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Resumen

El uso de plantas medicinales es una practica comun en México, se usan como tratamientos primarios en
gran variedad de enfermedades o incluso como complemento de tratamientos convencionales. La
odontologia es un area en donde se han usado un sin fin de plantas medicinales, en la que los padecimientos
mas frecuentes son la periodontitis, mucositis, perimplantitis y las caries. Dichos padecimientos son causados
por una gran variedad de microrganismos entre los que se encuentran Streptococcus mutansy Enterococcus
faecalis. En afios recientes se ha reportado el aumento en la prevalencia de cepas resistentes al efecto de
los antibiéticos por lo que en el presente trabajo se enfocé en el uso de extractos botanicos como una
alternativa de tratamiento. Algunos principios activos de la planta Magnolia han sido identificados
previamente, como los lignanos magnolol y honokiol. Los extractos botanicos de la planta Magnolia vovidesii
se obtuvieron de hoja madura y joven, sarcotesta y semilla. Se utilizaron a una concentracion de 300 mg/mL
y mediante la técnica de difusién en disco, se determind la capacidad bactericida de los compuestos
bioactivos y de los extractos botanicos sobre E. faecalis y S. salivarius aisladas de pacientes con patologias
bucales.

Palabras clave: difusion en disco, honokiol, magnolia, magnolol, odontologia, plantas medicinales.

Abstract

Medicinal plant use in Mexico is common, there are used in a wide variety of diseases as primary treatment
option or as complement to conventional treatments. Medicinal plants have been also used in odontology in
which common diseases are periodontitis, mucositis, peri-implantitis and dental caries. Such diseases are
caused by several microorganisms as Streptococcus mutans and Enterococcus faecalis. In recent years has
been reported an increase in presence of drug resistant strains so the use of botanic extracts on the
microorganism viability has been investigated. Some of the main bioactive compounds in Magnolia plant are
lignans as magnolol and honokiol. The botanic extracts of Magnolia vovidesii were obtained from mature an
young leaves, sarcotesta and seeds. The extracts were used at final concentration of 300 mg/mL and trough
a diffusion disc test, the bactericidal activity of bioactive compounds and botanic extracts on E. faecalis and
S. salivarius isolated from patients with oral pathologies were determined.
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Introduccion

La flora existente en el planeta es una parte esencial para la supervivencia del ser humano, ya que aporta
tanto oxigeno, conversion del didxido de carbono, alimento, sombra y medicinas naturales. Aquella flora que
aporta esta Ultima actividad se le conoce como ‘planta medicinal’ y son muy importantes debido a que
contienen los metabolitos secundarios que ayudan en la recuperacion y prevencion de afecciones o
enfermedades que sufre el humano. Las plantas medicinales se han llegado a utilizar gracias al conocimiento
empirico que adoptaron distintas sociedades fomentando su uso tradicional, el cual se define como el
conocimiento colectivo de los pueblos indigenas sobre la relaciéon entre pueblos, habitat y naturaleza; este
conocimiento se ha desarrollado a través de muchas generaciones (1). Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), aproximadamente el 80% de la poblacién mundial depende de los medicamentos a base de
plantas para la atencién primaria de salud (2).

Las plantas medicinales son de importancia socioeconémica para las pequefias comunidades que las usan
en practicas ancestrales que aportan beneficios nutricionales y activos a la salud del hombre; su sistema y
caracteristicas que las conforman mantienen un equilibrio en la diversidad bioldgica y en los ecosistemas.

Desde la antigiiedad el uso de las plantas medicinales se ha descrito como el principal recurso terapéutico
utilizado para tratar la salud de las personas y sus familias y su uso ha sido instintivo como es el caso de los
animales. Un ejemplo de este uso instintivo es el caso reportado de un orangutdn macho de Sumatra, se
observo a este usando hojas de una liana (Fibraurea tinctoria), las cuales mastico, se las aplico en una herida
facial y cubri6 completamente la herida con hojas masticadas. Esta planta y otras especies son conocidas
por sus efectos analgésicos, antipiréticos, diuréticos y se utilizan en la medicina tradicional para tratar diversas
enfermedades, como la disenteria, la diabetes y la malaria (3).

