 
Por otro lado, este estudio presenta importancia clínica debido  a que los resultados que se obtendrán en el estudio in vitro nos permitirá proponer nuevas soluciones y brindar un aporte en el ámbito odontológico,  como es el desarrollo y aplicación de enjuagues bucales y pasta dentales a base de las algas marinas estudiadas para el control de la bacteria Streptococcus mutans en la cavidad oral.
 
CAPÍTULO 3. HIPÓTESIS 
Los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi presentan efecto antibacteriano sobre las cepas de Streptococcus mutans.
 
 
CAPÍTULO 4. OBJETIVOS 
4.1 Objetivo General
Evaluar in vitro el efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)
 
4.2 Objetivos Específicos
	Determinar in vitro el efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)
	Determinar in vitro el efecto bacteriostático y bactericida de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)
	Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)
	Determinar el efecto citotóxico de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre línea celular MDCK 
	Comparar el efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)

CAPÍTULO 5. MATERIALES Y MÉTODOS
5.1 Diseño del estudio 
El diseño del estudio fue de tipo experimental in vitro. 
 
5.2 Grupo experimental
La unidad de análisis está conformada por:
Pocillos embebidos del extracto metanólico de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi colocados en placas petri que contienen cultivos de Streptococcus mutans.
Líneas celulares MDCK cultivas en placas estériles de 96 pocillos, embebidas con medio de cultivo DMEN modificado y los extactos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi evaluados de manera independiente. 
 
Se formaron los siguientes grupos:
 
Grupo 1: Pocillos con extracto metanólico de Macrocystis pyrifera, sobre cultivos de Streptococcus mutans a 48 hrs.
Grupo 2: Pocillos con extracto metanólico de Lessonia trabeculata, sobre cultivos de Streptococcus mutans a 48 hrs.
Grupo 3: Pocillos con extracto metanólico de Lessonia nigrescens sobre cultivos de Streptococcus mutans a 48 hrs.
Grupo 4: Pocillos con extracto etanólico de Chondracanthus chamissoi sobre cultivos de Streptococcus mutans a 48 hrs.
Grupo 5: Pocillos con extracto metanólico de Macrocystis pyrifera, sobre cultivos de células MDCK.
Grupo 6: Pocillos con extracto metanólico de Lessonia trabeculata, sobre cultivos de células MDCK.
Grupo 7: Pocillos con extracto metanólico de Lessonia nigrescens, sobre cultivos de células MDCK.
Grupo 8: Pocillos con extracto metanólico de Chondracanthus chamissoi, sobre cultivos de células MDCK.
 
Criterios de selección:
 
	Pocillos embebidos con extracto metanólico de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi a diferentes concentraciones sobre cepas de Streptococcus mutans.

 
2.      Pocillos contienen células MDCK con extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi a diferentes concentraciones. Condiciones controladas de línea celular MDCK  (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
 
 
 
 
 
5.3 Operacionalización de Variables  
 
 
	Variable
	Definición operacional
	Indicadores
	Tipo
	Escala de medición
	Valores

	Efecto antibacteriano
	Capacidad de eliminar e inhibir el crecimiento y desarrollo bacteriano
	Método de
Kirby Bauer
(Halos de
inhibición del
crecimiento
bacteriano)
	Cuantitativo
 
	Razón
Continua
	Tamaño de halo de inhibición en mm

	Efecto bacteriostático
	Capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo bacteriano
	Método de
Kirby Bauer
(Halos de
inhibición del
crecimiento
bacteriano)
	Cuantitativo
 
	Razón
Continua
	Tamaño de halo de inhibición en mm

	Efecto bactericida
	Capacidad de eliminar el crecimiento y desarrollo bacteriano
	Unidad Formadora d
Colonia (UFC)
	 
Cuantitativo
 
	Razón
Discreta
	N° colonias
(UFC)

	Extractos metanólicos de algas marinas
	Solución resultante del proceso de maceración para extraer los compuestos químicos
	Concentración de las diferentes especies de algas marinas
	Cualitativo
 
	Nominal
Politómica
	Extractos metanólicos de las algas: Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi marinas

	Concentración mínima inhibitoria (CMI)
	Mínima cantidad del antimicrobiano que inhibe el crecimiento de una bacteria
	Método de colonia UFC
	 
Cuantitativo
 
	Razón
Discreta
	N° colonias
(UFC)

	Efecto citotóxico
	Capacidad de una sustancia para medir la viabilidad celular
	Células MDCK
	 
Cuantitativo
 
	Razón
Continua
	Método de Absorbancia (CC50 ug/ml)


5.4 Técnicas y procedimientos 
Solicitud de permiso para el uso de laboratorios 
Se solicitó permiso al responsable del laboratorio de Biología Molecular, Bioquímica y Biología Celular del Instituto de Investigación Nutricional.
 
