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OBJETIVO: Determinar la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida del timol

en patdgenos endodonticos.

METODOLOGIA: Se realiz6 el método de microdilucién en caldo para la determinacion de
la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB). Se
realizaron diluciones seriadas (3333.33-0.003 ug/mL) Luego de 24 horas de incubacion, se
colocé la placa de 96 pocillos en el espectrofotometro de placas (Thermo Scientific™

Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer), a una longitud de onda de 620 nm.

Para la determinacion de la CMB se sembraron en cajas Petri 10 pyL de la suspension del
pocillo en donde se comenzaron a generar microorganismos y dos pocillos antes

Se incubaron las muestras durante 24 horas a 35+2° y se observé el desarrollo de
microorganismos; se determindé como la CMB en donde ya no se observé crecimiento de
microorganismo.

RESULTADOS: La CMI del timol frente a cultivos monoespecie para C. albicans, E. faecalis
y cultivo mixto fue de 2964.17 pug/mL, 2964.17 ug/mL y 8231.30 pug/mL respectivamente. La
CMB del timol frente a cultivos monoespecie para C. albicans, E. faecalis y cultivo mixto fue
de 2686.55 ug/mL, 2374.02 ug/mL y 8492.61 ug/mL respectivamente.

CONCLUSION: El efecto antimicrobiano del timol no presenté diferencia significativa entre
cultivos de la misma especie. El efecto antimicrobiano del timol present6 diferencia
significativa entre cultivos de la misma especie y cultivo mixto

PALABRAS CLAVE: E. faecalis, C. albicans, timol, actividad antimicrobiana, concentracién

minima inhibitoria, concentracién minima bactericida
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1 Introduccién

El cuerpo humano es una estructura compleja en donde habitan diversos
microorganismos, estos pueden cohabitar en el huésped y este puede verse
beneficiado de dicha relacion. Sin embargo, cuando se rompe el equilibrio
homeostatico dentro del cual se encuentran estos microorganismos se generan

cambios negativos y como consecuencia se pueden causar patologias.

Estas patologias pueden ser ocasionadas en diversos 6rganos o sistemas del
cuerpo. En el &rea odontologica, mas especificamente en endodoncia existen
patologias pulpares y periapicales, la causa mas frecuente de estas lesiones es la
invasion bacteriana; los microorganismos y sus productos pueden llegar a la pulpa
a través de diversas vias, tanto por caries, exposicion accidental, como por

propagacion de una infeccion gingival.

La endodoncia trata las enfermedades del complejo dentino-pulpar, asi como la
consecuente afeccién de los tejidos periodontales circundantes, por lo cual el
objetivo principal del tratamiento endoddntico consiste en tratar y prevenir estas
patologias; para lograr este objetivo es necesario llevar a cabo procedimientos de
limpieza y conformacion adecuados aunados a un correcto protocolo de irrigacion.
Sin embargo, esto no elimina completamente la microbiota presente, debido a que
existe un complejo sistema de conductos, lo cual en algunos casos puede

desencadenar en infecciones endododnticas persistentes.

En endodoncia, existen diversas sustancias utilizadas para la eliminacion de los
microorganismos, como irrigante se encuentra el hipoclorito de sodio, y por otro lado
para el control de la proliferacién de microorganismos, es el hidréxido de calcio, el
cual es utilizado como medicacion intraconducto, aunque estos compuestos han
demostrado tener gran efectividad, constantemente se buscan nuevas y mejores
alternativas que generen menores complicaciones y efectos secundarios, dentro de

estas alternativas encontramos los compuestos naturales, los cuales han sido

Mariana Angeles Vazquez
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utilizados desde la antigiedad para la tratamiento de diversas afecciones ya que
estos poseen beneficios y propiedades terapéuticas que a diferencia de otros
tratamientos, estos presentan una relacion costo beneficio favorable lo que permite

un futuro prometedor de los compuestos naturales en el area de la salud.

En la actualidad existe una gran diversidad de aceites esenciales, estos son
ampliamente utilizados en el area cosmética, en la industria de la alimentacion y en

la industria farmacéutica.

Desde el punto de vista farmacoldgico, las propiedades de los aceites esenciales
son muy amplias debido a la variabilidad de sus componentes. Dentro de las

multiples propiedades terapéuticas se encuentran:

v Poder antiséptico
v" Accion espasmolitica y sedante

v" Accion antiinflamatoria

Los aceites esenciales se encuentran compuestos por componentes volatiles de
bajo peso molecular, como monoterpenos y sesquiterpenos. Los monoterpenos
representan aproximadamente el 90% de los aceites y estdn dotados de una amplia
gama de propiedades tanto biolégicas como farmacolégicas. Dentro de los
monoterpenos mas importantes que se encuentran en algunos aceites esenciales
del género Origanum y Thymus se encuentra el timol y el carvacrol, los cuales estan

relacionados con su capacidad antimicrobiana, antifungica y antiviral.