El uso de plantas medicinales ha sido aplicado en muchas areas de la medicina, desde anticoagulantes, hasta
el alivio de dolor. Tal es su importancia a nivel de salud, cultural y socioeconémico que en México se cuenta
con 4500 registros de plantas con uso medicinal y de éstas, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
tiene documentadas 3 mil especies, lo que ubica a nuestro pais en el segundo lugar, en términos de registro
de plantas con uso medicinal (4).

Las magnolias son un claro ejemplo de planta medicinal con un amplio espectro de usos. En México existe
gran variedad de magnolias como, por ejemplo: Magnolia mexicana denominada en nahual “yolloxochitl” y
Magnolia vovidesii endémica del centro de Veracruz (5). En general las magnolias son arbéreas y pueden
alcanzar hasta 30 m de altura con 1.30 m de diametro del tronco. Presentan flores solitarias con numerosos
estambres y un ovario supero compuesto por carpelos en disposicion helicoidal, las hojas son simples y
dispuestas en espiral (Figura 1). En medicina tradicional se describe el uso de flores y corteza para tratar
afecciones cardiacas, hipertension arterial, o con actividad antiespasmddica, ademas de propiedades
antibacterianas, pues pueden aliviar las molestias digestivas de algunas infecciones baetericidas bacterianas
intestinales (6).
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Figura 1. Partes de la planta Magnolia.

Los principales constituyentes bioactivos de la corteza de la magnolia son lignanos fendlicos llamados
honokiol (3,5-dialil-4,2-dihidroxibifenilo) y magnolol (5,5-dialil-2,2-dihidroxibifenil) (Figura 2), para estos
compuestos se han reportado propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes,
neuroprotectoras, antitromboticas y antidepresivas (7,8). Se ha demostrado que estos compuestos tienen
actividad bactericida y antibiopelicula en bacterias bucales tales como S. mutans a concentraciones desde
0.25 um/mL hasta 10 um/mL (9,10), y en E. faecalis con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 32
pum/mL por parte del honokiol (11).
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Figura 2. Compuestos bioactivos de Magnolia

En México se suele utilizar como tratamiento primario el uso de plantas medicinales, la mayoria de las veces
esto solo es visto en las comunidades, ya que estas son las principales fuentes de conocimiento en esa area.
Por lo que el tratamiento de enfermedades recae en el uso de medicamentos alopaticos qué, como se ha
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reportado, el mal empleo de estos dada por el paciente o una mala prescripcion, son las principales causas
de la resistencia a los antibidticos; se produce cuando las bacterias mutan en respuesta al uso de estos
farmacos. Actualmente, la resistencia a los antibiéticos aumenta en todo el mundo a niveles peligrosos. Dia
tras dia estan apareciendo y propagandose nuevos mecanismos de resistencia que ponen en peligro la
capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes. Un creciente numero de infecciones, como la
neumonia, la tuberculosis, la septicemia, la gonorrea o las enfermedades gastrointestinales, son cada vez
mas dificiles de tratar, a medida que los antibiéticos van perdiendo eficacia (12).

El area de interés especifica de este proyecto de investigacion radica en su potencial en el ambito de la
odontologia. El microbioma bucal comprende microorganismos comensales, simbiéticos y patdégenos. Dentro
de los microorganismos comensales se encuentra S. salivarius, siendo uno de los primeros colonizadores
de la cavidad oral (13). Aunque estos microorganismos residen en la cavidad oral, su proliferacion, sumada
a un sistema inmunoldgico debilitado, favorece el desarrollo de infecciones sistémicas (14, 15). Por otro lado,
la microbiota bucal puede ser la causante de infecciones como las caries, también puede contribuir al
desarrollo de enfermedades como la gingivitis, la periodontitis, entre otras. Entre los microorganismos mas
abundantes responsables de estas enfermedades se encuentran las especies del género Streptococcus, en
particular S. mutans causante de caries dental, bacteriemia y endocarditis. En segundo lugar, se encuentra
E. faecalis, que es causante de periodontitis, asi como endocarditis y principalmente infecciones urinarias e
intraabdominales (16).

Metodologia

Obtencion del material vegetal de Magnolia vovidesii

Se recolectaron hojas maduras, jovenes y polifoliculos de M. vovidesii, en el municipio de Coyopolan,
Ixhuacan de los reyes, Veracruz, México (latitud 19°21'59”N, longitud de 97°04°05”0 y elevacién 1570 m
snm) durante agosto de 2023.

