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RESUMEN

Introduccion: La biopelicula oral constituye un desafio frecuente en pacientes con aparatologia ortodontica, favoreciendo
la  proliferacion de  microorganismos acidogénicos y especies asociadas a procesos inflamatorios
gingivoperiodontales. Caesalpinia  spinosa contiene compuestos fendlicos con potencial antimicrobiano, cuyo
comportamiento varia segun el 6rgano vegetal y el método de obtencion del extracto. Objetivo: Evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos etandlicos de hojas, vainas y mezcla de hojas mas vainas de C. spinosa, obtenidos por
maceracion en frioy evaporacion rotatoria, frente a microorganismos relevantes en ortodoncia. Materialesy métodos: Se
emplearon Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis. Se evaluaron cuatro concentraciones del
extracto (200, 400, 800 y 1000 mg/mL) mediante difusion en agar. Se obtuvieron estadisticas descriptivas y se aplico un
ANOVA factorial de cuatro vias para evaluar efectos principales e interacciones. Resultados: Los extractos de C.
spinosa mostraron actividad antimicrobiana frente a las tres cepas evaluadas. Se observaron diferencias significativas
segun el microorganismo (p < 0,001), la concentracion (p < 0,001) y el érgano vegetal (p = 0,002), mientras que el método
de extraccion no influyo significativamente (p = 0,595). Enterococcus faecalis presentd los mayores diametros de inhibicion,
sequido de Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans. La actividad aumento conla concentracion, sin diferenciasentre
800y 1000 mg/mL. Conclusiones: Los extractos etandlicos de C. spinosa presentan actividad antimicrobiana in vitro frente
amicroorganismos relevantes en ortodoncia, con mayor efecto en vainasy altas concentraciones.

Palabras clave: Caesalpinia spinosa. Extractos vegetales. Actividad antimicrobiana. Ortodoncia.

ABSTRACT

Introduction: Oral biofilm is a common challenge in patients wearing orthodontic appliances, as it promotes the
proliferation of acidogenic microorganisms and species associated with gingival and periodontal inflammatory
processes. Caesalpinia spinosa contains phenolic compounds with potential antimicrobial activity, whose behavior varies
according to the plant organ and the extraction method used. Objective: To evaluate the antimicrobial activity of ethanolic
extracts from leaves, pods, and a mixture of leaves and pods of C. spinosa, obtained by cold maceration and rotary
evaporation, against microorganisms relevant to orthodontics. Materials and Methods: Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, and Enterococcusfaeca//s were used. Four extract concentrations (200, 400, 800, and 1000
mg/mL) were evaluated using agar diffusion. Descriptive statistics were obtained, and a four-way factorial ANOVA was
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applied to assess main effects and interactions. Results: C. spinosa extracts showed antimicrobial activity against all three

tested strains. Significant differences were observed according to microorganism (p < 0.001), concentration (p < 0.001),

and plant organ (p = 0.002), whereas the extraction method did not have a significant effect (p = 0.595). Enterococcus
faecalis showed the largest inhibition zones, followed by Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans. Activity

increased with concentration, with no differences between 800 and 1000 mg/mL. Conclusions: Ethanolic extracts of C.

spinosa exhibit in vitro antimicrobial activity against microorganisms relevant to orthodontics, with greater effects

observedin pod extracts and at higher concentrations.

Keywords: Caesalpinia spinosa. Plant extracts. Antimicrobial activity. Orthodontics.

INTRODUCCION

La cavidad oral alberga una microbiota compleja
organizada en biofilms que, en condiciones de equilibrio,
contribuyen al mantenimiento de la salud bucal™. Sin
embargo, la alteracion de la homeostasis del hospedador
puede favorecer la colonizacion y proliferacion de
microorganismos patdgenos, desencadenando procesos
infecciosos e inflamatorios.3*