Ya que se ha de demostrado que el timol se encuentra relacionado con la
capacidad antimicrobiana, en la presente investigacién se ha planteado el objetivo
de determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y minima bactericida (CMB)

del timol en patégenos endododnticos.
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2 Marco Tebrico
2.1 Colonizacién microbiana en infecciones endoddnticas

La gran diversidad de microorganismos se encuentra distribuida en la
naturaleza. En el cuerpo humano los encontramos en contacto directo con el medio
externo por ejemplo en la piel, o bien en superficies internas como en el tracto
gastrointestinal y la cavidad oral. (1,2) La relacidén de estos seres con el hospedador,
en este caso con el ser humano se puede describir en cuatro diferentes tipos de

interacciones:

e Saprofitismo: Estos microorganismos viven de forma libre en la naturaleza, estos
se caracterizan por nutrirse de materia organica e inorganica en
descomposicion. (3)

¢ Mutualismo: En este tipo de interaccidn, dos organismos se relacionan y ambos
obtienen beneficios. Por ejemplo, las bacterias del intestino viven a expensas
del ser humano y al mismo tiempo sintetizan vitaminas las cuales son utiles para
el hospedador.(3)

e Comensalismo: El microorganismo se encuentra beneficiado de esta relacién,
pero sin afectar al hospedador.(3)

e Patogenicidad: Interaccion la cual causa dafio al hospedador, y esta se va a

manifestar como patologia. (3)

El término microbiota ha venido a reemplazar a la flora y microflora; se le conoce
como microbiota al conjunto de microorganismos que colonizan al ser humano sano
y consta aproximadamente de 10 a 100 billones de células microbianas simbidticas
(4); esta se encuentra constituida en su mayoria por bacterias, pero también por

hongos, virus y protozoos, estos habitan en una relacion mutualista o comensal (3,5)

La microbiota normal mantiene un equilibrio constante entre los
microorganismos involucrados y cuando este equilibrio se rompe puede generar

alteraciones en el estado de salud. (2)

Mariana Angeles Vazquez



Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida del

timol en patégenos endoddnticos. Estudio “In Vitro”

La diversidad se refiere al nimero de especies presentes y a su abundancia en
un determinado ecosistema. La cavidad oral alberga una de las mas altas
acumulaciones de microorganismos del cuerpo. Aunque podemos encontrar virus,
arqueas, hongos y protozoos como componentes habituales de la microbiota oral,
las bacterias son, por mucho, los habitantes mas predominantes en la cavidad
bucal, donde se calcula que hay unos 10,000 millones de células bacterianas y los
meétodos de estudio sin cultivo (microscopia y biologia molecular) demuestran que

mas del 50-60% de la microbiota bucal ain no ha sido cultivada e identificada. (5)

En la cavidad bucal humana se han encontrado méas de 700 taxones bacterianos
qgue, segun los estudios filogenéticos, pertenecen a 13 filos distintos: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes,
Synergistes, TM7, Sulphur River 1 (SR1), Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus
y Acidobacteria.(6) Fig. 1

Las bacterias endodonticas se engloban en nueve de los 13 filos que cuentan
con representantes en la cavidad bucal. Los hongos y arqueas se encuentran sélo

ocasionalmente en las infecciones endododnticas. (6)

La invasién bacteriana de la cavidad pulpar se encuentra asociada con mayor
frecuencia a la caries dental. Las bacterias invaden y se multiplican dentro de los
tubulos dentinarios; dichos tubulos varian de tamafio, van de 1 a 4 um de diametro,
mientras que la mayoria de las bacterias tienen menos de 1 um en didmetro. Si falta
la cobertura de esmalte o cemento, los microorganismos pueden invadir la pulpa a
través de los tubulos expuestos. Sin embargo, la caries sigue siendo la puerta de
entrada mas comun de bacterias y subproductos bacterianos hacia el espacio
pulpar, pero se ha demostrado que las bacterias y sus subproductos tienen un

efecto directo sobre la pulpa dental incluso sin exposicion directa (7,8)

Una pulpa necrotica es invadida y colonizada rapidamente. La dentina
peritubular y la dentina reparadora pueden impedir el avance de los

microorgajnismos. Sin embargo, los espacios vacios de los tubulos dentinarios
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después de la desaparicion de los procesos odontoblasticos pueden dejar espacios
para el paso de los microorganismos a la cavidad pulpar; estos pueden llegar a la
pulpa a través de la exposicion directa a partir de procedimientos de restauracion o
lesiones por traumatismo y de vias asociadas con el desarrollo anomalo de los
dientes. (8)

GLOBAL
Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria
Spirochaetes
Synergistes
™7

SR1

@ Taxones detactados detectada
en estudios moleculares

Taxones en estudios moleculares
y en cullivos

O Taxones en cultivos

Fig. 1 Filos bacterianos que cuentan con representantes en cavidad oral. (Jhajharia K. 2019)
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2.2 Microbiota en dientes endoddénticamente tratados

Los conductos aparentemente bien tratados contienen de 1 a 5 especies,
mientras que el nimero de especies en conductos con tratamiento inadecuado
puede llegar hasta 30, lo que es muy similar al de los conductos no tratados. Un
solo conducto tratado asociado con una enfermedad posterior al tratamiento puede
albergar una densidad de 102 a 107 células bacterianas.(9)

