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RESUMEN

La elevada prevalencia de la estomatitis protésica, asi como la generacion de
resistencia a los antimicéticos por parte de los microorganismos involucrados en
esta patologia comprometen la calidad y tiempo de vida util del tratamiento
protésico, asi como la salud general del paciente. Esta situacion ha generado qué
la investigacion en nuevas alternativas para el manejo y control de estas infecciones
sea mas amplia.

El presente trabajo tiene como objetivo analizar la inhibicion del crecimiento de
Candida albicans mediante el uso del aceite esencial de menta en el
polimetilmetacrilato (PMMA) in vitro.

Nuestra metodologia consistio en aislar el aceite esencial de menta mediante
hidrodestilacion. Posteriormente, se preparé una suspension estandarizada de C.
albicans con una densidad éptica de 1 a 600 nm y se cultivaron placas de agar
dextrosa Sabouraud en las que se colocaron discos de PMMA incubados durante 8
horas en 0.75%, 1% y 2% de aceite esencial y se midieron los halos de inhibicién
alrededor de los discos. Las pruebas se realizaron por triplicado en tres ocasiones
distintas. Posteriormente se realizé la observacion de las muestras de PMMA por
microscopia electrénica de barrido y el analisis de espectroscopia por dispersion de
rayos X (EDS) para observar si el aceite de menta ocasiona alguna modificacién en
la superficie y composicion elemental de PMMA.

Los resultados demuestran que las muestras de PMMA incubadas en la solucién de
aceite esencial tienen un efecto inhibidor en el crecimiento de C. albicans, mientras

que en el grupo control sin aceite esencial no hay inhibicion del microorganismo.
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Ademas, el aceite en las concentraciones que fueron utilizadas no modifica la
microestructura ni la composicion elemental de las muestras de PMMA.

Podemos concluir que el aceite esencial de menta puede ser una opcion
prometedora para controlar y prevenir el crecimiento de Candida albicans en

pacientes portadores de protesis con base de PMMA.



ABSTRACT

The high prevalence of prosthetic stomatitis, as well as the resistance to antifungal
agents of the microorganisms involved in this pathology compromise the quality of
prosthetic treatment and the general health of the patient. This situation has led to
increase the research into new alternatives for the management and control of these
infections.

The present work has the objective of analyzing the inhibition of the growth of
Candida albicans using peppermint essential oil in polymethylmethacrylate (PMMA).
Our methodology consisted of isolating peppermint essential oil by hydrodistillation.
Subsequently, a standardized suspension of C. albicans with an O.D 1 at 600 nm
was prepared and Sabouraud dextrose agar plates were cultured and PMMA discs
previously incubated for 8 hours in 0.75%, 1% and 2% essential oil were placed, and
the inhibition halos were measured. The tests were performed in triplicate on three
different occasions. Subsequently, it was performed scanning electron microscopy
(SEM) and Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) to observe if the
peppermint oil causes morphological and chemical modifications, respectively, in the
PMMA samples.

The results show that the PMMA samples incubated in the essential oil solution have
an inhibitory effect on the growth of C. albicans, while in the control group without
essential oil there is no inhibition of the microorganism.

We can conclude that peppermint essential oil has antifungal properties and that it
can be used in PMMA without modifying its structure and its chemical composition.

Further research will be relevant to propose new antimicrobial therapeutics.



INTRODUCCION

El uso de protesis dentales removibles, ya sean parciales o totales, son requeridas
por los pacientes al haber una frecuencia alta en la ausencia de 6érganos dentales.
Dichas prétesis ayudan a mejorar la salud y la calidad de vida de los pacientes
portadores; sin embargo, su uso en conjunto con una mala higiene y factores como
inmunosupresion, suelen ocasionar un desequilibrio en el ecosistema bucal que

provoca la infeccion micotica conocida como estomatitis protésica [1].

La estomatitis protésica es un desorden bastante comun que afecta directamente a
pacientes portadores de estas prétesis. Se caracteriza por provocar inflamacion y
eritema de la mucosa bucal en las zonas cubiertas por la dentadura. Se estima, que
afecta entre el 15% al 70% de los pacientes portadores de prétesis [2]. Es una de
las condiciones mas frecuentes en odontologia protésica y suele ser asintomatica;
solamente en una minoria de los casos, la estomatitis protésica puede provocar
experiencias de dolor, comezodn, o alguna sensacion de quemazoén y este desorden

es primeramente diagnosticado durante la examinacion clinica [3].

Candida albicans, es un hongo oportunista residente de la cavidad bucal y es el
principal microorganismo asociado al desarrollo y mantenimiento de la estomatitis
protésica. Dicho microorganismo puede desarrollarse en forma de levaduras
unicelulares, pseudohifas e hifas [4], cuyo cambio de forma de levadura a forma de
hifa se asocia con la patogenicidad durante infecciones superficiales a sistémicas

5, 6].



Los tratamientos mas comunes para la infeccién por Candida spp en la cavidad
bucal incluyen: una correcta higiene oral y antimicrobianos topicos, y el tratamiento

con antimicoticos sistémicos (nistatina, anfotericina B, miconazol y clotrimazol) [7].

A pesar del buen prondstico del tratamiento de la candidiasis bucal con antimicoticos
toépicos y sistémicos, en la actualidad, el uso incorrecto e indiscriminado de
medicamentos antimicoticos sintéticos y semisintéticos ha propiciado la formacion
de cepas resistentes a dichos medicamentos, lo cual ha llevado a la investigacion
en el uso de productos naturales, como lo son los aceites esenciales de plantas,
como herramientas antimicrobianas utiles contra virus, bacterias, hongos y

parasitos [8].