Obtencion de extractos botanicos de Magnolia vovidesii

Se extrajeron las semillas de los polifoliculos, se retir6 manualmente la sarcotesta (cubierta roja de la semilla).
Las semillas sin la sarcotesta, la sarcotesta y las hojas se colocaron independientemente en bolsas de papel
para secarlas hasta su deshidratacion total, durante 72 horas en un horno de secado a 40°C. Para la
preparacion de cada extracto se tomaron 500 gr de cada estructura vegetal afiadiendo 500 mL de solvente
(Hexano para hojas jovenes y maduras, Etanol para semillas y sarcotesta) para macerarlos, se mantuvieron
en frio a 4°C durante 72 horas. Posteriormente cada extracto se separé del material vegetal por filtracién por
gravedad, el volumen total del extracto se concentré en un rotavapor (BUCHI R-300), ajustado a 40°C, 1.8
m?3h de vacio terminal (absoluto), 5+2 dmbar de capacidad de vacio (17). Los extractos concentrados se
almacenaron en un horno de secado a 40°C con el fin de evaporar el solvente por completo. Finalmente se
calculo el rendimiento de cada uno de los extractos utilizando la ecuacion: Rendimiento (%) = (Peso del
extracto (gr)/ (Peso del material vegetal (gr)) x100. Los extractos secos de Magnolia vovidesii se llevaron
a una concentracion de 300 mg/mL utilizando DMSO 1% posteriormente se esterilizaron con filtros (Whatman)
con un poro de 0.45 ym en condiciones de esterilidad y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Figura 3. Obtencion de los extractos de Magnolia vovidesii

Cromatografia en capa fina (CCF)

Para la determinacion cualitativa de los extractos botanicos de M. vovidesii, se realizd una cromatografia en
capa fina, en donde se usaron placas de aluminio/silice (Merck) de 5 x 10cm como fase estacionaria. A 1 cm
de la base se colocaron los estandares de hoja madura y hoja joven en hexano, asi como de semilla y
sarcotesta en etanol en una concentracion de 300mg/mL, las muestras se colocaron a 1 cm de separacién
entre cada punto. La fase movil utilizada para la identificacion se preparé utilizando Metanol, Acetato de Etilo
y Tolueno (4:8:120 v/v/v) (18). Finalmente, se revelaron las placas con luz ultravioleta a 240nm y a 366nm.

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que se utilizaron en este estudio fueron aisladas de muestras de pacientes que
presentaban algunas patologias orales como mucositis, en donde se identifico la bacteria como S.salivarius,
enfermedad periodontal causada por E. faecalis. Se utilizaron a Streptococcus sanguinis ATCC 10556, E.
faecalis ATCC 29212 como controles, ya que anteriormente se reportd que los extractos M. vovidesii
inhibieron el crecimiento de estas cepas (19).

Prueba de susceptibilidad en disco

Las pruebas de susceptibilidad se ejecutaron siguiendo la metodologia del Standards Institute (CLSI) (20).
Se prepararon placas de Petri con Agar Mueller Hinton, las cuales se inocularon con una suspension
bacteriana ajustada a 0.5 de la escala de McFarland diluida 1:100 v/v en caldo Mueller Hinton de las cepas
mencionadas anteriormente. Se colocaron discos de papel filtro de 5mm de didmetro impregnados con los
entandares honokiol y magnolol a concentraciones de 4, 40 y 400ug/mL. Asi mismo se probaron los extractos
botanicos macerados en etanol y hexano a una concentracion de 300mg/mL. Como control negativo se
utilizaron discos impregnados con DMSO 1% (vehiculo), como control positivo se utilizé el farmaco comercial
clorhexidina a 1ug/mL. La actividad antimicrobiana se definio por el diametro de la zona de inhibicidon después
de 24 horas de incubacién a 37°C (19).

Resultados

Rendimiento de los extractos crudos de Magnolia vovidesii
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Los rendimientos porcentuales obtenidos, se muestran en la tabla 1. Los extractos con mayor rendimiento
fueron los obtenidos de la sarcotesta en donde se utilizé etanol al 96% como solvente, alcanzando un
rendimiento del 17.06%.

Tabla 1. Rendimiento de los extractos crudos obtenidos.