Los datos obtenidos a través de los métodos de cultivo y moleculares han
revelado 158 taxones bacterianos y 3 de hongos en muestras tomadas en el
momento del retratamiento del conducto radicular de los dientes que evidencian
lesiones de periodontitis apical. Los estudios moleculares han detectado 46 filotipos
aun sin cultivar. Los métodos moleculares han detectado 109 taxones, mientras que

los estudios de cultivo aislaron 72 taxones. (9)

Las especies bacterianas detectadas en las muestras de retratamiento
pertenecen a 7 filos y 58 géneros. Se han asignado 9 taxones al nivel de familia o
filo. La mayor riqgueza de especies se observo nuevamente para Firmicutes, seguida

de Actinobacteria y Proteobacteria. (9) Tabla 1

Tabla 1 Variedad de especies bacterianas en infecciones persistentes e infecciones secundarias relacionadas
con tratamientos fallidos (Rocas 2009)

As-Yet- Taxa Detected
Uncultivated Toxa Detected by by Culture
Phylo Toxa Phylotypes Molecular Studies  Studies
Firmicutes 76 21 50 40
Actinobacteria 28 11 21 10
Proteobacteric 26 ) 17 11
Bacteroidetes 22 6 16 Q
Fusobacteria 4 2 3 2
Spirochaetes 1 0 1 0
Synergistes 1 1 1 0

En cuanto a especies, Siqueira y col., han revelado que E. faecalis es la

especie mas frecuente en dientes tratados con endodoncia, con valores de
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prevalencia que alcanzan hasta el 90% de los casos. (9) Mientras que los dientes
tratados endodonticamente tienen aproximadamente 9 veces mas probabilidades
de albergar E. faecalis que los casos de infecciones primarias (10), y los hongos se
encuentran ocasionalmente en infecciones primarias, pero se han detectado
especies de Candida en dientes tratados con endodoncia hasta en un 18% de los
casos; C. albicans es por mucho la especie fungica mas cominmente detectada en

los casos de retratamiento.(9)

2.3 Infecciones intrarradiculares persistentes / secundarias

La causa principal de la infeccion secundaria es la entrada de
microorganismos que no se encontraban presentes en la infeccion primaria, pero
que se introdujeron en el conducto radicular en algdn momento después de la
intervencién, (11) por lo que la infeccibn persistente es causada por
microorganismos que fueron miembros de una infeccién primaria o secundaria y
que, de alguna manera, resistieron los procedimientos antimicrobianos
intraconducto y soportaron periodos de privacion de nutrientes en los conductos
tratados (11). Las infecciones intrarradiculares persistentes o secundarias son las
principales causas de varios problemas clinicos, incluido el fracaso del tratamiento
endododntico, que se caracteriza por la persistencia o aparicién de periodontitis
apical después del tratamiento.

El analisis de los datos integrados de los estudios de cultivo y moleculares
revel6 que se han detectado 51 taxones bacterianos y 2 de hongos en las muestras
tomadas en el momento de la obturacion y también en el momento del nuevo
tratamiento. Los siguientes taxones han sido detectados por varios estudios:
Propionibacterium acnes, P. propionicum, Actinomyces naeslundii, Actinomyces
odontolyticus, P. intermedia, Anaerococcus prevotii, Eggerthela lenta, E. faecalis, G.
morbillorum, P. micra, P. alactolyticus, S. grupo anginosus, S. mitis, F. nucleatum y

C. albicans. En teoria, los taxones que se encuentran tanto en el momento de la
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obturacion como durante el retratamiento pueden estar involucrados en infecciones

persistentes. (9)
2.4 Desinfeccion del conducto radicular

Los tratamientos exitosos de las infecciones endodonticas primarias y
secundarias implican la erradicacion efectiva de los microorganismos causantes
durante los procedimientos de tratamiento del conducto radicular. Las posibilidades
de un resultado favorable con el tratamiento del conducto radicular son
significativamente mayores si la infeccion se erradica de manera efectiva antes de

obturar el conducto radicular. (12)

Es bien sabido que la preparacion del conducto es fundamental, sin embargo,
es imposible llegar a todas las areas del sistema de conductos, por lo que el uso de
un irrigante antimicrobiano para reducir la carga bacteriana durante el tratamiento
del conducto radicular, independientemente de la técnica de irrigacion o el
instrumental utilizado, es esencial. Las bacterias localizadas en areas como istmos,
ramificaciones, deltas, irregularidades y tibulos dentinarios no seran eliminadas por
medios mecanicos solamente. Por tanto, es importante el uso de desinfectantes
guimicos como irrigantes del conducto radicular y medicamentos antimicrobianos
entre citas para la eliminacion de estas bacterias y para la desinfeccion del sistema

radicular de conductos. (12,13)

2.5 Irrigacion del conducto radicular

Uno de los requisitos importantes de un irrigante ideal es su capacidad para
eliminar microorganismos del sistema de conductos radiculares. Este efecto
antimicrobiano puede ser un efecto quimico directo o indirecto al facilitar la
desinfeccidn mecanica a través de la lubricacion, la disolucion de tejidos y el lavado
de los desechos contaminados acumulados durante la preparacion del conducto
radicular. Ademas, los irrigantes del conducto radicular deben ser biocompatibles
con los tejidos bucales. Se han utilizado un gran nimero de sustancias como
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irrigantes del conducto radicular, incluidos &cidos como el citrico y el fosforico,
agentes quelantes como el EDTA, enzimas proteoliticas, soluciones alcalinas como
el hipoclorito de sodio, agentes oxidantes como el peroxido de hidrégeno,

soluciones anestésicas locales y solucion salina normal. (12)

