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RESUMEN

Introduccion: Las propiedades antibacterianas de Plantago major frente a
microorganismos orales no se ha estudiado ampliamente.

Objetivo: Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de Plantago major y determinar su actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans.

Métodos: Se prepararon concentraciones del 25 %, 50 %, 75 % y 100 % de
extracto etandlico (EE) de Plantago major. Se cargaron seis discos de papel con
10 pL, 15 pL, 20 pL y 25 pL de cada concentracion, haciendo un total de 96
discos. Los discos fueron colocados en placas Petri con agar cerebro-corazoén
inoculadas con Streptococcus mutans, se empleoé clorhexidina al 0,12 % como
control positivo. Se calcularon seis repeticiones para cada concentracion. Las
placas fueron incubadas a 37 °C por 48 horas. La medicién de los halos de
inhibicién se realizd con un compas digital. El analisis estadistico se realizd
mediante la prueba ANOVA de un factor seguido por la prueba post hoc de
Tukey.

Resultados: El analisis quimico del extracto etandlico de Plantago major
identifico la presencia de terpenos, diterpenos, saponinas, terpenoidales y
aceites esenciales. Las concentraciones del 25 % y 50 % no mostraron efecto
antibacteriano, los volimenes mayores de 20 pL de la concentracion del 75 % y
todas los del 100 % fueron efectivos para inhibir el crecimiento de Streptococcus
mutans con halos de inhibicion de 8,36 mm a 14,64 mm. La clorhexidina al 0,12
% inhibio el crecimiento de Streptococcus mutans con halos de inhibicion de
17,77 mm en promedio, presentando diferencias significativas con todas las
concentraciones del extracto etanodlico de Plantago major (P < 0,05).
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Conclusiones: El extracto etandlico de Plantago major presentd derivados de
los terpenos y saponinas, y mostré actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans en voliumenes y concentraciones mayores a 20 uL/75 %.
Palabras claves: agentes antibacterianos; Plantago major; Streptococcus
mutans.

ABSTRACT

Introduction: The antibacterial properties of Plantago major against oral
microorganisms have not been widely studied.

Objective: Identify the secondary metabolites present in an ethanolic extract
of Plantago major and determine their antibacterial activity against
Streptococcus mutans.

Methods: The Plantago major ethanolic extract (EE) was prepared at
concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%. Six paper discs were loaded with 10
ML, 15 pl, 20 pl and 25 pl of each concentration, for a total 96 discs, which were
then placed on Petri plates with brain heart agar inoculated with Streptococcus
mutans. The positive control was 0.12% chlorhexidine. Six replicates were
estimated for each concentration. The plates were incubated at 37°C for 48
hours. Inhibition haloes were measured with a digital caliper. Statistical
analysis was based on one-factor ANOVA testing followed by Tukey's post hoc
test.

Results: Chemical analysis of the Plantago major ethanolic extract identified
the presence of terpenes, diterpenes, saponins, terpenoids and essential oils.
The 25% and 50% concentrations did not display an antibacterial effect, whereas
volumes above 20 pl of the 75% concentration and all 100% volumes were
effective to inhibit Streptococcus mutans growth with inhibition haloes of 8.36
mm to 14.64 mm. 0.12% chlorhexidine inhibited Streptococcus mutans with
inhibition haloes of 17.77 mm on average, presenting significant differences
with all the concentrations of the Plantago major ethanolic extract (p < 0.05).
Conclusions: The Plantago major ethanolic extract was found to contain
terpene and saponin derivatives, and displayed antibacterial activity against
Streptococcus mutans at volumes and concentrations above 20 pl / 75 %.