ANTECEDENTES

1.1 Candidiasis oral

Candida albicans forma parte de la microbiota humana, suele colonizar diferentes
partes del cuerpo, como el tracto gastrointestinal, el tracto del aparato reproductor
de la mujer, la cavidad oral y la piel. Forma parte de los microorganismos benignos
dentro de la microbiota oral, sin embargo, cuando el equilibrio entre los
componentes de esta se ve alterado puede causar infecciones localizadas e
inclusive llegar a causar infecciones diseminadas potencialmente malignas en

individuos con un sistema inmune comprometido [9, 10].

La candidiasis es la infeccion micotica oportunista mas comun en el ser humano. C.
albicans es la especie de mayor prevalencia dentro de todas las especies que se
encuentran implicados en la infeccion; en pacientes inmunocomprometidos se
observa un incremento en el crecimiento de esta levadura en el tracto
gastrointestinal, urinario y respiratorio, mientras que en individuos sanos se ha

relacionado con infecciones nosocomiales [11].

Los principales factores que pueden predisponer al paciente para que desarrolle
candidiasis oral son la xerostomia, inmunosupresion (infeccion por VIH, tratamiento
de quimio o radioterapia y trastornos inmunoldgicos), malnutricion y enfermedades
sistémicas como la diabetes mellitus. Las variaciones clinicas de la candidiasis oral
incluyen a la candidiasis pseudomembranosa candidiasis eritematosa, queilitis
angular, glositis romboidea media, estomatitis protésica, cronica multifactorial y

mucocutanea [12, 13, 14].



1.2 Estomatitis protésica

Es la infeccién micotica que afecta directamente a pacientes portadores de prétesis
dental removible parcial y/o total. Se caracteriza por una inflamacion y eritema de la
mucosa bucal en las zonas cubiertas por la prétesis y afecta entre el 15% al 70%
de los pacientes portadores [15]. La etiologia de la estomatitis protésica es compleja
y multifactorial, algunos factores pueden ser locales o sistémicos, relacionados
directamente con el paciente y algunos otros con lo capacidad de adhesion vy

proliferacion de Candida albicans en el tejido epitelial.

Dentro de los factores sistémicos que se relacionan para el desarrollo de la
estomatitis protésica destacan la diabetes, las afectaciones renales, desnutricion y
la inmunosupresion; mientras que algunos de los factores locales pueden ser
trauma local, xerostomia, descenso del pH de la cavidad oral y en el caso de la
protesis, la porosidad de la superficie del acrilico, la presencia de la biopelicula, la
capacidad de adhesion de C. albicans y el uso prolongado de la protesis sin una

adecuada limpieza [16].

La mayoria de las bases para protesis dental removible estan elaboradas de
polimetilmetacrilato (PMMA). Dicho material proporciona una superficie rugosa (a
nivel microscoépico), y proporciona un area hidrofébica que en su conjunto favorecen
la formacion de la biopelicula en la protesis y subsecuentemente (si se presentan
las condiciones) se desarrolle la Estomatitis protésica [17]. Una superficie rugosa
provee una mayor area para la adhesion microbiana, ademas se ha observado que
esta misma rugosidad protege a los microorganismos durante la limpieza de la

dentadura, lo que hace que su eliminacion sea complicada incluso cuando se
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utilizan agentes antimicrobianos. Asi mismo, la alta hidrofobicidad de las superficies
de la prétesis aumenta la adhesion de Candida albicans debido a la interaccion

hidrofobica entre ésta y la resina de la dentadura [18].

La estomatitis protésica se clasifica actualmente en tres grados (clasificacién de

Newton) [47, 48]:

1. Grado I: EP localizada simple (Fig. 1).
2. Grado lI: EP difusa simple (Fig. 2).

3. Grado llI: EP granular o de hiperplasia granular (Fig. 3).

El hecho de que la etiologia de la estomatitis protésica sea multifactorial, nos
conlleva a que el tratamiento para esta condicion sea complejo; actualmente el
tratamiento que se sigue para esta patologia incluye el uso de medicamentos
topicos y antimicoticos sistémicos como nistatina, anfotericina B, miconazol y
clotrimazol, el uso de desinfectantes, radiacion con microondas, asi como una
eliminacion profunda y el control de la biopelicula presente en la dentadura y en la

mucosa oral [19].

Clasificacion clinica de Estomatitis Protésica de Newton: Fig. 1 EP grado I. Fig. 2 EP
grado Il. Fig. 3 EP grado IlI.




1.3 Polimetilmetacrilato.

El polimetilmetacrilato (PMMA) es un polimero termoplastico, el cual se obtiene
directamente de la polimerizacién del metilmetacrilato en su forma monomeérica, el

cual es un material transparente [20].

O O

n

Fig. 4 Estructura quimica del PMMA

En el afo de 1937, Walter Wright fue el precursor de la aplicacion del PMMA como
resina acrilica en el area odontoldgica, siendo este material el de primera eleccion
a considerar para la elaboracion de las diferentes protesis dentales [21]. Tiene
propiedades y caracteristicas especificas como la biocompatibilidad, es estable a
altas temperaturas y gracias a estas caracteristicas este material es utilizado para
poder realizar restauraciones provisionales, cucharillas individuales y se sigue
utilizando para la elaboracion de las bases de las dentaduras. Actualmente se sigue

estudiado su aplicacién en diferentes ramas de la odontologia [22].