El hipoclorito de sodio es en la actualidad el irrigante mas popular. Es un
agente antimicrobiano de amplio espectro que ha demostrado ser eficaz contra
bacterias, bacteriéfagos, esporas, levaduras y virus. Se ha demostrado que el
NaClO al 5,25% destruye completamente C. albicans, E. faecalis y especies de
Bacillus. (12)

La eficacia antimicrobiana del NaCIlO se debe a su capacidad para oxidar e
hidrolizar las proteinas celulares y, hasta cierto punto, extraer osmoticamente los
fluidos de las células debido a su hipertonicidad. El hipoclorito de sodio tiene un pH
de aproximadamente 11 a 12, y cuando entra en contacto con las proteinas
tisulares, en poco tiempo se forman nitrégeno, formaldehido y acetaldehido y se

rompen los enlaces peptidicos, lo que provoca la disolucién de las proteinas. (14)

Durante el proceso, el hidrégeno de los grupos amino es reemplazado por
cloro, formando asi cloramina, que juega un papel importante en la eficacia
antimicrobiana. Como consecuencia, el NaClO es altamente toxico para los tejidos
vitales a altas concentraciones sin diluir. A concentraciones muy bajas, el NaClIO

induce una reaccion inflamatoria cuando entra en contacto con los tejidos vitales.

Los problemas de biocompatibilidad asociados con el uso de NaClO
concentrado han llevado a la busqueda de sustancias con propiedades

antimicrobianas con menos toxicidad. (12,14)

2.6 Medicacion intraconducto

Después de la instrumentacion y la irrigacion, se ha recomendado
ampliamente el uso de medicacion entre citas para ayudar a eliminar las bacterias

remanentes dentro del sistema de conductos radicular, reducir la inflamacion y el
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dolor periapical e inducir la reparacion. También se afirma que algunos
medicamentos ayudan a eliminar o reducir los exudados apicales, controlar la
reabsorcion inflamatoria de las raices y prevenir la contaminacion entre citas. El
namero de bacterias residuales después de la instrumentacion suele ser bajo, pero
si el conducto se deja vacio entre citas, las bacterias restantes pueden multiplicarse
hasta casi los niveles originales. (5,12)

Los medicamentos del conducto radicular se pueden clasificar segun su base
quimica en compuestos fendlicos (como, por ejemplo, eugenol y monoclorofenol
alcanforado), aldehidos (por ejemplo, formocresol), haluros (por ejemplo, yodo-
yoduro de potasio), hidroxido de calcio, antibidticos, y varias combinaciones. La
mayoria de estas preparaciones no se utilizan en la practica endoddntica
contemporanea debido a las toxicidades reportadas; sin embargo, el hidroxido de
calcio y las preparaciones que contienen antibidticos siguen siendo los

medicamentos intraconducto mas utilizados.(15)

Delgado y col. Awawdeh y col.., han cuestionado la eficacia antimicrobiana
del hidréxido de calcio al demostrar en estudios clinicos que el hidréxido de calcio
limitaba el crecimiento bacteriano, pero no eliminaba totalmente las bacterias de los

conductos radiculares. (16,17)
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Las bacterias asociadas con infecciones apicales persistentes, como E.
faecalis, a menudo son mas dificiles de erradicar. Varios estudios han informado
que el hidroxido de calcio no es eficaz para eliminar E. faecalis, que a menudo se
asocia con infecciones endododnticas persistentes. Dichas bacterias pueden invadir
hé&bilmente los tubulos dentinarios y tienen la capacidad de sobrevivir y amortiguar
el pH alto producido por el hidréxido de calcio mediante bombas de protones.
Ademas, también se ha encontrado que la dentina tiene un efecto amortiguador
sobre el pH alcalino, comprometiendo aun mas el efecto antimicrobiano del
hidréxido de calcio en la desinfeccion de los tdbulos dentinarios y la eliminaciéon
eficaz de E. faecalis. (9,11)

Otra opcion utilizada como medicamento intraconducto son las
preparaciones que contienen antibiéticos que se pueden utilizar en la terapia
endoddntica como agentes tépicos. Sin embargo, el potencial de resistencia
bacteriana, el riesgo de hipersensibilidad al farmaco y el potencial de enmascarar

ciertos factores etioldgicos limitan su utilidad. (12)

2.7 Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) se encuentran compuestos por componentes
volatiles de bajo peso molecular, como monoterpenos y sesquiterpenos. Los
monoterpenos representan aproximadamente el 90% del AE y estan dotados de
una amplia gama de propiedades bioldgicas y farmacolégicas.(18) Dentro de los
monoterpenos mas importantes que se encuentran en algunos aceites esenciales
del género Origanum y Thymus esta el timol y el carvacrol los cuales estan
relacionados con su capacidad antimicrobiana, antifangica y antiviral. (19) El
extracto de timol de la planta de tomillo fue utilizado hace miles de afios por los
antiguos egipcios como preparacion para ayudar a preservar las momias, El timol
fue extraido por primera vez por el quimico Aleman Caspar Neumann en 1719, y