Key words: antibacterial agents, Plantago major, Streptococcus mutans.
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Introduccién
Plantago major es una planta que se distribuye ampliamente en América, Asia
y Africa. Es conocido popularmente como “llantén”.® Plantago major se
utiliza ampliamente como remedio natural ya que posee propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, antihemorragicas, astringentes vy
cicatrizante debido a sus componentes quimicos.(* 2 3)
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Sus propiedades son resultado de la interaccion de las distintas sustancias que
pueden ser aisladas de las diversas partes de la planta como hojas, tallos y
semillas. Se ha observado la presencia de flavonoides, alcaloides, terpenoides,
derivados del acido caféico, glucosidos iridoides, acidos grasos, polisacaridos,
vitamina C y caratenoideos.? ¥ Pesantes-Sangay et al.® identificaron la
presencia de componentes fendlicos, flavonoides, triterpenos, esteroides,
antocianidina, cumarinas, saponinas, alcaloides y taninos en un extracto
etandlico de Plantago major. Mazzutti et al.® identificaron como los
principales constituyentes del extracto de Plantago major: acido n-
hexadecandico (38,47 %), acido 9,12-octadecadiendico (17,20 %) y a-sitosterol
(40,18 %), por el método de extraccion de fluidos supercriticos.

En el Peru existe una gran diversidad de plantas medicinales, incluida Plantago
major, que crece de manera silvestre en gran parte de la geografia del pais.
Adicionalmente se sabe que los constituyentes quimicos de las plantas y en
consecuencia sus propiedades farmacologicas pueden ser afectadas por diversos
factores como las condiciones geograficas, ambientales, de cosecha vy
procesamiento de las plantas,”) asi mismo es interesante analizar los
constituyentes de estas plantas y compararlas con las procedentes de otras
regiones geograficas.

Uno de los principios activos mas importantes de Plantago major es la
aucubigenina, que es un derivado del grupo de glucdsidos iridoides, que posee
actividad antibacteriana por un mecanismo que permite desnaturalizar las
proteinas de superficie de ciertos microorganismos, principalmente los gram-
positivos.®

Koohsari et al.® evaluaron el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Plantago major sobre especies como Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Shigella dysentery, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y
Enterococcus faecalis, demostrando que el extracto etanodlico fue efectivo en
una concentracion de 62,5 mg/mL frente a S. aureus 'y S. epidermidis; mientras
que el resto de especies fueron resistentes.

En la cavidad oral se han reportando mas de 700 especies microbianas, que
frente a la pérdida de equilibrio homeostatico pueden desarrollar multiples
enfermedades de orden estomatognatico. Asi, el uso de extracto etanolico de
Plantago major al 75 % y 100 % ha demostrado ser efectivo para inhibir el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis con halos de inhibicion de 5,2 mm vy
6,2 mm, respectivamente, aunque el efecto fue menor que el registrado para
clorhexidina al 0,12 % + 0,05 % de cloruro de cetil-piridinio (14,9 mm).®

Por otro lado, Streptococcus mutans es el principal agente bacteriano asociado
a la formacion de caries dental, Streptococcus mutans es un microrganismo
gram positivo y anaerobio facultativo que tiene el potencial de sintetizar acido
lactico a partir del azlcar, generando un decenso del pH a niveles criticos
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menores de 5,5 que promueve la desmineralizar del esmalte.('9) La caries dental
afectan cerca del 80 % de la poblacion mundial,"" por lo que los esfuerzos para
su prevencion y control son importantes. Chen et al.("? recomiendan que el uso
de plantas naturales puede ayudar al desarrollo de nuevos productos efectivos
y seguros como estrategias para el control de la caries dental. Al respecto
experiencias previas han demostrado que el extracto hidroalcohdlico de
Plantago major con una concentracion de 50 pg/mL generd halos de inhibicion
de 8,8 mm, que fue moderadamente efectivo frente a Streptococcus mutans,
estos valores fueron menores que los registrados para clorhexidina al 0,12 % (22
mm), ademas, identificaron la presencia de flavonoides, fenoles y quinonas, a
las que se le puede atribuir el efecto antibacteriano.(?