1.4 Resistencia alos antimicéticos

El uso frecuente e indiscriminado de antifungicos ha llevado al desarrollo de una
resistencia en muchas especias de Candida. Esta resistencia hace referencia a un
fallo en el efecto terapéutico donde la condicidén del paciente no mejora usando un
antimicotico en una dosis estandar. El desarrollo de una resistencia antifungica es
un proceso complejo, ya que depende de muchos factores, los cuales se pueden
englobar como factores propios del paciente y factores de la microbiota [23]. El
estado inmunoldgico del huésped es un factor muy importante, ya que los farmacos
que se administran al paciente trabajan sinérgicamente para tratar y controlar una
infeccidn. Esto quiere decir que, en pacientes con una inmunodeficiencia severa, es
mas probable que el tratamiento fracase, ya que el farmaco antimicético no hace
sinergia de una respuesta inmune. Existen otros factores que pueden favorecer a la
adhesion y el establecimiento de las biopeliculas que son resistentes a la accién de
los medicamentos como los catéteres, valvulas cardiacas artificiales, protesis

dentales y otros dispositivos quirurgicos [24].
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1.5 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son metabolitos volatiles secundarios, los cuales le dan a la
planta un olor caracteristico, sabor o ambos. Estos aceites son producidos por
alrededor de 17,500 especias de plantas, sin embargo, a la fecha solo se han
comercializado cerca de 300 de estas especies [25]. Los compuestos de los cuales
estan hechos los aceites esenciales son sintetizados en el citoplasma y los
plasmidos de las células a través de las vias del acido maldnico, acido mevaloico y
metil-d-eritritol-4-fostato. Se producen y almacenan en estructuras secretoras
complejas, como glandulas, cavidades secretoras y conductos resinosos. Se suelen
presentar como gotas de liquido en las hojas, tallos, flores y frutos, en la corteza y
en las raices de las mismas plantas. A pesar de contener dos o tres componentes
principales a un 20 a 70%, los aceites esenciales son mezclas muy complejas,
principalmente de terpenos, terpenoides y fenilpropanoides. También pueden
contener muchos otros compuestos, como acidos grados, oxidos y derivados del
azufre [26]. Los aceites esenciales se obtienen generalmente como resultado de
procesos especificos como la hidrodestilacion, destilacion al vapor, destilacion seca

o el prensado mecanico en frio de las plantas [27].

Los compuestos de menor tamafio y volatiles son los monoterpenos, que estan
biosintetizados por la unidon de dos moléculas de isopreno, el cual es un
hidrocarburo volatil de 5 carbonos [49], mientras los compuestos de mayor tamafio
y menos volatiles estan biosintetizados por la union de tres, o mas, moléculas de
isopreno [28]. Los terpenos son los metabolitos secundarios que dan las

caracteristicas organolépticas (aroma y sabor) de las plantas y que constituyen la
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mayor parte del aceite esencial producido por las plantas aromaticas. Estos
componentes quimicos son excretados por los vegetales para expulsar a los
depredadores o agentes dafinos, asi como tener un efecto preventivo para evitar la

deshidratacion de las hojas y frutos [28].

El mecanismo de acciéon de los aceites esenciales contra algunos tipos de
microorganismos es muy complejo y a la fecha no se ha podido explicar por
completo. Generalmente se ha reconocido que el efecto antimicrobiano de los
aceites esenciales estéa directamente relacionado con sus caracteristicas hidrofilicas
y lipofilicas. Los terpenoides son un ejemplo de agentes solubles en lipidos que
afectan las actividades de enzimas catalizadas por la membrana de los
microorganismos. Existen algunos terpenoides especificos con grupos funcionales,
como los alcoholes, fendlicos o aldehidos, que interfieren con la membrana

integrada o proteinas enzimaticas, deteniendo la produccién o su actividad [26,27].

jia/\ H'? "?‘H Isoprene synthase HaC
oS0 pon ————— | A o
O O
DMAPP 0 ') Isoprene
HO ||=! 0 I“Tl‘ OH
OH OH

Pyrophosphate

Fig.5 Sintesis del Isopreno derivado del Pirofosfato de dimetilalilo.

12



1.6 Aceite esencial de Mentha spp

Muchas de las plantas aromaticas que actualmente son usadas en la industria de la

medicina, comida y farmacéutica son pertenecientes a la familia Lamiaceae. Dentro

de esta familia, el género Mentha incluye alrededor de 30 diferentes especies que

generalmente crecen y son cultivadas en zonas como Europa, America del Norte y

Africa. Mentha spp ha demostrado tener importantes actividades bioldgicas [26].

El aceite esencial de Mentha spp se ha utilizado como remedio popular para

enfermedades respiratorias como la bronquitis, sinusitis, tuberculosis y el resfriado

[31] sus propiedades mas citadas son antivirales, antibacterianas y antifungicas

[32].