éste fue obtenido en su forma pura unos 134 afios después por Lallemand en 1853.
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(20) Imelouane et al. realizaron un estudio evaluando la composicion quimica del
aceite esencial de Thymus Vulgaris en donde se identificaron un total de 56
componentes de los cuales 41 representaron el 97,85% del total de componentes
detectados. Los principales componentes del aceite fueron, timol, alcanfor, canfeno,

a-pineno, borneol, 3-pineno. Tabla 2(19)

En cuanto a la composicion del aceite esencial de Origanum vulgare segun
sus diferentes origenes geograficos, Teixeira et al. encontraron que el carvacrol y el
timol predominaron como componentes principales, (21) dichos componentes se
cree que las actividades antimicrobianas de estos aceites estan relacionadas

principalmente con dichos compuestos. (22)
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Tabla 2 Componentes de Thymus vulgaris (Imelouane y col.l)

Componente Porcentaje (%)
Tricyclene 0.64
Alpha-thyjene 0.46
Alpha pinene 9.35
Camphene 17.19
Beta pinene 4.23
Myrcene 3.21
Alphaterpinen 0.27
Para cymene 1.19
1,8-cineole 5.45
Trans Beta ocimene 0.09
Gama terpinene 0.55
Cis-sabinene hydrate 0.46
Camphenilone 0.31
Alpha-terpinolene 0.11
Linalol 0.14
Alpha-thyjone 0.29
Desconocido 1.07
Neoalloocimene 0.53
Camphor 38.54
Bomeol 4.92
Terpinene-4-ol 2.21
Para-cymen-8-ol 0.28
Alphaterpineol 0.57
Verbenone 0.13
Carveol 1 0.22
Desconocido 0.11
Bomyl acetate 0.40
Thymol 0.24
Alpha-copaene 0.30
Beta-bourbonene 0.12
Alpha-Gurjunene 0.66
Beta-caryophyllene 0.09
Aromadendrene 0.11
Alpha-elemene 0.22
Germacrene-d 0.23
Bicyclogermacrene 0.13
Delta-cadinene -
Spathulenol 0.73
Caryophellene oxide 0.56
Viridiflorol -
Beta-oplepenone 0.07
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2.8 Composicién quimica

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un compuesto monoterpenoide, con una
estructura de un solo anillo fendlico formado por la uniébn de dos moléculas de
isopreno. En el timol, el grupo metilo estd unido en la posicién C-5, el grupo
isopropilo esta unido en la posicién C-2 y el grupo hidroxilo se encuentra unido en
la posicion C-1. (22) En relacién a la toxicidad el timol generalmente se ha
considerado seguro para el consumo. Ha sido aprobado por la Administracion
Federal de Drogas y Alimentos (FDA) de los E.E.U.U. para su uso en alimentos de

consumo humano, asi como en forma de aditivo alimentario

2.9 Usos

Se han reportado diversos efectos a nivel bioldgico referentes al timol tales
como efectos antitusivos, antioxidantes, antimicrobianos, expectorantes,
antiespasmadicos y antibacterianos. (23,24) Por ello, el timol se ha utilizado en
aplicaciones dentales como enjuagues bucales y selladores dentales durante afos.
La incorporaciéon de timol en estos medicamentos se basé en investigaciones que
revelaron la capacidad de este compuesto para inhibir el crecimiento de patégenos
orales comunes. La investigacion sobre las propiedades antibacterianas del timol y
/ o carvacrol continla y tiene el potencial de ser incorporada en futuros productos

meédicos y relacionados con la salud. (24)

Sin embargo, otros usos terapéuticos potenciales del timol son para el
tratamiento de trastornos que afectan al sistema respiratorio, nervioso y
cardiovascular. Ademas, el timol también exhibe actividades anticancerigenas y

antiinflamatorias. (24)
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2.10 Timol vs bacterias

Las particulas pequefias y lipofébicas del timol hacen que este componente pueda
superar facilmente las barreras lipidicas de la bacteria por lo que la membrana
celular de los patégenos es un objetivo para el timol. Los estudios sobre el
mecanismo de la actividad antibacteriana del timol indican que su capacidad para
integrarse en la capa lipidica de la membrana celular aumenta la curvatura de la
superficie. La parte hidrofilica de la molécula interactia con la parte polar de la
membrana, mientras que el anillo de benceno hidrofébico y las cadenas laterales
alifaticas se hunden en la parte interna de la membrana bioloégica. Esto provoca
grandes cambios en la estructura de la membrana por desestabilizacion de la capa
lipidica, disminucion de la elasticidad y aumento de la fluidez. Este proceso conduce

a una mayor permeabilidad a los iones de potasio e hidrégeno. (25)

También afecta la actividad de las proteinas de la membrana interna, como las
enzimas y los receptores. Después de la incorporacion a la membrana celular, el
timol interactla con sus proteinas incrustadas a través de varios mecanismos no
especificos, que conducen a cambios en la conformacion y actividad de las
proteinas internas y de la membrana. Por lo tanto, la tensién y la desestabilizacion

de la membrana celular pueden ser inducidas por la presencia de timol. (22,25)

2.11 Timol vs hongos

El ergosterol es un esterol Unico que se encuentra solo en la membrana
celular de los hongos, importante para su correcto crecimiento y funcionamiento. El
probable mecanismo antifungico del timol se basa en el efecto sobre el metabolismo
de los acidos grasos, incluido el ergosterol en la célula fungica. Conduce, entre otros

efectos, a un aumento de la concentracion de especies reactivas de oxigeno y al
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estrés oxidativo, lo que provoca una disminucion de la matriz polimérica extracelular

y del polisacarido capsular.