Aungue el sistema inmunitario desempefa un papel
fundamental en el control microbiano, en numerosos
casos resulta necesario el uso de agentes
antimicrobianos para el tratamiento de infecciones
odontogénicas®. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), estas infecciones afectan a
aproximadamente 3 5oo millones de personas a nivel
mundial; se estima que cerca del go % de la poblacion
presenta caries dental, el 5o % gingivitis y alrededor del
30 % periodontitis®. Los pacientes tratados
ortoddnticamente constituyen un grupo particularmente
vulnerable, ya que la aparatologia fija o removible
favorece la retencion de placa bacteriana vy la
colonizacion microbiana’®, incrementando el riesgo de
caries, gingivitis,

periodontitis,  mucositis vy

perimplantitis®. Entre los microorganismaos
frecuentemente aislados de la aparatologia ortoddncica
y de las superficies bucodentales se encuentran
Streptococcus mutans, estrechamente relacionado con el
desarrollo de la caries dental, asimismo; Staphylococcus
aureus 'y Enterococcus faecalis han sido asociados a
infecciones oportunistas y persistentes de la cavidad
oral***. La coexistencia de estas especies representa un

desafio clinico, al comprometer la salud bucal*™® vy

potencialmente interferir con la eficacia terapéutica
durante el tratamiento ortoddncico™ .

El control quimico de biofilms mediante antisépticos y
antimicrobianos convencionales continda siendo una
estrategia terapéutica de primera linea*®¥. No obstante,
su uso prolongado se ha asociado con alteraciones de la
microbiota oral, efectos adversos locales 'y, de manera
preocupante, con el desarrollo de resistencia
antimicrobiana®??. La OMS ha reportado que
aproximadamente el 10 % de las prescripciones
antimicrobianas corresponden a procesos
odontologicos®** y estima que, de mantenerse esta
tendencia, la resistencia bacteriana podria ocasionar
hasta 10 millones de muertes anuales para el ano 2050 *°.
Este escenario limita las opciones terapéuticas
disponibles, incrementa la severidad de las infeccionesy
elevalos costos de atencién sanitaria®®.

Ante esta problematica, la fitoterapia ha cobrado interés
como una alternativa farmacoldgica potencial, debido a
la actividad antimicrobiana demostrada por diversos
extractos vegetales y a su perfil de efectos adversos
generalmente mas favorable”. Los fitofarmacos son
formulaciones farmacéuticas cuyos principios activos se
obtienen de especies vegetales y se emplean con fines
preventivos o terapéuticos 3. En este contexto,
Caesalpinia spinosa (C. spinosa), conocida como targa, una
especie sudamericana rica en taninos hidrolizables y
compuestos  fenolicos, ha mostrado  actividad
antimicrobiana frente a diversas bacterias orales en
estudios preliminares®32. Asimismo, se ha descrito que
su actividad bioldgica puede variar en funcion del érgano
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vegetal empleado y del método de extraccion
utilizado3*3, lo que resalta laimportancia de optimizarlos
procesos de obtencion de metabolitos bioactivos. De
manera complementaria, el uso empirico tradicional de
C. spinosa en afecciones inflamatorias y procesos
infecciosos sugiere un potencial farmacoldgico adicional,
respaldado por reportes de actividad cicatrizante vy
antiinflamatoria3*3.

A pesar de estos antecedentes, la evidencia cientifica
disponible es limitada en cuanto a la evaluacion
sistematica de la actividad antimicrobiana de C spinosa
frente a un conjunto ampliado de microorganismos
asociados a biofilms en aparatologia ortodoncica, asi
como al analisis comparativo entre diferentes drganos
vegetales, métodos de extraccion y concentraciones. Por
lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
actividad antimicrobiana de extractos etandlicos de
hojas, vainas y hojas mas vainas de C. spinosa, obtenidos
mediante maceracion en frio y evaporacion rotatoria,
frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis, utilizando el método de difusion en
agar.

MATERIALESY METODOS

Se realizo un estudio experimental in vitro, con enfoque
cuantitativo, disefio transversal y nivel de investigacion
comparativo, orientado a evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos etandlicos de C. spinosa. El
estudio se desarrolld en el Laboratorio de Genética vy
Biologia Molecular (CIITT) de la Universidad Catdlica de
Cuenca. El flujo del procedimiento se detallaen la Figura
1.