Con base en las experiencias previas y considerando que las propiedades
antibacterianas de los derivados de las plantas se deben a sus principales
constituyentes y estos pueden variar en funcidn de su procedencia, el objetivo
del estudio fue identificar los metabolitos secundarios presentes del extracto
etandlico de Plantago major proveniente de la region sur del Peru y determinar
su actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Métodos

Se diseno6 un estudio experimental in vitro, transversal, analitico y prospectivo.
La investigacion fue inscrita y aprobada por la Unidad de Investigacion de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada de Tacna con el
numero de registro 4772. El calculo de las repeticiones del ensayo
microbiologico fue realizado con el programa libre EPIDAT version 4.2,
comparando las medias de un estudio previo,' con un nivel de confianza del
95 % y una potencia del 80 %, estableciendo seis repeticiones para cada
concentracion y para cada volumen del extracto etandlico de Plantago major,
para lo que se emplearon un total de 96 discos de papel Whatman No. 3.
Adicionalmente se emplearon seis repeticiones para la clorhexidina al 0,12 % y
seis repeticiones para el agua destilada como controles positivo y negativo
respectivamente.

Recoleccion de la planta

Se obtuvieron 2 kg de llantén durante el mes de marzo del 2020, en el Mercado
Mayorista Grau de la ciudad de Tacna, Peru. Una muestra completa de la planta
fue remitida al Departamento de Botanica de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, bajo el
registro No. 2011. La muestra fue identificada como Plantago major. Se
seleccionaron las hojas de las plantas, removiendo los tallos u otros elementos.
Las plantas fueron transportadas al laboratorio de microbiologia de la
Universidad Privada de Tacna y fueron colocadas sobre una rejilla para ser
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secadas en una estufa a 35 °C durante tres dias. Posteriormente las hojas fueron
pulverizadas y el producto se almaceno en un recipiente estéril.

Preparacion del extracto etanélico

Para obtener el extracto etanolico de Plantago major se utilizd 100 g de hojas
secas, pulverizadas y tamizadas colocadas en un frasco de vidrio. Se agregaron
350 mL de alcohol al 70°. El frasco fue cubierto con papel aluminio y
almacenado a temperatura ambiente. La mezcla se dejo reposar por 15 dias,
agitandolo dos veces por dia durante 15 min. El macerado fue filtrado por medio
de papel filtro Whatman No. 42 y No. 1. Se reservaron 5 mL del extracto
etandlico en un vial de vidrio para la identificacion quimica de sus
componentes; el resto del extracto fue desecado en una estufa a 60 °C por tres
dias para obtener el extracto en seco.

Preparacion de las concentraciones del extracto etanélico

Se obtuvieron 4,2 g de extracto etandlico seco que fue reconstituido en 30 mL
de alcohol al 70 %, obteniendo un extracto madre (extracto etanodlico de
Plantago major al 100 %). Una vez obtenida la concentracion se procedio a
dividir la mezcla en cuatro frascos ambar con cantidades de 2,5 mL, 5 mL,
7,5 mLy 10 mL. A los tres primeros frascos se le agreg6 7,5 mL, 5mLy 2,5mL
de agua destilada, respectivamente. Obteniendo concentraciones al 25 %, 50 %,
75 %y 100 %. Los extractos etanolicos de Plantago major fueron almacenados
a 4 °C hasta su uso.

Caracterizacion quimica del extracto etanélico

La determinacion de metabolitos secundarios del extracto etanolico de
Plantago major se realiz6 segin la metodologia de cromatografia en capa fina
(CCF), empleando acetato de metanol-agua como fase movil (4:0,5: 0,40) y
como revelador: vainilla (1 %) y acido sulfurico (5 %) bajo condiciones de
temperatura a 100 °C. Finalmente, la cromatoplaca fue revelada bajo una
lampara de luz ultravioleta a 365 nm. La cromatografia en capa fina se realiz6
en el laboratorio de ensayo y control de calidad de la Universidad Catélica de
Santa Maria.