Se ha observado que cuando hay una disminucion de ergosterol en las
membranas celulares tratadas con timol provoca una reduccion significativa en el
namero de células, de igual manera deforma la membrana celular externa del hongo
y la perfora, esto debido a la penetracion de timol en la capa externa de la membrana
celular. Esto reduce la elasticidad de la membranay altera la capa de lipidos, lo que
provoca la muerte celular a través de una salida rapida de componentes
intracelulares (Fig. 1Fig. 2).(25)
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Fig. 2 Accion del Timol sobre los hongos (Kowalczyk, 2020)
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3 Justificacion

Las plantas medicinales se han utilizado desde la antigiiedad como terapia
alternativa para diversas patologias. Por esta razon, los productos obtenidos de
plantas con propiedades medicinales como las de la familia Lamiacea, como el
aceite esencial de Thymus vulgaris con propiedades antimicrobianas atribuidas al

timol despiertan un gran interés cientifico.

Se ha comprobado que el timol es el componente activo con propiedad
antibacteriana y antifangica que, si bien ha sido estudiado en su forma de aceite
esencial en el area de endodoncia, la literatura disponible para el estudio de la
molécula de interés es limitada. Por lo que es importante evaluar parametros como
la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentraciébn minima bactericida
(CMB) del timol frente a cultivos monoespecie y multiespecie de microorganismos
de interés endodontico como lo son Enterococcus faecalis y Candida albicans con

el fin de evaluar su futura aplicacion clinica en endodoncia

3.1 Preguntade investigacion

¢ Cuél es la concentracion minima inhibitoria (CMI) y minima bactericida (CMB) del

timol en microorganismos presentes en patologia endodontica persistente?
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4  Objetivos

4.1 Objetivo General

Determinar la CMI y CMB del timol en patégenos endodonticos.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la CMI sobre C. albicans y E. faecalis
2. Determinar CMB del timol sobre C. albicans y E. faecalis

3. Determinar la capacidad antimicrobiana del timol sobre C. albicans y E. faecalis

en un modelo in vitro.

5 Hipotesis

Hi: La CMI y CMB de timol frente a cultivos monoespecie de C. albicans y E. faecalis,

asi como cultivos mixtos sera diferente.

Ho: La CMI y CMB de timol frente a cultivos monoespecie de C. albicans y E.

faecalis, asi como cultivos mixtos sera la misma.
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6 Metodologia

6.1 Lugar de realizacion del estudio

Laboratorio de Microbiologia de la Maestria en Endodoncia y laboratorio de Ciencias
Basicas de la Facultad de Estomatologia de la Universidad Autdnoma de San Luis
Potosi

6.2 Disefio de estudio

Estudio experimental in vitro de tipo transversal analitico

6.3 Grupos de estudio

Tabla 3 Grupos de estudio
GRUPOS DE ESTUDIO
Cepas de E. faecalis
Cepas de C. albicans
Cultivos mixtos

Grupos control
Negativo Medio de cultivo + Solucion salina +Timol/ 10% etanol

Positivo Medio de cultivo + Suspension de McFarland +Etanol 10%
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6.4 Criterios de seleccién

6.4.1 Criterios de inclusién

v' Cepas de C. albicans
v' Cepas de E. faecalis

v Cultivos multiespecie de C. albicans y E. faecalis

6.4.2 Criterios de exclusion

v Cultivos multiespecie que no desarrollen crecimiento bacteriano

6.4.3 Criterios de eliminacién

v Muestras contaminadas

6.5 Variables
6.5.1 Variable independiente
Timol

v' Definicién conceptual: Es una sustancia cristalina incolora con un olor
caracteristico, pertenece al grupo de los terpenos y se encuentra presente en la
naturaleza en los aceites esenciales del tomillo (Thymus vulgaris) o del orégano
(Origanum majorana), que se encuentra a la vez en el cimeno y el timeno.

v' Definicién operacional: Se preparan 20 mg de timol con una parte de etanol al
95% y 9 partes de solucion salina estéril.

v' Escala de medicion: Continua de razén
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6.5.2 Variables dependientes

Concentracion minima inhibitoria

v

Definicién conceptual: Se define como la concentracion menor de
antimicrobiano, que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después
de 24 h de incubacion. Este método evalla la susceptibilidad antimicrobiana y
también ayuda a determinar y confirmar resistencias a sustancias.