OH

{-}-menthol

(1R.2S,5R)-menthol

0
Ao~

(-}-menthyt acetate

(1R,25,5R)-2-sopropyt-5-methyicycichexy! acetate

(+)-pulegone

(R)-5-methyl-2-(propan-2-ylidene)cyclohexan-1-one

(-)-menthone

(2S.5R)-2-isopropyl-5-methyicyciohexan-1-one

NN
T

R-carvone
(R)-2-methyl-5-(prop-1-en-2-yfjcyciohex-2-en-1-one

Piperitone oxide

3-isopropyl-6-methyl-7-oxabicycio{4.1 Ojheptan-2-one

(+)-isomenthone

(25,5 5)-2-sopropyt-5-methyicyclohexan-1-one

beta-pinene
6,6-Dimethyt-2-methylidenebicycio{3.1.1]heptane

myrcene

7-Methyl-3-methylene-1 6-octadiens

Fig. 6. Estructura quimica de los principales componentes del aceite esencial de Mentha spp.
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Se ha reportado en multiples estudios que el aceite esencial de Mentha spp afecta
la actividad enzimatica de C. albicans, inhibiendo su crecimiento [29, 33, 34] y que
su vaporizacion en el medio también tiene un efecto antimicético [33]. De igual forma
se ha informado que el aceite esencial de Mentha spp puede tener un efecto
sinérgico con otros farmacos o aceites esenciales, por ejemplo, el aceite esencial

de Pongamia pinnata o con los azoles, como el Fluconazol y Ketokonazol [35, 36].

Tomando en conjunto todos estos antecedentes, se hace notar la importancia de
Candida albicans en el desarrollo de micosis en pacientes portadores de protesis
removible. Por lo tanto, es de interés la investigacion de aceites esenciales de
plantas que han demostrado accidén antimicrobiana y que pudieran ser empleados
para desarrollar terapéuticas encaminadas a la prevencion de la colonizacion del

PMMA, asi como para el control de microorganismos de interés odontolégico.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de protesis dentales removibles totales o parciales es indispensable para
mejorar la salud y calidad de vida de los pacientes portadores. Sin embargo, los
defectos en el polimetiimetacrilato, aunado a una mala higiene del individuo vy
condiciones sistémicas, da origen a la infeccion micotica por Candida albicans. Esto

compromete la calidad del tratamiento protésico y salud bucal del paciente

3 JUSTIFICACION

Actualmente, existe evidencia de que el aceite esencial de Mentha spp ejerce
actividades bioldgicas notables contra Candida albicans. Por lo que a investigacion
de dicho aceite aplicado al PMMA puede derivar en tratamientos que ayuden a

prevenir y/o controlar la estomatitis protésica.

4 HIPOTESIS

El tratamiento del polimetiimetacrilato con diferentes concentraciones de aceite

esencial de menta inhibe el crecimiento de Candida albicans in vitro.

15



5 OBJETIVOS

Determinar si el aceite esencial de menta en discos de polimetilmetacrilato inhibe el

crecimiento de Candida albicans in vitro.

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Realizar la extraccion del aceite esencial de menta por hidrodestilacion.

2. Realizar pruebas de inhibicién del crecimiento de Candida albicans mediante
la aplicacion al PMMA de aceite esencial de menta al 0.75%, 1% y 2%
durante 24 y 48 horas.

3. Analizar los resultados de inhibicion mediante halos de inhibicion.

4. Determinar mediante microscopia electréonica de barrido si se presentan
cambios en la superficie del polimetilmetacrilato después de utilizar el aceite
esencial de menta al 1% y 2%.

5. Determinar mediante analisis elemental por energia dispersiva de rayos X si
el aceite esencial de menta modifica la composicion elemental de las

muestras de PMMA.
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7 METODOLOGIA

7.1 Preparacién de muestras de PMMA

Se formaron patrones en cera de forma circular de 10 mm de diametro y 0.5 mm de
grosor. Posteriormente se colocaron en una contra mufla de policarbonato con yeso
tipo lll y se sumergieron parcialmente en el yeso dejando la parte superior del disco
descubierta. Una vez fraguado el yeso, se colocé una cubierta de silicona por
condensacion sobre los patrones de cera. Al polimerizar la silicona se cierra la
mufla, se colocan los tornillos de mantencion y se rellena la contra mufla con yeso.
Después de tres horas, se retiran los patrones de cera, se limpia perfectamente vy
se coloca una capa de separador sobre todas las huellas de los patrones y la
superficie de yeso. En seguida se preparo el acrilico en una proporcion de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (OPTI-CRYL®, Lot TR 490521, Colombia);
donde se agregan dos partes de polimero termopolimerizable y una parte de
monomero termopolimerizable (si es que la preparacion se realiza por peso), si la
preparacion se realiza por volumen, se agregan tres partes de polimero
termopolimerizable y una parte de monémero termopolimerizable. La preparacion
de la mezcla debe ser en un recipiente adecuado (dappen, recipiente de vidrio,
porcelana o silicona), posteriormente se vierte el polimero dosificado sobre el
monoémero en las proporciones indicadas, se mezcla en forma de cruz
continuamente durante 30 segundos aproximadamente (para evitar la generacion
de aire y para asegurar que las particulas de polimero se incorporen completamente
con el monémero). Posteriormente se tapa el recipiente para evitar la inclusion de

aire hasta que la mezcla se encuentre en la etapa plastica (cuando la mezcla no se
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adhiera a la espatula o a las paredes del recipiente). Una vez que tiene la
consistencia necesaria se coloca en la mufla en los espacios que dejaron los
patrones de cera, se coloca la contra mufla y se coloca en una prensa a una presion
de 3 toneladas durante 30 minutos de curado de banco. Pasado este tiempo se
colocan los tornillos de sujecion y se coloca en el horno de microondas durante 4
minutos a mediana potencia para polimerizar el acrilico. Al terminar este proceso
se retira del microondas y se pone a enfriar durante 30 minutos a temperatura
ambiente, terminando este tiempo se sumerge en agua 15 minutos y se procede a

rescatar los patrones de acrilico y se recortan.