Material vegetal

Se recolectaron hojasy vainas madurasde C. spinosa bajo
condiciones controladas. El material vegetal fue lavado
con agua destilada y secado inicialmente a temperatura
ambiente durante 7dias. Posteriormente, se completo el
secado en estufa (Memmert®) a 38 °C durante 48 horas.
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En el caso de las vainas, estas fueron desgranadas

manualmente, descartandose las semillas.
Posteriormente, se trituraron 400 g de hojasy 400 g de
vainas, por separado, utilizando una licuadora en seco

hasta obtener un material finamente pulverizado.

Preparacidn de los extractos vegetales
Para el proceso de extraccion se emplearon dos métodos
descritos a continuacion:

Extraccidn etandlica por maceracion en frio

Se procesaron 200 g de hojas secas y 200 g de vainas
secas, de forma independiente, utilizando etanol al 96 %
(v/v) como disolvente. Previo a la maceracion, los
materiales vegetales fueron prehidratados con etanol
para facilitar la penetracion del disolvente y optimizar la
transferencia de masa.

Las muestras se colocaron en recipientes de vidrio
ambar, hermeticamente sellados y protegidos de laluz, y
se sometieron a maceracion durante cuatro dias a
temperatura ambiente, con agitacion manual cada 12
horas. Finalizado el proceso, las mezclas fueron filtradas
mediante papel filtro de 5 pum para eliminar residuos
solidos.

La eliminacion del disolvente se realizd por evaporacion
en bafio de agua (WTB Memmert®) a 35 °C, asistida por
un flujo continuo de aire, con el fin de facilitar la
volatilizacion del etanol y minimizar la degradacion
térmica de compuestos termolabiles. Los extractos
obtenidos fueron almacenados a 4 °C hasta su uso.

Extraccion mediante maceracion dindamica y evaporacion
rotatoria

La extraccion se realizd mediante un protocolo
modificado de maceracion dinamicay concentracion por
evaporacion rotatoria, basado en lo descrito por Seijas et
al. (2022)%° . El material vegetal previamente triturado
(hojasy vainas, procesados por separado) fue sometido a
maceracion dinamica con etanol al g6 % (v/v), en una
relacion sélido: solvente de 1:4 (p/v), bajo agitacion
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constante a 35 °C durante 2 horas. Finalizado el proceso
de maceracion, cada extracto fue filtrado al vacio
utilizando papel filtro de poro fino (5 um), obteniéndose
un volumen aproximado de 600 mL de extracto para
hojasy 600 mL para vainas.

Posteriormente, los  extractos filtrados  fueron
concentrados mediante evaporacion rotatoria bajo
presion reducida, siguiendo el protocolo descrito por
Pareja M et al (2020)%, con ligeras modificaciones. Para
este procedimiento se utilizd un rotavapor BIOBASE®
modelo RE-5o1 (BIOBASE Bioindustry (Shandong) Co,,
Ltd, China). La concentracion se realizd a una
temperatura constante de 35 °C, con una velocidad de
rotacion de 45 rpm, durante un periodo de 3 h, con el
objetivo de minimizar la degradacion térmica de los
compuestos bioactivos. Posteriormente, la resina
concentrada obtenida fue transferida a un recipiente de
vidrio y sometida a calentamiento controlado a 35 °C
sobre una plancha calefactora, hasta completar la
evaporacion del alcohol residual. Finalmente, los
extractos secos fueron almacenados a 4 °C en frascos
individuales protegidos de la luz, hasta su utilizacion en
los ensayos experimentales.

Preparacion de las concentraciones experimentales

A partir de los extractos etandlicos obtenidos, se
prepararon soluciones experimentalesaconcentraciones
finales de 200, 400, 800y 1000 mg/mL, utilizando etanol
al 96 % como solvente.

Las diluciones se realizaron mediante un procedimiento
seriado, garantizando la homogeneidad y precision enla
reconstitucion del material vegetal. En el caso de la
mezcla hojas mas vainas, las concentraciones se
obtuvieron mediante una combinacion proporcional de
ambos extractos, manteniendo un contenido total de
solidos equivalente al definido para cada concentracion.
Las soluciones fueron almacenadas a 4 °C, protegidas de
laluz, hasta su uso.