Extractos metanólicos 
Se solicitó al Instituto del Mar del Perú (IMARPE) las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi, las cuales fueron proporcionadaspara fines de investigación.  
Las algas secas fueron colocadas en frascos de vidrio estériles y posteriormente se adiciono metanol puro en la proporción 1P:1V (peso/volumen). Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente, protegidas de la luz con ayuda de papel alumnio, durante 7 días. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron filtradas con ayuda de un papel de filtro Whatman N° 4, el sobrenadante fue colectado en un tubo de 50 ml estéril y finalmente evaporadas a 55°C hasta eliminar los restos de metanol completamente. (11)
Los extractos metanólicos fueron almacenados a 4°C hasta su uso. (Anexo 1)
 
Preparación de placas de agar Trypticase Soy Agar (TSA) 
Para el cultivo de Streptococcus mutans, se procedió a preparar placas de agar TSA. Para lo cual se pesó 10 gramos del medio de cultivo agar TSA, el cual fue vertido en una botella de vidrio estéril, luego se adicionó 250 ml de agua destilada, el contenido fue homogenizado y posteriormente autoclavado a 120°C durante 20 minutos. 
Transcurrrido el tiempo, la muestra fueron retiradas del autoclave y vertida en placas Petri de 15 ml de diámetro, todo el procedimiento se realizó en condiciones de bioseguridad II. Las placas fueron controladas a temperatura ambiente durante 3 días y descartar de esta manera cualquier contaminante.
Preparación de medio líquido BHI (Brain Heart Infusion)
Se procedió a preparar medio BHI líquido para lo cual se pesó 9.4 gramos de medio BHI que se agregaron en una botella de vidrio limpia y se adicionó 250 ml de agua destilada. El medio fue autoclavado a 121°C durante 15 min. Transcurrido el tiempo fue retirado de la autoclave y controlado a temperatura ambiente durante 7 días para evitar contaminantes. 
 
Cultivo de la cepas de Streptococcus mutans 
Se utilizó cepas bacterianas de Streptococcus mutans, las cuales se obtuvieron del laboratorio Genlab del Perú S.A.C. (Anexo 2)
El cultivo de la cepa de S. mutans fue realizado siguiendo las instrucciones del fabricante.  Para lo cual se rompió la ampolla de la parte superior  del tubo que contenía la cepa, se incubo 2 minutos para hidratar la bacteria y posteriormente con ayuda del hisopo se procedió a realizar estriado sobre la placa de agar TSA preparada anteriormente. Las placas de agar TSA que contenian la cepa fueron incubadas a 37°C, en condiciones de anaerobiosis controlada, durante 7 días. (12) 
 
Cultivo líquido de la cepas de Streptococcus mutans 
Se utilizó el medio líquido BHI preparado anteriormente. Se colocó 3 ml de medio BHI líquido en tubos estériles de 15 ml y se adicionó una colonia del cultivo bacteriano de S. mutans del paso previo. Los tubos que contienen la colonia bacteriana en BHI fueron incubados a 37°C, en condiciones de anaerobiosis controlada durante 3 días.
Para los ensayos de inhibición se utilizó el cultivo bacteriano a la densidad patrón de 0,5 McFarland, lo que representa una concentración estimada de 1,5 x 108 UFC/ml.
El patrón de McFarland se preparó inoculando colonias de la cepa de ensayo bacteriana en solución salina estéril y ajustando la densidad celular a la concentración especificada antes. (13)
 