7.2 Preparacion de la suspension estandarizada de Candida albicans

Para este trabajo, se utilizd la cepa Candida albicans ATCC 40028. La cepa fue
donada por el Area de Investigacién en Virologia y Micologia del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER). Se tomé una asada de la cepa y se cultivd
en agar dextrosa Sabouraud (BD Difco, ref 238230, adicionado con 1% de Agar
bacteriolégico BD Bioxon ref 215000), la placa se mantuvo en una incubadora
microbiolégica durante 24 hrs a 37°C. Se seleccion6 una colonia aislada y se inoculo
en 80 ml de caldo dextrosa Sabourand (BD Difco, ref 238230) y se incubé durante
24 hrs a 37°C en agitacion (220 rpm). Pasado el periodo de incubacion, se colecto
la biomasa por centrifugacion a 7,500 rpm durante 12 minutos a 4 °C. Para formar
nuestra suspension de trabajo, las células se resuspendieron en medio Sabouraud
estéril hasta ajustar la suspensidn, con un espectrofotémetro (Genesys 150, Thermo

Scientific) a una densidad éptica de 1 con una longitud de onda de 600nm. La
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suspension de trabajo de Candida albicans se alicuot6 en criotubos para realizar la
siembra de placas individuales y afadio glicerol estéril en una proporcion 1:1 para
ser almacenado a una temperatura de -80°C hasta que se realizaran los

experimentos.

7.3 Extraccion del aceite esencial de menta

El método que se utilizd para la extraccion del aceite esencial fue la hidrodestilacion
(38).

Brevemente, en un matraz de Kitasato se colocaron 600 gr de biomasa (hojas
frescas de Mentha spp, lavadas previamente con agua filtrada) con 300 ml de agua
desionizada y se llevaron a ebullicion con un mechero bunsen. El aceite extraido es
arrastrado junto con el vapor de agua hacia un condensador de vidrio con serpentin
interno, refrigerado con agua a 4°C que enfria la mezcla y la dirige a una bureta de
separacidon y el agua de arrastre es separada del aceite por pipeteo. El aceite
esencial se almacena en un tubo Eppendorf de 1.5 ml en obscuridad hasta la

realizacion de las pruebas de inhibicion.

7.4 Pruebas de inhibicién del crecimiento de C. albicans por el aceite
esencial

En una placa de agar dextrosa Sabourand se sembraron 47 ul de la suspension
estandarizada de Candida albicans por medio de la técnica de sembrado por estria
cruzada. Se colocaron tres discos de acrilico (con las dimensiones antes sefialadas)

estériles, que fueron incubados previamente durante 8 horas en una solucién del
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aceite esencial al 0.75%, 1% y 2% (la dilucion se realizé con aguda doble destilada
estéril). Las placas fueron incubadas a 37°C y se tomaron fotografias a las 24 y
48hrs. Como control se utilizaron discos de acrilico incubados unicamente el agua
doble destilada estéril.

Todos los medios de cultivo, muestras de acrilico y material de laboratorio fueron
esterilizados por autoclave, mientras que las pruebas de inhibicion se realizaron en
una campana de flujo laminar (Purair® PCR Laminar Flow Workstation 36"). Las

pruebas de inhibicidn se realizaron por triplicado en tres ocasiones diferentes.

7.5 Analisis de resultados

La sensibilidad ante el aceite esencial de Mentha spp. se midi6 a través de los halos
de inhibicidon, tomando en cuenta el borde del disco al borde del halo, estas medidas

se promediaron por placa y por el tiempo de incubacién con un analisis ANOVA.

7.6 Andlisis por microscopia electronica de barrido

Se incubaron tres muestras, el grupo control se incub6 en agua destilada estéril
durante 8 horas y los grupos experimentales se incubaron durante 8 horas en una
concentracion de aceite esencial al 1% y 2% respectivamente, una vez pasadas las
8 horas se secaron por medio de vacio en una camara de secado. Se llevaron a la
Unidad de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII), donde en un microscopio
electronico de barrido (JSM-5900 LV, Scanning Electron Microscope) observamos
la superficie del polimetilmetacrilato en diferentes aumentos (x100, x300, x600,
x1000 y x2000). Se realizaron dos pruebas, una en bajo vacio donde observamos
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la superficie mediante electrones retrodispersos y la segunda en alto vacio donde
mediante electrones secundarios observamos la superficie, es esta ultima prueba

se recubrid la superficie con oro para poder tener una mejor definicion en la imagen.

7.7 Andlisis elemental por energia dispersiva de Rayos X (EDS)

Al igual que en el analisis por microscopia electronica de barrido se incubaron tres
muestras, el grupo control se incubo en agua estéril durante 8 horas y los grupos
experimentales se incubaron durante 8 horas en una concentracién de aceite
esencial al 1% y 2% respectivamente, una vez pasadas las 8 horas se secaron por
medio de vacio en una camara de secado con silica gel. En un microscopio
electronico de barrido (JSM-5900 LV, Scanning Electron Microscope) mediante el
sistema de Espectroscopia por energia dispersiva de rayos X y sin que las muestras
tengan algun recubrimiento en su superficie, se realizé6 un analisis elemental de
dicha superficie para observar cual eran los elementos presentes y el porcentaje de

cada uno.
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8 RESULTADOS

8.1 Discos de acrilico

Obtuvimos discos de acrilico de 10 mm de diametro, los cuales se recortaron y se
les removio la pelicula creada por el separador de acrilico-yeso, pero no se pulieron

para simular la superficie interna de una prétesis dental.