Definicién operacional: Para la determinacion de la CMI se lleva a cabo el
método de microdilucion en caldo en placa de 96 pocillos, el cual consiste en
realizar diluciones seriadas del antimicrobiano, en diferentes concentraciones
(3.25 pg/mL- 1670 pg/mL), las lecturas de las muestras se llevan a cabo en el
espectrofotometro de placas.

Escala de medicién: Continua de razén

Concentracion minima bactericida

v

v

Definicién conceptual: Es definida como la concentracion menor de
antimicrobiano que elimina al 99% o mas de los microorganismos de un cultivo
después de un tiempo determinado de incubacion, por lo general suelen ser 24h.
Definicién operacional: Se realiza en base a los resultados obtenidos en el
analisis de espectrofotometria para la determinacion de la CMI, se toma 10 pL
de muestra del ultimo pocillo en donde hubo crecimiento de microorganismos,
asi como también de los 2 pocillos que se encuentra antes, posteriormente con
ayuda los 10 uL son inoculadas en cajas Petri, posteriormente se incuban por
24 horas y la CMB sera la concentracibn menor que no presente crecimiento
bacteriano.

Escala de medicién: Continua de razén
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6.6 Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de
Estomatologia asignado con la clave CEI-FE-039-021, cuyo registro ante la
Comision Nacional de Bioética se rige con la clave CONBIOETICA-24-CEI-001-
20190213 (Anexo ).

Este estudio es considerado de bajo riesgo, ya que solo se utilizaron muestras
microbiologicas del cepario de la Maestria en Endodoncia de la Facultad de
Estomatologia de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi. Los residuos
peligrosos biologico infecciosos generados en este proyecto fueron manejados
segun la normatividad vigente dada por la NOM 087-ECOL-SSA 1-2002, proteccion
ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos biologico infecciosos-

Clasificacion y especificaciones de manejo, de su humeral 3.10y 4.2.
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6.7 Anéalisis estadistico

En la evaluacion de normalidad de datos mediante prueba de Shapiro-Wilk una
p=0.026 indica que la distribucion de los datos no se comporta de manera similar
en cada grupo, por lo que se asume no paramétrico y el ensayo de comparacion de

medias se realizé por Kruskal-Wallis.

El andlisis se realiz6 con el software IBM SPSS Statistics, version 23 (IBM

Corporation, New York),
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Fase experimental

La metodologia de la presente investigacion estd realizada por un método de
microdilucién en caldo, la cual se llevé a cabo en 1 fase microbiologica y 4 etapas

consecutivas que se realizaron como se describe a continuacion:

1) Etapal: Preparacion de la solucion de timol
2) Etapa 2: Reactivacion de las cepas
3) Etapa 3: Determinacion de la CMI por el método de microdilucién en caldo

4) Etapa 4: Determinacion de la CMB por siembra en cajas Petri.

7.1.1 Etapa 1. Preparacion de la solucion de timol

Se realizaron diferentes diluciones del timol con etanol al 95% y agua destilada
estéril en tubos Eppendorf de 2 mL para obtener un volumen final de 1 mL (Tabla
4) Observando que en la solucién con un volumen total de alcohol al 5%, no habia
disolucién por completo del timol, presentando precipitados, por lo que se aumenté
el porcentaje de etanol al 10 y 20% resultando en disolucion completa del
compuesto fendlico. Por lo que la concentracion utilizada en el estudio fue de 20 mg

de timol, 1 parte de alcohol 95% (v/v) y 9 partes de agua destilada estéril.(26,27)
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7.1.2 Etapa 2. Reactivacion de las cepas

Tabla 4 Distintos volimenes utilizados en la solucién de timol

Volumen Respuesta del
Volumen agua Volumen de .
Alcohol (%) _ _ total timol ante el
destilada (uL)  timol (mgQ)

(mL) solvente
5 950 20 1.0 Precipitado
10 900 20 1.0 Disoluciéon completa
20 800 20 1.0 Disoluciéon completa

Para iniciar con la reactivacion de las cepas, se realiz6 una resiembra en agar
sangre de 20 mL (BD. Bioxon, Becton Dickinson and Company, USA.) para A) E.
faecalis y en CHROMagar™ Candida Medium (BD. Bioxon, Becton Dickinson and

Company, USA.) para B) C. albicans. (Fig. 3)

Se incubaron (FELISA®) durante 24 h a 35+2 C° y se observé el desarrollo de
microorganismos. Posteriormente se realizo tincibon de Gram para corroborar la

pureza de las cepas.
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A) B)

Fig. 3 Del lado A) se observa crecimiento de colonias de C. albicans en CHROMagar TM y del lado B)
crecimiento de E. faecalis en agar sangre. Fuente: Autor

7.1.3 Etapa 3. Determinacion de la CMI por el método de microdilucion en
caldo

Estandarizacion del in6culo

El in6culo fue ajustado al equivalente del 0.5 en escala de McFarland (1x108) con
ayuda del espectrofotémetro UV-vis (GENESYS™ 20, Thermo Scientific). (Fig. 4)