Análisis del efecto antibacteriano de los extractos metanólicos
Determinación de la actividad antibacteriana 
Se procedió a pesar 10 gramos del medio de cultivo agar TSA y se adicionó  en una botella de vidrio estéril y se adicionó de 250 ml de agua destilada, el contenido fue homogenizado y posteriormente autoclavado a 120°C durante 20 minutos.
Transcurridos el tiempo, se retiraron con cuidado las botellas que contenían el agar TSA, cuando el medio alcanzó la temperatura de 55°C se procedió a adicionar 6 ml de medio de cultivo líquido de Streptococcus mutans posteriormente se procedió a vertír 25 ml aproximadamente de la mezcla en placas Petri de 15 cm de diámetro, evitando generar burbujas. Una vez solidificada la muestra se procedió a determinar la actividad bacteriana. 
La determinación de la actividad bacteriana se realizó con el método de difusión en pozo de Kirby-Bauer. (14) Esta consistió en realizar cinco perforaciones sobre la superficie del agar de las placas cultivadas con el microorganismo con el apoyo un sacabocado estéril teniendo 8 mm de diámetro y 4 mm de profundidad, luego en cada pozo se depositó 150 µl de cada extracto y clorhexidina al 0,12% como control positivo, estas placas fueron selladas con parafilm. Las muestras fueron incubadas a 37°C, en condiciones de anaerobiosis controlada durante 48 horas. Transcurrido el tiempo se procedió a medir los halos de inhibición con ayuda de un Vernier. (15) Se realizaron seis repeticiones por cada extracto metanólico.
 
Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida (CMB)
Se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida de los extractos utilizando el método de dilución en agar. (16) 
Los extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi se diluyeron de manera seriada: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 y 1:2048 que equivale a concentraciones de 5 µg/ml, 2,5 µg/ml, 1,25 µg/ml, 0,625 µg/ml, 0,312 µg/ml, 0,156 µg/ml, 0,078 µg/ml, 0,039 µg/ml, 0,019 µg/ml, 0,009 µg/ml y 0,004 µg/ml respectivamente.    (Anexo 3)
En tubos de 1.5 ml estériles se adicionó 200 µl de cada una de las diluciones por separado, luego se adicionó 10 µl de la suspensión bacteriana de S. mutans a 0.5 escala de McFarland. Las muestras fueron incubadas a 37°C en condiciones de anaerobiosis controlada durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a plaquear la mezcla con ayuda de un asa de siembra en placas de agar TSA.  Las placas fueron incubadas  a 37°C en condiciones de anaerobiosis controlada durante 72 horas. 
Finalmente, se procedió a realizar el conteo de unidades formadoras de colonias y se registró la CMI y CMB. (17)
 
Determinación de la Citoxicidad (CC50) de los extractos metanólicos.
La citoxicidad se determinó con el método MTT, para lo cual se utilizó las células MDCK a una densidad de 1×104 células por pocillo, las células son incubadas en placas estériles de pocillo de 96 con 200 μl de medio DMEN suplementado, a 37°C en condiciones en una atmósfera humidificada con 5% de CO2 -95% de aire, durante 24 horas. Luego se adicionó los extractos metanólicos diluidos en un rango de 0 a 1 000 μg/mL. Las muestras fueron incubadas durante 6 días. 
Los cultivos se incubaron a 37°C en condiciones en una atmósfera humidificada con 5% de CO2 -95% de aire, durante 6 días. Como control positivo de viabilidad celular se utilizaron pocillos que contenían sólo células.
Transcurrido el tiempo, se añadió 20 μL de solución MTT (3 mg/mL diluido solución tamponada fosfato) a cada pocillo. Después de 3 horas, el medio se eliminó cuidadosamente y los cristales de Formazan se solubilizaron añadiendo 200 μl de dimetilsulfóxido (DMSO). Finalmente, la viabilidad celular se expresó como el porcentaje del valor de absorbancia determinado para los cultivos de control. La absorbancia (A570 nm) se midió en un lector de ELISA. CC50 se determinó utilizando el software Pharm / PCS. (18, 19)
 
5.5 Plan de análisis 
 
En el análisis univariado se obtuvo la medida estadística descriptiva (media, mediana, mínimo, máximo y desviación estándar) de la variable dependiente efecto antibacteriano según los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi. Asimismo, se procedió a elaborar un gráfico de caja y bigote para la variable principal del estudio según los grupos de estudio. (Tabla 1 y Gráfico 1)
Además, se determinó la distribución normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk y si presenta homogeneidad de varianzas a partir de la prueba de Bartlett. 
Para el análisis bivariado se utilizó la prueba ANOVA y para hallar la diferencia entre ellas se utilizó la prueba post hoc Bonferroni.
La base de datos se realizó en el programa Microsoft Excel y se analizaron los resultados mediante los paquetes estadísticos Stata® versión 12.0.
 