Fig.7 Discos de Polimetilmetacrilato de 10 mm de didmetro
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8.2 Cultivo de Candida albicans.

Placas de agar dextrosa Sabouraud sembradas con 47 pl de la suspension
estandarizada de Candida albicans con una técnica de estria cruzada, la cual se
incubo a 37 °C durante 24 y 48 horas. Una vez transcurridas las primeras 24 horas

podemos observar un crecimiento importante de las colonias de Candida albicans.

Fig. 8 Incubacion de Candida albicans durante 24 hrs.

Fig.9 Incubacién de Candida albicans durante 48 hrs.
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Polimetilmetacrilato incubado en agua destilada estéril

Una vez observada la viabilidad de la cepa de Candida albicans, se colocaron los
discos de PMMA incubados en agua destilada estéril durante 8 horas en placas de

Agar previamente cultivadas con la cepa y se incubaron durante 24 hora. Se

observo que el PMMA por si solo no tiene efecto antimicético.

Fig. 10, 11 y 12. Discos de
Polimetilmetacrilato en agua estéril
durante 8 hrs. e incubados en placas
cultivadas con C.  albicans.
Observacidn después de 24 hrs.
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A las 48 horas de incubadas las placas de Agar con la cepa de Candida albicans y

el PMMA incubado en agua estéril podemos notar que el crecimiento de la levadura

no se ve afectado por el PMMA.

Fig. 13, 14 vy 15. Discos de
Polimetilmetacrilato en agua estéril
durante 8 hrs. e incubados en placas
cultivadas con C.  albicans.
Observacion a las 48 hrs.

Fig. 15
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8.3 Pruebas de inhibiciéon de crecimiento de Candida albicans.

Efecto antimicd6tico del aceite esencial de menta a 0.75% en PMMA sobre
Candida albicans alas 24 horas.

Discos de PMMA embebidos en aceite esencial de menta en una concentracion de
0.75% durante 8 horas e incubados durante 24 horas en las placas de Candida

albicans, donde se observa un halo de inhibicion de en promedio 1.3 mm

Fig. 16 1.3 mm Fig. 17 1.2 mm

Fig. 16, 17 y 18. Discos de PMMA
tratados con aceite esencial de
menta en una concentracién de
0.75% durante 8 horas. Observacion
a las 24 horas.
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Efecto antimicotico del aceite esencial de menta a 0.75% en PMMA sobre
Candida albicans a las 48 horas.
Una vez transcurridas 48 horas de incubacién de las placas de Agar con discos de

PMMA tratados con aceite esencial de menta al 0.75%, observamos que el efecto

antimicotico se mantiene, generando halos de inhibicion de 1.23 mm en promedio.

Fig. 19 1.4 mm Fig. 20 1.1mm

Fig. 19, 20 y 21. Discos de PMMA
tratados con aceite esencial de
menta en una concentracién de
0.75% durante 8 horas. Observacién
alas 48 hrs.
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Efecto antimicotico del aceite esencial de menta al 1% en PMMA sobre
Candida albicans a las 24 horas.
Al aumentar la concentracion del aceite esencial de menta al 1% observamos que

el efecto antimicotico aumenta, y genera halos de inhibicion de 2.4 mm en promedio

a las 24 horas

Fig. 22 2.4 mm

Fig. 22, 23 y 24. Discos de PMMA
tratados con aceite esencial de
menta en una concentracién de 1%
durante 8 horas. Observacion a las
24 hrs.

Fig. 24 1.4 mm
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Efecto antimicotico del aceite esencial de menta al 1% en PMMA sobre
Candida albicans a las 48 horas.

Una vez transcurridas 48 horas de la incubacion de Candida con discos de PMMA
con aceite esencial de menta al 1% podemos observar que el efecto antimicético

aun esta presente, generando halos de inhibicion de 2 mm en promedio.

Fig. 25, 26 y 27. Discos de PMMA
tratados con aceite esencial de
menta en una concentracion de 1%
durante 8 horas. Observacion a las
48 hrs.

Fig. 27 0.9 mm
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Efecto antimicoético del aceite esencial de menta al 2% en PMMA sobre

Candida albicans alas 24 horas.

Discos de PMMA previamente tratados con aceite esencial de menta al 2%, los

cuales fueron colocados en placas de agar dextrosa Sabouraud previamente

cultivadas con la cepa de Candida albicans, donde observamos que los halos de

inhibicion tienen un tamafo promedio de 6.1 mm.

Fig. 28 6.1 mm

A

i\\_ : ) [
Fig. 30 2.7 mm

Fig. 29 3.6 mm

Fig. 28, 29 y 30. Discos de PMMA
tratados con aceite esencial de
menta en una concentracién de 2%
durante 8 horas. Observacion a las
24 hrs.
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Efecto antimicotico del aceite esencial de menta al 2% en PMMA sobre
Candida albicans a las 48 horas.

Transcurridas 48 horas de la incubacion de las placas de Agar con los discos de
PMMA tratados con aceite esencial de menta al 2%, observamos que el efecto

antimicoético disminuye, sin embargo, aun asi, obtenemos halos de inhibicién de 5.2

mm en promedio.