Extracto Peso del Rendimiento
extracto (gr) (%)

Hoja (joven)- 0.4501 0.9002

Hexano

Hoja 0.2920 0.5840

(madura)-

Hexano

Semilla— 2.4088 4.8176

Etanol

Sarcotesta- 8.5300 17.0600

Etanol

Cromatografia en capa fina (CCP)

Los extractos se corrieron con la fase mévil indicada en material y métodos, se revelaron las placas a una
longitud de onda de 254nm y 366 nm. En la figura 4 se observa la presencia de clorofilas (puntos rojos) y
cumarinas (puntos azules), también se observaron antraquinonas las cuales emiten una tonalidad amarilla
bajo la lampara fluorescente (21, 22).

Figura 4. Placa cromatogrdfica con A) luz blanca, B) luz ultravioleta a 254nm, C) luz ultravioleta a 366nm.

pag 6



de
la

XXI1X

pe

Universidad de Guanajuato

Prueba de susceptibilidad en disco

Resultados de la prueba de susceptibilidad en disco de los estandares honokiol y magnolol.

Al evaluar la actividad bactericida del honokiol y magnolol bajo diferentes concentraciones sobre las cepas
obtenidas de muestras de pacientes con enfermedades orales no se observé efecto inhibitorio por parte de

ambos compuestos (Tabla 2).

Tabla 2. Didmetros de inhibicion de honokiol y magnolol en S. salivarius, E. faecalis aisladas de pacientes con patologias
orales.

Diametro de la zona de inhibicién (mm)

Honokiol Magnolol
Microorganismos 4 40 400 4 40 200
ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL pg/mL ug/mL
S. salivarius - - - - - -
E. faecalis - - - - - -

- No tiene actividad inhibitoria

Resultados de la prueba de susceptibilidad en disco de los extractos botanicos obtenidos de Magnolia
vovidesii.

Los extractos botanicos hexanicos tanto de hojas maduras como de hojas jévenes de M. vovidesii presentaron
un efecto bactericida en las cepas S. sanguinis ATCC 10556. El extracto botanico etandlico de semilla
presenté un efecto bactericida en las cepas E. faecalis ATCC 19212, S. sanguinis ATCC 10556 como se
reporté anteriormente (19), y en la cepa aislada de paciente S. salivius. El extracto botanico etandlico de
sarcotesta presentd un efecto bactericida en la cepa aislada de pacientes S. salivius. El control Clorhexidina
presento un efecto bactericida en todas las cepas evaluadas y finalmente el Control DMSO no presenta efecto
bactericida en las cepas bacterianas.

Tabla 3. Diametros de inhibicion de los extractos botanicos de hoja madura, hoja joven, semilla y sarcotesta de Magnolia
vovidesii en E. faecalis (ATCC), S. sanguinis (ATCC), E. faecalis y S. salivarius aisladas de pacientes con patologias
orales.

Diametro de la zona de inhibicion (mm)

Microorganismo Extracto Extracto Extracto Extracto Clorhexidina DMSO 1%
hexanico de hexanico de etandlico de etandlico de
hojas maduras hojas jévenes semilla sarcotesta 0.12%
(300mg/ml) (300mg/ml) (300mg/ml) (300mg/ml)
E. faecalis ATCC - - 10.2 9 12 -

29212 (control)

S. sanguinis ATCC 18.4 14.6 8.9 - 11.5 -
10556 (control)

S. salivarius - - 214 10.9 14.6 -

E. faecalis - - - - 9.9 -

VOLUMEN 28

Verano de la Ciencia XXIX
ISSN 2395-9797
WWwWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

pag 7



de
la

XXI1X . .
\./ Verano de la Ciencia XXIX
e ISSN 2395-9797
oovernaea do aecmnpire. & WWwWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx
Discusion

Es relevante mencionar que la cavidad bucal posee un microambiente complejo cuya temperatura y pH varian
con la ingestion de alimentos y a lo largo del dia. El pH de la saliva disminuye significativamente en pacientes
con enfermedad periodontal. El pH de la placa dental es de 4.5 en pacientes con caries después de la
aplicacién de azucar. Por lo que, se ha probado que ambos lignanos isémeros son estables a diferentes
condiciones de temperatura y pH, por dicha razén tanto el honokiol como el magnolol pueden ser adecuados
para su uso en medicina y materiales dentales y reducir la tasa de padecimientos bucales (23). Dichos
parametros deben ser tomados en cuenta para futuros estudios, puesto que los resultados mostraron que el
magnolol y honokiol no poseen actividad bactericida contra los patégenos orales evaluados en este trabajo,
esto genera una discrepancia con lo que se reporta en la bibliografia (9, 10, 11), en los que se demuestra la
capacidad bactericida que éstos pueden llegar a tener, sin embargo, no se descarta su funcionamiento
totalmente, ya que esta actividad puede llegar a depender de la concentraciéon a la cual se prueban, el
almacenamiento y el solvente utilizado.