Evaluacién microbioldgica

Revista Cientifica UOD: Universidad Odontoldgica

Cepas bacterianas

Se utilizaron cepas de referencia Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy
Streptococcus mutans ATCC 25175. Cada cepa fue
reactivada en los medios de cultivo correspondientes,
como agar sangre o agar Mitis Salivarius.

Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana

Los indculos bacterianos se ajustaron a una turbidez
equivalente al estandar o,5 de McFarland (= 1—2 x 108
UFC/mL). La actividad antimicrobiana se evalud
mediante el método de difusion en agar por pocillos,
siguiendo las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para la preparacion
de medios, estandarizacion del inoculo y condiciones de
incubacion.

Se realizaron pocillos de 4 mm de didmetro, utilizando un
sacabocados estandarizado y esterilizado. En cada
pocillose depositaron 40 uL de las solucionesde extracto
a las concentraciones de 200, 400, 800 y 1000 mg/mL.
Cada placa contenfa cuatro pocillos, dispuestos de forma
equidistante para evitar interferencias entre halos de
inhibicion.

Como control positivo, se utilizo un colutorio de
clorhexidina, mientras que el control negativo consistio
en etanol al 96 %, con el fin de descartar un efecto
inhibitorio atribuible al solvente. Las placas se incubaron
a 37 °C durante 24 0 48 horas en estufa (Memmert®).
Posteriormente, los diametros de los halos de inhibicidn
se midieron en milimetros (mm) utilizando un vernier
digital, registrandose los datos en una ficha de
recoleccion de datos.

Unidades experimentales

El disefio experimental considerd como factores: tipo de
extracto (hojas, vainas y mezcla hojas + vainas), método
de extraccion (maceracion en frio y extraccion mediante
evaporacion rotatoria), concentracion del extracto (200,
400, 8oo 'y 100omg/ml) 'y  microorganismo

(Staphylococcus  aureus;  Streptococcus  mutans;
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Enterococcus faecalis). Cada combinacion experimental
se evaluo por triplicado.

Andalisis estadistico

Los datos se expresaron en diametro del halo de
inhibicion (mm) y se resumieron mediante estadisticos
descriptivos (media y desviacion estandar) para cada
combinacion experimental.

El andlisis inferencial se realizd mediante un ANOVA
factorial de cuatro vias, considerando como factores fijos

Revista Cientifica UOD: Universidad Odontoldgica

el microorganismo, el tipo de extracto, el método de
extraccion y la concentracion del extracto. Se evaluaron
los efectos principales y las interacciones entre los
factores sobre el diametro del halo de inhibicion.

Cuando se identificaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05), se aplicaron comparaciones
multiples post hoc mediante la prueba de Dunnett T3.
Todos los analisis se realizaron utilizando el software IBM
SPSS Statistics®, version 31, estableciendo un nivel de
significancia de a = 0,05.

Figura 1. Flujograma del proceso experimental

1. Preparacion de los extractos

Lavado, secado, triturado y
vegetales. almacenamiento.

a. Extraccion por maceracion en
frio.

b. Extraccion rotatoria

— 2. Preparacion de las diluciones.

Concentraciones: 200, 400, 800y
1000 mg/ml.

Conservadasa 4 °C.

3. Preparacion de los
— microorganismos y pruebas de
suceptibilidad.

S. aureus ATCC— Agar sangre,
S. mutans — Agar Mitis—Salivarius,
E. faecalis — Agar sangre

Siembra en césped sobre agar
Mueller-Hinton y Rogosa.

| 4. Unidades experimentales.

Diagrama del proceso experimental.

2 métodos de extraccion,
3 tipos de extracto,
4 concentraciones,

3 mMicroorganismos

Total:216 halos de inhibicion,
correspondientes a 54 placas Petri.

5. Difusion en agar con pocillos.

Cuatro pocillos por caja.

Cajascontrol.

Pocillos: 4oul de cada
concentracion.

Control: +, -, pocillo con el extracto.