Prueba de sensibilidad antibacteriana

Para analizar el efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto
etandlico de Plantago major, se empleo el método de difusion de disco en agar.
Se reactivo una cepa liofilizada de Streptococcus mutans (ATCC 25175) en
placas Petri con agar cerebro-corazon (BHA) e incubada a 37 °C por 48 h bajo
condiciones de microaerofilia en una jarra de anaerobiosis y un sistema GasPack
TM EZ Campy Container System. Posteriormente, se transfirieron cinco colonias
con un asa bacterioldgica y fueron colocadas en un tubo conteniendo 8 mL de
caldo cerebro-corazéon (BHI) e incubadas por 7 horas hasta alcanzar su
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crecimiento logaritmico. Se ajust6é el medio a una escala 0,5 de McFarland, la
absorvancia se midié a una longitud de onda de 625 nm que equivale a una
concentracion de 108 UFC/mL. Se sembraron las placas Petri con la técnica de
hisopado.

Para la prueba de difusion de disco se emplearon discos de papel Whatman No.
3 de 5 mm de diametro. Se embebieron seis discos de papel con cada
concentracion de los extractos en los siguientes volumenes: 10 pL, 15 pL, 20 pL
y 25 pL. se empled agua destilada como control negativo y clorhexidina al
0,12 % como control positivo. Las placas Petri fueron incubadas a 37 °C por
48 horas. La formacion de halos de inhibicion de crecimiento bacteriano se
midion tres veces por el mismo observador con un compas Vernier digital
(Ubermann®©, Chile) para controlar la reproducibilidad de las mediciones, el
promedio de las tres medidas se empleo para el analisis de los datos.

Analisis de los datos

Los datos fueron analizados con el programa SPSS en su version 23.0 para
Windows. Los datos descriptivos se muestran como media y desviacion
estandar. Para comprobar la distribucion de los datos y el supuesto de
homogeneidad de varianzas se realizé la prueba de Shapiro wilk y prueba de
Levene, respectivamente. Con la comprobacion de la distribucion normal de los
datos y la homogeneidad de las varianzas, se decidié emplear la prueba de
analisis de la varianza de un factor (ANOVA) para la comparacion de las medias.
Para realizar las comparaciones de los halos de inhibicion entre todos los grupos
se eligio la prueba post hoc de Tukey. Se adoptd un nivel de significancia
estadistica del 5 %.

Resultados

La caracterizacion quimica del extracto etandlico de Plantago major por
cromatografia en capa fina revelé la presencia de metabolitos secundarios
como terpenos, di-terpenos, saponinas, terpenoidales y aceites esenciales (Fig.

1).
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Fase movil Acetato de etilo
Metanol agua (4:0,5: 0,40

Revelador Yainilla (1%)
Acido sulfurico (5%)

Temperatura | 100 °C

Metabolitos | Terpenos
Di-terpenos
Saponinas
Terpenoidales

. ™ Aceites esenciales

Fig. 1. Determinacion de metabolitos secundarios por cromatografia en capa fina
(cromatoplaca).

En la tabla 1 se muestra el efecto antibacteriano de las diversas voliUmenes y
concentraciones del extracto etandlico de Plantago major frente a
Streptococcus mutans. Los resultados mostraron que los voliumenes mayores de
20 pL y una concentracion del 75 % poseen efecto antibacteriano, al
compararlos con volumenes y concentraciones menores (p < 0,05). Cuando se
aplico la prueba post hoc de Tukey para las comparaciones entre los grupos no
se observaron diferencias significativas entre los volimenes de 20 uL/100 % y
25 uL/25 % (p = 0,991), 20 pL/100 % y 25 pL/50 % (p = 0,349), 25 pyL/50 % y 25
ML/75 % (p = 0,754). En todos los casos estos valores fueron significativamente
menores que los registrados para CHX al 0,12 % (p < 0,05) (Tabla 2) (Fig. 2).