5.6 Consideraciones éticas 
 
En este estudio se comparó la actividad antibacteriana de los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans, sin ninguna intervención de seres humanos y animales.
Se procedió a realizar una solicitud dirigida al Comité de Ética de la universidad Peruana de Ciencias Aplicadas, para que se autorice la ejecución del proyecto.
(Anexo 4)    
CAPÍTULO 6. RESULTADOS
El presente estudio tuvo como objetivo la evaluación in vitro del efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de cuatro algas marinas sobre las cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™). La tabla 1, muestra el análisis estadístico descriptivo de los cuatro tipos de algas marinas utilizados sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™). EL extracto metanólico de Lessonia trabeculata muestra mayor efecto antibacteriano, observándose halos de inhibición de 18.1 mm + 0.75 mm, seguido del extracto metanólico de Macrocystis pyrifera con halos de inhibición de 12.25 mm + 0.69 mm. Mientras que los extractos Chondracanthus chamissoi (9.32mm + 0.49 mm) y Lessonia nigrescens (10.08 mm + 0.46 mm) muestran un halo de inhibición menor. Por otro lado, al comparar el efecto antibacteriano de los cuatro extractos se utilizó la prueba Anova y se encontró que hay diferencias estadísticamente significativas entre los cuatros extractos con un valor de p = 0.0000; mientras que la prueba Post Hoc Bonferroni muestra que hay diferencia estadísticamente significativa entre todos los extractos metanólicos excepto entre Chondracanthus chamissoi y Lessonia nigrescens (p < 0.05). (Tabla 1 y gráfico 1)
Al evaluar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida (CMB), se observa efecto antibacteriano y bactericida a menor concentración para el caso del extracto metanólico de Lessonia trabeculata (0.156 g/ml) y Macrocystis pyrifera  (0.312 g/ml), mientras que para el caso de Chondracanthus chamissoi y Lessonia nigrescens se necesita una mayor concentración del extracto (1.25 g/ml). (Tabla 2)
Los resultados de viabilidad celular muestran que los extractos de de Chondracanthus chamissoi y  Macrocystis pyrifera tienen una citotoxicidad del 16% y 21% respectivamente. Dichos extractos son menos tóxicos que los extractos de Lessonia trabeculata y Lessonia nigrescens que muestran una citotoxicidad de 34% y 35% respectivamente. (Tabla 3 y gráfico 1)



TABLA 1
Evaluación in vitro del efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)
	Microorganismo
	Grupos
	Media
(mm)
	Mediana
(mm)
	Desviación Estándar
	Mín
(mm)
	Máx
(mm)
	p**

	 
 
Streptococcus Mutans
	Lessonia trabeculataa
	18,16
	18 
	0,75
	17,5
	18,5
	 
 
0,0000
 
---

	Macrocystis pyriferab
	12,25 
	12,5 
	0,69
	11,5
	12,75

	Chondracanthus chamissoic
	9,325
	9,5 
	0,49
	8,95
	9,75

	Lessonia nigrescensc
	10,08 
	10
	0,46
	9,75
	10,5

	Clorhexidina al 0,12%
	44,25
	44,75
	1,36
	44,5
	45


 
 Mediciones en mm 
** Prueba ANOVA 
Nivel de significancia estadística (p<0.05)
Las letras diferentes denotan diferencia estadísticamente significativa

 
GRÁFICO 1 
Evaluación in vitro del efecto antibacteriano de los extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)
 
[image: ]
 
 
 

TABLA 2
Concentración mínima inhibitoria y Concentración mínima bactericida de los extractos metanólicos de las algas marinas sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC®35668™)
 
	Microorganismo
	Grupo
	Concentración (µg/ml)

	 
 
 
 
 
 
 
 
Streptococcus mutans 
	 
 
 
Lessonia trabeculata
 
Macrocystis pyrifera
 
Chondracanthus chamissoi
 
Lessonia nigrescens
	 
(10)
 
	 
(5)
 
	 
(2,5)
 
	 
 (1,25)
 
	 
(0,625)
 
	 
 (0,312)
 
	 
 (0,156)
 
	 
(0,0789)
	 
(0,039)
	 
(0,019)
	 
(0,009)
	 
(0,004)