6. Incubacion y medicion de halos.

Aa37°Cdurante 24 0 48h

Medicion de los halos, con vernier
digital y registro en planilla de
recoleccion de datos.
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RESULTADOS

Los extractos etandlicos de C. spinosa evidenciaron
actividad antimicrobiana in vitro frente a las cepas
evaluadas, manifestada por la formacién de halos de
inhibicion en todas las combinaciones experimentales
analizadas. El control negativo, correspondiente a etanol
al 96 % (v/v), no produjo halos de inhibicion frente a
ninguna de las cepas evaluadas.

En contraste, el control positivo generd halos de
inhibicion consistentemente mayores que los observados
para los extractos de C spinosa en todas las cepas
analizadas, confirmando la validez del ensayo y la
adecuada sensibilidad del método empleado. La
magnitud del efecto antimicrobiano vario en funcion del
microorganismo, la concentracion del extracto y el
organo vegetal utilizado, lo que permitid realizar
comparaciones estadisticas detalladas entre los distintos
factores experimentales.

El analisis del tipo de método de extraccion no evidencio
diferencias estadisticamente significativasen el didametro
del halo de inhibicion entre la extraccion mediante
evaporacion rotatoria y la maceracion en frio (F = 0,284;
p =0,595), con valores medios comparables entre ambos
procedimientos. En contraste, el microorganismo
evaluado mostré un efecto significativo sobre el
didmetro del halo de inhibicién (F = 151,690; p < 0,001).
Enterococcus faecalis presentd los mayores valores de
inhibicion (17,27 + 1,58 mm), sequido por Staphylococcus
aureus (14,50 + 1,70 mm), mientras que Streptococcus
mutans exhibio los valores mas bajos (11,64 + 2,43 mm).

La concentracion del extracto influyo significativamente
en la actividad antimicrobiana (F = 25,055; p < 0,001). Se
observd un incremento progresivo del diametro del halo
de inhibicion al aumentar la concentracion de 200 a 1000
mg/mL. Las comparaciones multiples confirmaron
diferencias significativas entre 200 mg/mL vy las
concentraciones de 400, 800 y 1000 mg/mL, asi como
entre 400 mg/mL y 8oo—1000 mg/mL, mientras que no
se identificaron diferencias significativas entre 8oo y
1000 mg/mL.
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Estos hallazgos evidencian la presencia de interacciones
entre la cepa bacteriana, el dérgano vegetal y la
concentracion del extracto, lo que se refleja en patrones
diferenciales de inhibicion a concentraciones elevadas.
Respecto al organo de la planta, se evidenciaron
diferenciasestadisticamente significativasen el diametro
del halo de inhibicion (F = 6,193; p = 0,002). Los extractos
obtenidos a partir de vainas mostraron los mayores
valores de inhibicion (15,44 + 2,99 mm), sequidos por |a
mezcla hojas + vainas (14,15 + 2,66 mm) y por los
extractos de hojas (13,81 + 3,14 mm).

Las comparaciones post hoc indicaron diferencias
significativas entre hojas y vainas, asi como entre vainas
y la mezcla hojas + vainas, sin diferencias significativas
entre hojas y la mezcla. El andlisis estratificado por cepa
mostro que, en Staphylococcus aureus, el érgano de la
planta influyd significativamente en el didmetro del halo
de inhibicion (F = 8,534, p < 0,001), con mayores valores
asociados a los extractos de vainas, seguidos por la
mezcla hojas + vainas y hojas. En Streptococcus mutans,
no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los 6rganos evaluados (F = 3,086; p =
0,052), aunque se registraron variaciones en los valores
medios. En Enterococcus faecalis, el efecto del 6rgano de
la planta fue significativo (F = 11,001, p < 0,001),
destacandose nuevamente los extractos de vainas con
los mayores halos de inhibicion.