Fig. 31, 32 y 33. Discos de PMMA
tratados con aceite esencial de
menta en una concentracion de 2%
durante 8 horas. Observacion a las
48 hrs.

Fig. 33 2.1 mm
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9 ANALISIS DE RESULTADOS

9.1 Analisis estadistico
Para poder realizar un analisis estadistico, se realizé primero una recopilacién de

las mediciones de los halos de inhibicion, se promediaron todas las medidas por
cada disco de PMMA (la medida que se tomé6 para una mayor precision fue del
borde del disco de PMMA al borde del halo de inhibicion), posteriormente se
promediaron por cada caja de cultivo y por ultimo se promediaron los triplicados de

cada experimento que se realizé.

0.75% 1% 2%
1.3 mm 2.4 mm 6.1 mm
1.23 mm 2 mm 5.2 mm

Tabla 1. Inhibicion promedio de cada concentracién de aceite esencial de
menta en los diferentes triplicados durante 24 y 48 horas

En el andlisis estadistico observamos que hay una correlacion positiva entre la
concentracion del aceite y el tamafio de los halos de inhibicion. En caso de requerir
mas datos sobre el analisis estadistico, al final se anexa el Apéndice 1.

Analisis estadistico.

Halos de inhibicion P <0.05

06
®

1

05

04

03

02

cm de inhibicién

(51

o
24 hrs 48 hrs
ANOVA 2 way

BO075% W1% " 2%

Aceite esencial de menta

Fig. 34. Andlisis comparativo de la concentracion del aceite esencial de menta en
dos diferentes intervalos de tiempo.
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9.2 Microscopia Electronica de Barrido

(Alto vacio, electrones secundarios, con recubrimiento de oro)

Para observar si es que la estructura a nivel microscépico se modifica, realizamos
microscopia electrénica de barrido, donde el PMMA fue incubado en agua destilada
estéril (fig. 35) durante 8 horas, al llevarla al microscopio observamos una topografia
tipo empedrado con globulos aplanados que pueden ir desde las 2 a las 50 micras

de diametro.

Observamos que este patron no se modifica en los grupos experimentales
incubados con el aceite esencial de mental al 1y 2 % (fig. 36). A un mayor aumento
(fig. 37) podemos observar que las superficies de las nuestras muestras
experimentales son muy similares a nuestro grupo control con lo que determinamos
que estas concentraciones de aceite no modifican superficialmente las

caracteristicas del material.
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GRUPO CONTROL

ZgkU HE. BBE ‘;ﬁ'.rn _ FR-USAII

n L A

Fig. 35. PMMA incubado en agua destilada estéril. Aumento 100X (A), aumento 600X
(B), aumento 1,000X (C) y aumento 2,000 (D).
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GRUPO EXPERIMENTAL: ACEITE ESENCIAL AL 1%.

z@kL /17:@3@- 18 1m FQ-USATLI ABE  1EMm Fa-USATI

Fig. 36. PMMA incubado en aceite esencial de Mentha spp a una concentracion de 1%.
Aumento 100X (A), aumento 600X (B), aumento 1,000X (C) y aumento 2,000 (D).
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GRUPO EXPERIMENTAL: ACEITE ESENCIAL AL 2%

ZBkU
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Fig. 37 PMMA incubado en aceite esencial de Mentha spp a una concentracién de 2%.
Aumento 100X (A), aumento 600X (B), aumento 1,000X (C) y aumento 2,000 (D).

36



9.3 Analisis elemental mediante EDS

Por ultimo, realizamos analisis elemental mediante energia dispersiva de Rayos X,
para determinar cual es la composicién elemental en la superficie de las muestras.
En el grupo control (fig. 38) se observa que los elementos presentes en su superficie
principalmente son carbono, oxigeno y silicio. El carbono y el oxigeno son
elementos constitutivos del polimetilmetacrilato, mientras que el silicio son trazas
del molde de yeso donde se confeccionaron las muestras de polimetilmetacrilato.
En las concentraciones de 1% y 2% (fig. 39 y 40), observamos que las proporciones
de estos elementos son muy parecidas en comparacion con el grupo control, con lo
cual se demuestra que la adicidn del aceite esencial de menta no altera la

composicidon elemental del polimetilmetacrilato.
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GRUPO CONTROL
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Fig. 38. Grupo control, PMMA incubado en agua estéril. Zona de la muestra de PMMA en
el que se realizo el estudio elemental mediante EDS (A). Espectro donde se muestra el
porcentaje de cada elemento presente en la superficie del PMMA (B).




GRUPO EXPERIMENTAL: ACEITE ESENCIAL AL 1%.
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Fig. 39. Grupo experimental, PMMA incubado en aceite esencial de menta a una
concentracion de 1%. Zona de la muestra de PMMA en el que se realizé el estudio elemental
mediante EDS (A). Espectro donde se muestra el porcentaje de cada elemento presente en
la superficie del PMMA (B).