Tabla 1. Halos de inhibicion (mm) generados por los distintos volimenes y
concentraciones del extracto etanolico de Plantago major y controles frente a
Streptococcus mutans (Prueba ANOVA)

Volumen/concentracion | N | Media | Desviacion Error Intervalo de | Valor
extracto etanélico y estandar | estandar | confianza 95 % P
controles
Limite Limite
inferior | superior
10 pL (25 %) 6 - - - - - 0,000
10 pL (50 %) 6
10 pL (75 %) 6
10 pL (100 %) 6
15 pL (25 %) 6
15 pL (50 %) 6
7
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15 L (75 %) 6
15 pL (100 %) 6
20 pL (25 %) 6
20 uL (50 %) 6
20 uL (75 %) 6 | 8,361 0,282 0,115 8,065 | 8,657
20 L (100 %) 6 | 12,046 | 0,460 0,188 | 11,563 | 12,530
25 pL (25 %) 6 | 11,626 | 1,171 0,478 | 10,397 | 12,856
25 uL (50 %) 6 | 12,841 | 1,200 0,490 | 11,581 | 14,101
25 pL (75 %) 6 | 13,470 | 0,149 0,609 | 13,313 | 13,626
25 L (100 %) 6 | 14,645 | 1,068 0,436 | 13,524 | 15,765
CHX (0,12 %) 6 | 17,776 | 0,4152 0,169 | 17,340 | 18,212
H.0 6

Tabla 2. Comparaciones multiples entre los grupos (volumen/concentracion) que
demostraron actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans (prueba post
hoc de Tukey)

Grupos 20 pL 20 pL 25puL | 25puL | 25pL 25 L CHX
Volumen/concentracion (73%) | (100%) | (25%) | (30%) | (73%) | (100%) ((1/:); 2
20 pL (75 %) - 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000
20 pL (100 %) 0,000 - 0,991 0,349 | 0,000 0,000 0,000
25 pL (25 %) 0,000 0,991 - 0,000 | 0,000 0,000 0,000
25 pL (50 %) 0,000 0,349 0,006 - 0,754 0,000 0,000
25 pL (75 %) 0,000 0,000 0,000 | 0,754 - 0,000 0,000
25 pL (100 %) 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 - 0,000
15 pL (CHX 0,12 %) 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000
8
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Fig. 2. Grafico de cajas y bigotes de los volumenes y concentraciones efectivos del
extracto etanolico de Plantago major frente a Streptococcus mutans. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los grupos.

Discusion
Plantago major es una planta medicinal que pertenece a la familia
Plantaginaceae y es reconocida por sus propiedades antiinflamatorias,
cicatrizantes y antibacterianas.!" Estas propiedades son atribuidas a sus

componentes quimicos; principalmente los flavonoides, terpenoides vy
glucosidos iridoides. ®

En el estudio, el analisis de CCP del extracto etandlico de Plantago major reveld
la presencia de terpenos, diterpenos, saponinas, terpenoidales y aceites
esenciales. El método de la CCP permitid una valoracion cualitativa de los
principales constituyentes de esta planta; sin embargo, es necesario realizar
ensayos mas completos como la cromatografia de gases acoplada a
espectroscopia de masas o técnicas de fraccionamiento para determinar de

9

(D) ev-ne___| Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




‘%’?ecimm

2’?:‘ EDITORIAL CIEMEIAS MEGICAS Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2021;40(4):e1173

manera cuantitativa el porcentaje de los principales compuestos quimicos. Los
metabolitos secundarios encontrados en el presente estudio son similares a los
reportados por otros estudios,? 4 3 aunque no fue posible su cuantificacion.