Al analizar especificamente las concentraciones mas
altas (8oo y 1000 mg/mL), se mantuvo un patron
diferencial en funcion de la cepay del érgano vegetal. En
Staphylococcus  aureus, se observaron diferencias
significativas entre los érganos de la planta (F = 22,705; p
< 0,001), con mayores valores asociados a las vainas. En
Streptococcus mutans, no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los drganos a estas
concentraciones (F = 2,890; p = 0,070). En Enterococcus
faecalis, el dérgano de la planta mostro un efecto
significativo (F = 36,479; p < 0,001), con mayores halos de
inhibicion en los extractos obtenidos a partir de vainas,
sequidos por hojasy por la mezcla hojas + vainas.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos del didmetro del halo de inhibicidn sequn los factores experimentales.

Factor Categoria n Media = DE (mm)

Extraccion mediante evaporacion rotatoria 108 14,58 + 2,75
Método de extraccion

Maceracion en frio 108 14,36 £ 3,25
Staphylococcus aureus 72 14,50 + 1,70
Microorganismo Streptococcus mutans 72 11,64 + 2,43
Enterococcus faecalis 72 17,27+ 1,58
Hojas 72 13,81+3,14
Organo de la planta Vainas 72 15,44 + 2,99
Mezcla hojas + vainas 72 14,15+ 2,66
200 54 12,22 +3,12
Concentracion (mg/mL) 400 ot 139952
800 54 15,39 + 2,22
1000 54 16,29 + 2,47

Nota: Los valores se expresan como media + desviacién estandar (DE).

Tabla 2. Andlisis de varianza (ANOVA) del didmetro del halo de inhibicion.

Factor gl F o
Meétodo de extraccion 1 0,284 0,595
Microorganismo 2 151,690 <0,001%
Organo de la planta 2 6,193 0,002%
Concentracion 3 25,055 <0,001%

Nota: Diferencias estadisticamente significativas p < 0,05

Tabla 3. Comparaciones mdltiples deldiametro del halo de inhibicion sequn la concentracion del extracto (Tukey HSD)

Comparacién  Diferencia de medias(mm) p

200 VS 400 mg/mL -1,77 0,003%
200 vs 800 mg/mL -3,16 <0,001%
200 VS 1000 mg/mL -4,06 <0,001%
400 vs 800 mg/mL -1,40 0,029%
400 VS 1000 mg/mL -2,30 <0,001%
800 vs 1000 mg/mL -0,90 0,278

Nota: Diferencias estadisticamente significativas p < 0,05,
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Tabla 4. Didmetro del halo de inhibicién (mm) segun el drgano de la planta para cada microorganismo.

Microorganismo Organo de la planta n Media + DE (mm) p

Hojas 12 15,00 + 0,63

Staphylococcus aureus Vainas 12 16,78 + 0,73 <0,001%
Mezcla hojas + vainas 12 15,65 + 0,60
Hojas 12 12,85+1,21

Streptococcus mutans Vainas 12 13,93+ 1,21 0,070

Mezcla hojas + vainas 12 13,02+ 1,12
Hojas 12 18,02 + 0,64

Enterococcus faecalis Vainas 12 19,62 + 0,63 <0,001*
Mezcla hojas + vainas 12 17,66 £ 0,52

Nota: Los valores de p corresponden al ANOVA de una via dentro de cada microorganismo. p < 0,05 indica diferencias estadisticamente

significativas.

Figura 2. Interaccion entre microorganismo, érgano de la planta y concentracion del extracto (8oo y 1000 mg/mL)
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El presente estudio evalud la actividad antimicrobiana de
extractosetandlicos de C. spinosa frente a Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans 'y Enterococcus faecalis,
microorganismos frecuentemente asociados a la
formacion de biopeliculas en pacientes con aparatologia
ortodoéncica. Losresultados evidenciaron que la actividad
antimicrobiana de C spinosa esta influenciada
principalmente por el microorganismo evaluado, la
concentracion del

extracto y el o6rgano vegetal

empleado, mientras que el método de extraccion no
mostro diferencias significativas en la magnitud del halo
de inhibicion.