Ademas de evaluar la actividad bactericida del honokiol y el magnolol se opt6 por evaluar los extractos crudos
de M. vovidesii, ya que un estudio previo reporté su actividad bactericida sobre las bacterias bucales S.
mutans ATCC 25175, S. sanguinis ATCC 10556, E. faecalis ATCC 29212 (19). En este estudio se observo
que estos presentan actividad bactericida macerados en etanol. Tras probarlos contra bacterias orales; se
corroboré que el extracto hexanico de hojas maduras y el de hojas jovenes tienen efectividad sobre S.
sanguinis ATCC como lo reportado anteriormente por Gonzalez-Pérez (19); sin embargo, estos extractos no
inhibieron el crecimiento de las cepas aisladas de los pacientes con enfermedades orales. De la misma forma
se corrobor6 que el extracto etandlico de semilla inhibe a las cepas E. faecalis ATCC y S. sanguinis ATCC
como se ha demostrado anteriormente (19). Interesantemente, se observé la inhibicion del crecimiento de S.
salivarius aislado de un paciente, asi como también inhibe el crecimiento de dicho aislado el extracto etandlico
de sarcotesta.

En cuanto al rendimiento de los extractos, se obtuvieron rendimientos bajos de los extractos de hojas jovenes
y maduras, sin embargo, se observo que el extracto de hojas maduras usando hexano es menor que el de
las hojas jovenes, indicando que las hojas maduras tienen menos compuestos solubles en hexano en
comparacioén con las hojas jovenes. El extracto de semillas y de sarcotesta con etanol tienen un rendimiento
moderado. Por otro lado, cromatograficas de los extractos crudos de M. vovidesii obtenidos en este trabajo
(Figura 4 a, b, c) se observan varias marcas con distintos valores de retencion, lo cual nos indica que estos
son una mezcla de compuestos naturales, entre los cuales podrian estar presentes el honokiol y el magnolol
(24, 25), ademas de otras moléculas que les confieren actividad antimicrobiana a los extractos etandlicos de
semilla y sarcotesta. Por otro lado, no son solo usados los extractos de semilla, hoja y sarcotesta, sino que
también se ha visto que el extracto de corteza de magnolia (MBE) ya es utilizado como complemento dietético
por sus actividades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias. Recientemente, la aplicacién de MBE
en enfermedades bucales redujo eficazmente el crecimiento del microbioma bucal nocivo y redujo la
inflamacién en ratones (26). Esto indica que los extractos de M. vovidesii podrian utilizarse como ingrediente
en productos destinados a promover la salud bucal.

Conclusion

Los resultados del estudio demuestran que los extractos de M. vovidesii poseen un potencial significativo de
actividad bactericida contra diversas cepas bacterianas de relevancia en enfermedades periodontales,
incluyendo S. sanguinis, E. faecalis y S. salivarius. Estos hallazgos sugieren un avance importante en la
posible sustitucién de medicamentos convencionales. No obstante, se observé una mayor efectividad de los
extractos en cepas control a diferencia de las que fueron obtenidas de pacientes. Esto sugiere que las cepas
bacterianas aisladas de individuos con enfermedades periodontales no son completamente susceptibles a
los compuestos bactericidas de la Magnolia.

Este fendmeno podria atribuirse a la adquisicién de genes de resistencia o adaptabilidad en las bacterias
patégenas debido al uso indiscriminado y prolongado tanto de farmacos, como de compuestos vegetales, por
parte de la poblacion. En consecuencia, estos microorganismos podrian haber desarrollado mecanismos de
resistencia, lo cual subraya la necesidad de realizar investigaciones adicionales para optimizar el uso de
extractos botanicos en el tratamiento de enfermedades y para desarrollar estrategias que puedan
contrarrestar la resistencia bacteriana emergente.
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