	 
+
 
 
+
 
 
+
 
 
+
	 
+
 
 
+
 
 
+
 
 
+
	 
+
 
 
+
 
 
+
 
 
+
	 
+
 
 
+
 
 
CMI/CMB
 
 
CMI/CMB
	 
+
 
 
+
 
 
-
 
 
-
	   
+
 
 
CMI/CMB
 
 
-
 
 
-
	 
CMI/CMB
 
 
-
 
 
-
 
 
-
	 
-
 
 
-
 
 
-
 
 
-
	 
-
 
 
-
 
 
-
 
 
-
	 
-
 
 
-
 
 
-
 
 
-
	 
-
 
 
-
 
 
-
 
 
-
	 
-
 
 
-
 
 
-
 
 
-


*CMI: Concentración mínima inhibitoria
*CMB: Concentración mínima bactericida
(+) Si hay efecto bactericida
(-) No hay efecto bactericida
 

TABLA 3
Evaluación de la viabilidad celular de las células MTT frente a los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi
 
	Concentraciones (mg/mL)
	Viabilidad relativa (%)

	Lessonia
trabeculata
	Macrocystis pyrifera
	Chondracanthus chamissoi
	Lessonia nigrescens

	0
10
20
39
78
156
313
625
1250
2500
5000
10000
	100
97
98
95
96
97
97
86
77
71
69
66
	100
98
97
94
95
90
87
85
85
82
79
79
	100
95
96
95
94
95
92
88
91
84
84
84
	100
98
99
95
90
87
87
83
78
73
66
65




GRÁFICO 2 
Evaluación de la viabilidad relativa de las células MTT frente a los extractos metanólicos de las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi
 