En relacion con la susceptibilidad microbiang,
Enterococcus faecalis presento los mayores diametros de
inhibicion, sequido por Staphylococcus aureus, mientras
que Streptococcus mutans mostro una respuesta menor.
Este hallazgo concuerda con estudios previos que han
reportado una elevada sensibilidad de E faecalis a
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extractos etanolicos de C. spinosa 3, atribuida a la
interaccion de los taninos hidrolizables con la pared
celular bacteriana, alterando su permeabilidad vy
viabilidad celular 3% . Asimismo, la menor susceptibilidad
observadaen S. mutans es consistente con lo descrito por
Macedo et al. (2023) 3, quienes sefialan que la estructura
del biofilm y la capacidad acidogénica de esta especie
pueden limitar la difusion y accion de compuestos
fenolicos.

La concentracion del extracto mostrd un efecto dosis-
dependiente claro, observandose un incremento
progresivo del didmetro del halo de inhibicion al
aumentar la concentracion de 200 a 1000 mg/mL. Este
comportamiento coincide con lo reportado por Ibieta Gy
Pefarrieta M (2021) ¥, quienes describen que
concentraciones elevadas de taninos y polifenoles
derivados de (. spinosa potencian la actividad
antimicrobiana frente a bacterias grampositivas. No
obstante, la ausencia de diferencias significativas entre
las concentraciones de 8oo y 1000 mg/mL sugiere la
posible existencia de un efecto de saturacion, fenémeno
previamente descrito para extractos ricosen compuestos
fendlicos, donde el incremento de la dosis no se traduce
necesariamente en una mayor inhibicion microbiana
(HuangJ, Zaynab M, 2024)™.

Respecto al érgano de la planta, los extractos obtenidos
a partir de vainas presentaron consistentemente los
mayores didmetros de inhibicion, tanto en el analisis
global como en el andlisis estratificado por cepa,
particularmente frente a S. aureus y E. faecalis. Estos
resultados son concordantes con lo descrito por Guillén J,
Rojas W, Duarte R (2024)%, quienes reportan una mayor
concentracion de taninos hidrolizables y compuestos
fendlicos en las vainas de C. spinosa, en comparacion con
otros 6rganos vegetales. La menor actividad observada
enlosextractos de hojas podria explicarse por diferencias
en el perfil fitoquimico y en la disponibilidad de
metabolitos bioactivos con accion antimicrobiana.

El método de extraccion, por su parte, no mostro un
efecto significativo sobre el didmetro del halo de
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inhibicion. Este hallazgo sugiere que tanto la maceracion
en frio como la extraccion mediante evaporacion
rotatoria con evaporacion rotatoria fueron igualmente
eficaces para la obtencion de  compuestos
antimicrobianos, lo cual coincide con lo reportado por
Seijas et al. (2022)% y Pareja et al. (2020)%, quienes
indican que, bajo condiciones controladas de
temperatura y solvente, ambos métodos permiten
preservar la actividad bioldgica de los taninos de C.
spinosa. Desde una perspectiva aplicada, este resultado
resultarelevante, yaque la maceracién enfrio representa
una alternativa mas accesible y de menor costo para la
obtencion de extractos con potencial farmacoldgico.

Una limitacion relevante del presente estudio es la
ausencia de determinaciones de concentracion minima
inhibitoria (MIC) y concentracion minima bactericida
(MBC), las cuales permiten cuantificar con mayor
precision la potencia antimicrobiana de los extractos. El
metodo de difusion en agar empleado constituye una
herramienta de cribado inicial ampliamente utilizada
para identificar extractos con actividad antimicrobiana,
pero no sustituye a los ensayos de dilucion en caldo
requeridos para una caracterizacion farmacoldgica mas
profunda. No obstante, estudios previos han reportado
valores de MIC para extractos ricos en taninos derivados
de C spinosa y especies afines, particularmente frente a
bacterias grampositivas, lo que sugiere que la actividad
observada en el presente estudio podria estar
relacionada con  concentraciones efectivas de
compuestos fendlicos bioactivos. En este contexto, los
extractos que mostraron mayor diametro de inhibicion,
especialmente aquellos obtenidos a partir de vainas,
representan candidatos prioritarios para futuros estudios
de MICy MBC.