GRUPO EXPERIMENTAL: ACEITE ESENCIAL AL 2%.
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Fig. 40. Grupo experimental, PMMA incubado en aceite esencial de menta a una
concentracion de 2%. Zona de la muestra de PMMA en el que se realizé el estudio elemental
mediante EDS (A). Espectro donde se muestra el porcentaje de cada elemento presente en
la superficie del PMMA (B).
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10 DISCUSION

En el presente trabajo se ha demostrado el efecto antimicotico del aceite esencial
de Mentha spp sobre el PMMA. En trabajos de investigacion publicados por
Annariata Stringaro (2018) [26], Paola Tampieri (2015) [37], Fernanda Badillo (2019)
[38] y por Prado Patricia (2021) [39] han demostrado el efecto antimicético del aceite
esencial de Mentha spp contra Candida albicans, sin embargo, hasta la fecha no se
han reportado trabajos en los que describa el efecto antimicético contra Candida
albicans del aceite esencial de Mentha spp sobre PMMA, lo cual abre el campo de

investigacion de esta area.

Existen trabajos de investigacion en los cuales se demuestra la efectividad de los
aceites esenciales para inhibir el crecimiento de Candida albicans, como lo
menciona Bona E. (2016) [40], donde se compara el efecto antimicético de
clotrimazol, itraconazol y fluconazol contra el efecto que tienen 12 aceites
esenciales (arbol de té, laurel, anis, albahaca, bergamota, lavanda, menta, orégano,
pomelo, romero, ajedrea de invierno y jengibre), donde los farmacos, como los
aceites esenciales se colocaron en papel filtro en placas de agar dextrosa. Como
control positivo se tomé la inhibicidon del clotrimazol, el cual generé un halo de
inhibicion de 20 mm. Se comparé la inhibicion del clotrimazol porque de los tres
farmacos utilizados fue el que mostro una mayor efectividad antimicotica contra
Candida albicans. El aceite esencial de menta en este experimento generd un halo
de inhibicion del 80% (16 mm) de la inhibicion que genero el Clotrimazol, mientras
que en nuestros resultados obtenemos halos de inhibicion de hasta 6 mm, sin

embargo, en comparacién con nuestra metodologia existen variables importantes a
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considerar para su uso clinico, una de ellas es la concentracion en la que el aceite
esencial de menta se usa, la cual en nuestro trabajo utilizamos 0.75, 1 y 2%
comparado al 100% que se utilizdé en el experimento de Bona E.; otra variable
importante es el tipo de material en el que se utilizo el aceite esencial, en el trabajo
de Bona E. la metodologia indica que se utilizaron papeles filtro el cual esta hecho
de fibras que son altamente absorbentes donde se capta el 100% del aceite,
mientras que en la metodologia de nuestro trabajo utilizamos PMMA (material que

es utilizado en la practica clinica).

En 2013 Akanksha Srivatstava [41] utilizd aceite esencial de orégano como un
aditivo para el acondicionar de tejidos para reducir la adhesién de Candida albicans
al PMMA. En este estudio lo que se hizo fue agregar diferentes concentraciones:
10, 20, 30, 40, 50, 55, 57, 60 y 65% del aceite esencial de orégano al liquido del
acondicionador de tejidos (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany) para
posteriormente agregar el liquido se mezcld con el polvo durante 30 segundos. La
superficie de cada placa de resina acrilica termopolimerizada se rasp6 con papel de
carburo de silicio de grano 100 para estandarizar la rugosidad de la superficie.
Posteriormente se agregd el acondicionador de tejidos con o sin aceite de orégano
(Oregano Oil; Suyash Herbs Pvt Ltd) en forma de relleno en la parte inferior de la
resina acrilica termopolimerizada. Los resultados que se obtuvieron en este
experimento muestran una alta efectividad antimicotica del aceite esencial de
contra Candida albicans, sin embargo, al agregarlo directamente al acondicionador
de tejidos, esta actividad disminuye considerablemente, aun asi, la inhibicion del

crecimiento de C. albicans en concentraciones mayores del aceite, principalmente
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a una concentracion de 60 y 65 %, es buena, obteniendo halos de inhibicion de 21
mm en promedio, que en comparacion a nuestro estudio podemos mencionar que
los halos de inhibicion son mayores, sin embargo, como en el trabajo de
investigacion de Bona E. (2016) [40], estas concentraciones para su uso clinico son
poco favorables, en comparaciones a las que nosotros usamos en nuestro trabajo,
que fueron de 0.75, 1 y 2%, otro punto a destacar de nuestro trabajo es que
comprobamos que nuestras concentraciones no alteran la topografia del PMMA y

no modifican la composicién elemental de la superficie del material.

En cuanto a la via de administracion, podrian ser topicos, aerosoles, tabletas, o
colutorios. Tayarani-Najaran (2013) [44] ha utilizado este aceite mediante la via de
administracién oral, en forma de gotas. Henrique Soares Luis (2017) [45] investigo
su uso en forma de colutorio para controlar la biopelicula dental y Eran Ben-Arye
(2011) [46] ha estudiado su uso como aerosol. Por lo que se consideran cualquiera

de estas tres opciones, ya sea colutorio, aerosol o tabletas para su uso en pacientes.
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11 CONCLUSION

El aceite esencial de Mentha spp conserva sus propiedades antimicéticas contra
Candida albicans sobre el polimetilmetacrilato, de igual manera sabemos que este
aceite a las concentraciones usadas en este trabajo no modifica la estructura a nivel
microscopico del material, ni la composicién elemental. Por lo que una investigacion
profunda de este tema podria derivar en tratamientos preventivos o curativos contra
infecciones micdticas de este tipo como la estomatitis protésica, las cuales sabemos
que en la actualidad requieren un tratamiento complejo para poder ser efectivo. Al
ser un recurso que tiene un costo mas accesible que los tratamientos
convencionales, es una alternativa que puede estar al alcance de los diferentes

grupos socioeconémicos.
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