En cuanto a la actividad antibacteriana, los resultados mostraron que los
voliumenes mayores a 20 L del extracto etanolico de Plantago major en todas
las concentraciones presentaron un importante efecto sobre la inhibicion de
crecimiento de Streptococcus mutans, aunque menores que los datos
registrados para clorhexidina al 0,12 %. Los halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano variaron desde 8 mm hasta 14 mm, mientras que para la clorhexidina
se reporto halos de inhibicion de 17 mm en promedio. Los resultados del estudio
fueron mayores a los registrados en estudios previos; asi Alvarado y Moromi('3)
encontraron halos de inhibicién de 7,6 mm y 8,8 mm para las concentraciones
de 25 pyL/mL y 50 pyL/mL de un extracto hidroalcohdlico de Plantago major
frente a Streptococcus mutans, estos resultados fueron significativamente
menores que los registrados para la clorhexidina (22 mm). Valverde!'¥ encontro
que el extracto hidroalcohédlico de Plantago major al 100 % generd halos de
inhibicién de 5,4 mm, significativamente menores a los registrados para la
clorhexidina (18 mm). Las diferencias entre los resultados de los estudios
previos y los encontrados en el estudio pueden deberse a las distintas
propiedades de los principios activos de las plantas, ya que se sabe que el origen
geografico de las muestras puede influenciar en sus propiedades
antibacterianas, al respecto, en el caso del estudio de Alvarado y Moromi la
muestra de Plantago major fue recolectada de una provincia de Lima y se pudo
identificar la presencia de flavonoides, fenoles y quinonas, a diferencias de los
hallazgos en el este estudio donde principalmente se identificaron terpenos
como metabolitos secundarios. Mientras que en el estudio de Valverde no se
identificaron con compuestos del extracto de Plantago major.

La actividad antibacteriana de los derivados de Plantago major son
mayoritariamente atribuidos a la aucubigenina, un derivado del grupo de
glucdsidos iridoides presente en las hojas de la planta,® el mecanismo de
accion sobre las bacterias de este constituyente esta asociado con el
incremento de la permeabilidad de la membrana de la pared celular bacteriana,
este efecto se ve potenciado por la presencia de componentes lipofilicos como
las saponinas identificadas en la muestra estudiada, que contienen agliconas
esteroides o triterpenoides con de potencial de incrementar la permeabilidad
de la membrana sin destruirla.("®

Por otro lado, los flavonoides y los terpenoides también poseen actividad
antibacteriana, asociado a la pérdida de la integridad de la membrana celular
y de la funcion de la célula bacteriana,('®) especialmente sobre bacterias gram
positivas. Sharifa et al.('” verificaron el efecto de extractos metandlicos y
etandlicos a base de Plantago major sobre especies gram positivas como
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis y una gram negativa como Escherichia
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coli, demostrando que en las bacterias gram positivas se producia un colapso
de la membrana celular, mientras que en la gram negativa ocurria la formacion
de indentaciones sobre su pared celular. Al respecto no existen estudios de
microscopia electronica que valoren el efecto del extracto etandlico de
Plantago major sobre las estructuras de Streptococcus mutans, pero al tratarse
de una bacteria gram positiva los mecanismos de accion reportados para otras
especies pueden tener un comportamiento similar sobre esta bacteria. Como se
menciond previamente, la cromatografia en capa fina identifico la presencia de
derivados de los terpenoides y saponinas, sin embargo, no es posible afirmar
que el efecto antibacteriano se debe a la presencia individual de estos
compuestos, es posible que se deba a un sinergismo entre ellos, ademas, se
requiere métodos mas especificos para el aislamiento y cuantificacion de los
constituyentes quimicos, esto no fue posible en el estudio.

La investigacion asumid un disefo in vitro que permitié una simplificacion en el
manejo de las variables, enfocandose en la evaluacion de la actividad
antibacteriana de distintas concentraciones y volimenes del extracto etanoélico
de Plantago major frente a una cepa estandarizada de Streptococcus mutans.
Sin embargo, a partir de este disefio es dificil extrapolar los resultados al
comportamiento que se puede observar en un modelo in vivo, por lo que es
necesario continuar con investigaciones que evallen el efecto antibacteriano
de los derivados de esta planta en modelos que empleen biofilm bacteriano
proveniente de muestras clinicas, asi como el analisis cuantitativo de los
metabolitos secundarios, su aislamiento, identificacion y valoraciéon de las
propiedades antibacterianas.

Con base en los resultados obtenidos en el estudio, se puede senalar que en el
extracto etanédlico de Plantago major se identifico la presencia de metabolitos
secundarios como terpenos, diterpenos, saponinas, terpenoidales y aceites
esenciales. Por otro lado, el extracto etandlico de Plantago major posee
actividad antibacteriana en voliumenes y concentraciones mayores a
20 yL/75 % frente a una cepa estandarizada de Streptococcus mutans.
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