La mayor actividad antimicrobiana observada en los
extractos obtenidos a partir de vainas puede explicarse,
al menos en parte, por diferencias en la composicion
fitoquimica entre los o¢rganos vegetales. Diversos
estudios han demostrado que las vainas de C. spinosa
presentan un mayor contenido de taninos hidrolizables y
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compuestos fendlicos, como galotaninos y derivados del
acido galico, en comparacion con otros organos de la
planta. Estos compuestos han sido ampliamente
asociados con actividad antimicrobiana mediante
mecanismos que incluyen la alteracion de la
permeabilidad de la pared celular bacteriana y la
inactivacion de proteinas esenciales. Aunque en el
presente estudio no se realizd una caracterizacion
fitoquimica cuantitativa del extracto, los resultados
obtenidos son coherentes con la literatura disponible y
sugieren que los taninos podrian desempefiar un papel
central en la actividad antimicrobiana observada.

En el contexto clinico ortododncico, los hallazgos de este
estudio adquieren particular importancia, dado que la
presencia de S. aureus, S. mutans y E. faecalis en la
cavidad oral ha sido ampliamente documentada en
pacientes portadores de aparatologia fija, asociandose a
un mayor riesgo de caries y enfermedad
gingivoperiodontal’®1°339_ En este sentido, los extractos
etandlicos de C. spinosa, especialmente los obtenidos a
partir de vainas y a concentraciones elevadas, podrian
representar una alternativa prometedora para el
desarrollo de formulaciones antisépticas
complementarias, orientadas a la prevenciony control de
biofilms en ortodoncia.

Desde una perspectiva farmacologica, es importante
considerar que las concentraciones efectivas observadas
eneste estudio son relativamente elevadas, lo que podria
limitar su aplicacion clinica directa. En este sentido,
futuras  investigaciones deberian  orientarse  al
aislamiento y purificacion de los compuestos mas activos
o al desarrollo de formulaciones que potencien su efecto
antimicrobiano. Asimismo, aunque C. spinosa ha sido
utilizada tradicionalmente con fines medicinales, se ha
reportado que altas concentraciones de taninos pueden
generar efectos irritantes, por lo que la evaluacion de la
sequridad y citotoxicidad resulta indispensable antes de
considerar aplicaciones clinicas.

No obstante, este estudio presenta algunas limitaciones.
Al tratarse de un modelo in vitro, los resultados no
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pueden extrapolarse directamente al entorno clinico,
donde factores comolasaliva, la dinamica del biofilm yla
interaccion con tejidos orales pueden modificar la
actividad antimicrobiana. Asimismo, no se realizd la
caracterizacion fitoquimica cuantitativa de los extractos,
lo que limita la identificacidn precisa de los compuestos
responsables de la actividad observada. Futuros estudios
deberian incorporar analisis quimicos detallados,
modelos de biofilm multi especiesy evaluaciones in vivo
para confirmar el potencial terapéutico de C. spinosa en
el ambito odontoldgico.

CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de C. spinosa presentaron
actividad  antimicrobiana in  vitro  frente a
microorganismos relevantes asociados a la biopelicula
oral en pacientes con aparatologia ortoddncica. La
actividad observada estuvo condicionada principalmente
por la cepa bacteriana evaluada, la concentracion del
extracto y el 6rgano vegetal empleado, lo que evidencia
un  comportamiento  antimicrobiano  diferencial
dependiente de estos factores.

Los resultados obtenidos respaldan el potencial de C.
spinosa como fuente de compuestos bioactivos con
actividad antimicrobiana, particularmente a partir de
extractos obtenidos de vainas y a concentraciones
elevadas. Asimismo, la ausencia de diferencias
relevantes entre los métodos de extraccion evaluados
sugiere que ambos procedimientos constituyen
alternativas viables para la obtencion de extractos con
actividad antimicrobiana.

En conjunto, estos hallazgos aportan evidencia
preliminar que sustenta el interés farmacoldgico de C.
spinosa y justifican la realizacion de estudios posteriores
orientados a la caracterizacion fitoquimica, la
determinacion de concentraciones minimas inhibitorias
y la evaluacion de su sequridad, con miras a su posible
aplicacion en el control del biofilm asociado a la
aparatologia ortodoncica.
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