 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 7. DISCUSIÓN
La fitoterapia es una ciencia que busca crear nuevas alternativas en base a plantas para contrarrestar enfermedades, es así, como surge la idea de investigar cuatro algas marinas de fácil accesibilidad del  litoral peruano como: Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi, con el objetivo de crear insumos odontológicos que puedan contrarrestar la actividad antibacteriana a través de enjuagues bucales y pastas dentales.
Para la preparación del extracto utilizado en el presente estudio, se utilizó como solvente el metanol, el cual es ideal para disolver componentes de algas ya que al ser más puro extrae mejor los compuestos de los extractos, como los fenoles y polifenoles, esto ha sido demostrado por  Manivannan K. et al, quien indica que la actividad antibacteriana más fuerte exhibida por sus extractos fue el que utilizó como solvente el metanol a comparación de otros como el etanol, acetona, etil acetona o éter.(20)
Uno de los procedimientos para evaluar actividad antibacteriana fue el método de difusión en pozo de Kirby-Bauer, el cual consiste en realizar perforaciones llamados pozos sobre las placas y  colocar los extractos de las algas en cada uno de ellos. Este método ha sido utilizado de manera muy eficaz y segura en diversas investigaciones previas que evalúan la actividad antibacteriana de diferentes cepas (21-24). Rojas. et al, señala que existe una diferencia significativa con el método de difusión en discos de papel y la técnica de Kirby-Bauer, la cual concentra una mayor cantidad del extracto, facilitando la evaluación del potencial antibacteriano(25), por este motivo este método ha sido utilizado para el desarrollo del presente estudio.
Para evaluar la citotoxicidad de los extractos frente a las células de la cavidad oral, se utilizó el método MTT, el cual nos permite determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas (26). Este método es citado en numerosos estudios in vitro como el de Chia Y. et al,  el cual demuestra que las fracciones parcialmente purificadas de los extractos de tres especias de algas mostraron una mayor actividad citotóxica que los extractos completos según el ensayo de MTT (27-29), lo cual hace que este método sea el más utilizado para la evaluación de la viabilidad celular. 
Los resultados del presente estudio permiten evidenciar que existe mayor actividad antibacteriana en las algas Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata sobre las cepas de S. mutans a comparación de la Lessonia nigrescens y Chondracantus chamissoi. Este hallazgo apoya el resultado de Jiménez E. et al,  el cual demostró que los extractos etanólicos de las algas Lessonia trabeculata y Macrocystis pyrifera presentan actividad antimicrobiana. (30) Asimismo Espeche. et al, realizó la evaluación de la actividad antibacteriana del extracto etanolico de Macrocystis pyrifera contra la bacteria Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus observando un halo de inhibición de 19 mm y 11 mm respectivamente.(31) Es importante mencionar que, las algas estudiadas en la presente investigación, pertenecen al género Phaeophyta, las cuales son consideradas como algas pardas; estudios recientes demuestran que el efecto antibacteriano que poseen es atribuido a los compuestos, como el fucoidano. Este tiene como mecanismo de acción la alteración de la pared celular y membrana citoplasmática bacteriana, ocasionada por la unión del polisacárido a receptores de glicoproteína en la superficie celular, hecho que desencadena la ruptura de la membrana y la fuga de material citoplasmático. También, se ha asociado a la ruptura del ADN bacteriano debido a la unión de este con el polisacárido algal. (32) Según  Alghazeer. et al,  el género Phaeophyta  a comparación de los géneros Chlorophyta y Rhodophyta, es el que posee mayor actividad antibacteriana. (33-35) Sin embargo, cabe resaltar que las algas marinas estudiadas en esta investigación no presentan un mayor efecto antibacteriano que el compuesto químico Clorhexidina, siendo este considerado como el antiséptico ideal  estándar por su acción antimicrobiana superior a los otros. (36) 
Por otra parte, los extractos metánolicos de las cuatro algas marinas presentan actividad citotóxica baja, estos resultados son similares a los encontrados por Mayer. et al, el cual realizó el ensayo de citotoxicidad del extracto de la Macrocystis pyrifera demostrando que no presenta efecto citotóxico. (37) Mayer et al, evidenció que cuando las concentraciones de los extractos de las algas aumentaban, la viabilidad celular disminuía; lo mismo se observó en los estudio de Vasudeva B.  et al, donde se analizó la citotoxicidad de los extractos metanólicos de las algas Ulothrixflacca, Ulva fasciata y Caulerpataxifolia(38), y en el estudio de  Mary J. et al,  se analizó la citotoxicidad de los extractos etanólicos de la alga Sargassum. (39) 
La importancia del estudio fue evaluar el efecto antibacteriano de cuatro algas marinas del litoral del mar peruano con la finalidad de contribuir en el futuro con la creación de insumos que tengan como objetivo la prevención de la caries dental como colutorios o pastas dentales, de tal forma que disminuya el riesgo de caries en el Perú. Sin embargo, las propiedades biológicas de estas algas dependen en gran medida de su composición individual, por lo que amerita realizarse mayores estudios que complementen la información brindada como la caracterización química y estructural, el mecanismo de acción y el principio activo que permita que tenga efecto antibacteriano frente al microorganismo evaluado. Asimismo, se debe considerar que la actividad antimicrobiana de las algas puede ser afectada por ciertos factores como el hábitat, la temporada de colecta, los diferentes estadíos de desarrollo de la planta, por tal motivo es recomendable la realización de estudios orientados a investigar especies de algas peruanas que posean componentes responsables de propiedades medicinales. 
 
CAPÍTULO 8. CONCLUSIONES
	Las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi presentan efecto antibacteriano contra la cepa de Streptococcus mutans (ATCC®35668™). 

2.      Al comparar el efecto bacteriano de los cuatro extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi, se halló que existe diferencia estadísticamente significativa entre los extractos metanólicos.
3.      La concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida (CMB)  del extracto metanólico de Lessonia trabeculata fue de 0.156 g/ml y de Macrocystis pyrifera fue de 0.312 g/ml. Sin embargo, en los extractos de Chondracanthus chamissoi y Lessonia nigrescens la concentración fue de 1.25 g/ml.
4.      Se determinó que las algas marinas Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi presentan bajo efecto citotóxico a altas concentraciones.
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ANEXOS
 
Anexo 1 
Extractos metanólicos de algas marinas
[image: https://scontent-mia3-2.xx.fbcdn.net/v/t35.18174-12/23158248_10215165371594381_1958466375_o.jpg?_nc_cat=0&oh=f2b06377b714da5dd33de224820ad671&oe=5B232745]
Fig.1. Extractos metanólicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi
 
 

Anexo 2 
Cultivo de cepas de Streptococcus mutans
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Fig.2. Cepas de Streptococcus mutans
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Fig.3. Estriado sobre la placa de agar TSA
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Fig.4. Iniciando el proceso de incubación
 
 


Anexo 3
Microdiluciones de los extractos metanólicos
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Fig.5. Preparación de microdiluciones
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Fig.6. Microdiluciones
 
Anexo 4
Carta de exoneración de comité de ética
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