La solucion blanco (solucion salina) fue colocada en una celdilla de cuarzo (Fig. 5)
y se ajustoé a una longitud de onda de 620 nm, posteriormente para el ajuste de
turbidez a 0.5 McFarland se tomaron una o dos colonias con un asa calibrada de la
siembra en caja Petri de C. albicans y de E. faecalis de forma independiente, se
resuspendié la colonia en un tubo con solucién salina estéril y se llevo al
espectrofotometro para su lectura, la absorbancia se ajusté en un rango de 0.080-
0.130 Abs. (Fig. 6)

32
Mariana Angeles Vazquez



Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida del

timol en patégenos endoddnticos. Estudio “In Vitro”

Fig. 4 Espectrofotémetro UV-vis GENESYS™ 20, Thermo Scientific Fuente: Autor

Fig. 5 Celdillas de cuarzo para espectrofotémetro Fuente: Autor

Mariana Angeles Vazquez
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Fig. 6 In6culos estandarizados 0.5 McFarland A) C. albicans B) E. faecalis Fuente: Autor

Método de microdilucidn en caldo

La guia de métodos de dilucion para la prueba de susceptibilidad antimicrobiana
MO7-A10, décima edicién del Clinical & Laboratory Institute (CLSI) describe la
metodologia a seguir para realizar este procedimiento.

Se llenaron placas de 96 pocillos con 220 uL de medio de cultivo, infusion cerebro
corazon (BHI) para E. faecalis y Dextrosa Sabouraud (DS) para C. albicans (para el
analisis de las cepas en conjunto se utilizd6 75% de BHI y 25% de DS),(28) a
excepcion de la segunda columna de pocillos que se llen6 con 100 uL de la solucién
de timol preparada previamente, se inicié con una concentracién de 3333.33 pg/mL
terminando con una concentracion de 0.003 pg/mL en la columna 11 (progresion
aritmética en base 2); se colocaron 220 uL de medio de cultivo en la columna 2 en
donde se encontraban los 50 L de timol, se inocularon los pocillos del 2 al 12 con
30 pL de solucion McFarland vy por ultimo a los pocillos de la columna 1 se les
colocaron 80 pL de solucidn salina estéril y 50 pL en los pocillos de la columna 12.

(Fig. 8)

Finalmente se sell6 la placa de 96 pocillos con una placa adherente y se dejé incubar

por 24 horas. El experimento se llevé a cabo por triplicado
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Al momento de realizar el método de microdilucion con las cepas mixtas se utilizaron
las mismas concentraciones de timol que se ocuparon inicialmente contra E. faecalis
y C. albicans de manera independiente, como resultado se obtuvo crecimiento de
microorganismos en todos los pocillos que contenian las concentraciones de timol
ocupadas con anterioridad. Una tincion Gram posterior a la exposicion de timol
evidenci6 la prevalencia de E. faecalis, aun con la concentracion mas elevada

utilizada en el experimento. (Fig. 7)

Fig. 7 Diferencia de microorganismos presentes en el experimento de cultivo mixto A) Previo a la exposicion
de timol B) Posterior a 24 h de exposicion timol (3333.33 pg/mL)

Al no obtener inhibicién de desarrollo a las concentraciones empleadas se decidio
aumentar las concentraciones iniciales, se inicié con 79992 ug/mL en el pocillo
namero 2 terminando en 3333 pg/mL en el pocillo nimero 12 con el fin de encontrar

un punto de corte intermedio. (Fig. 9)

Una vez determinado el punto de corte intermedio para la CMI de cultivo mixto se
procedié al desarrollo experimental de concentraciones mas especificas; se inicid
con 9999 ug/mL en el pocillo nimero 2 terminando en 6924.6 pg/mL en el pocillo

namero 2 con el fin de encontrar un punto de corte intermedio. (Fig. 10)
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Fig. 8 Método de microdilucion en caldo. Concentraciones utilizadas inicialmente Fuente: Autor
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Fig. 9 Método de microdilucion en caldo. Concentraciones aumentadas intermedias para cultivo mixto. Se resalta en recuadro rojo el punto de corte intermedio
para CMI en cultivo mixto. Fuente: Autor
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Determinacién de la CMI

Luego de 24 h de incubacion, se colocd la placa de 96 pocillos en el
espectrofotometro de placas (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate

Spectrophotometer), a una longitud de onda de 620 nm. (Fig. 11)

Plantills de placa: ANSUSSS Standard, 96-well | [[{Siueu R ng e
Conterido de pipeta Nombee: Placa 1 | Quitar |
Tipo de muestra
bt 1 2 3 4 5 6
Blanco
(@) Estandar
M Contro
s
Desconocido

Contenido de pipeta (A

EOEO

Nombre de muestra

® Auto () Lista
Prefijo: | Estdndar

mM

Réplcas

Fig. 11 A) Espectrofotdbmetro de placas Thermo Scientific TM MiltiskanTM GO B) Software Skanlt para
lectores de microlacas Fuente: Autor

Determinacién de la CMB

Para la determinacion de la CMB se tomé una caja Petriy con ayuda de un marcador
se dividio la caja en filas y columnas. (Fig. 12) Después, de acuerdo con los
resultados obtenidos previamente en el andlisis de la CMI, con una micropipeta se
tomaron 10 pL de la suspension del pocillo en donde se comenzaron a generar
microorganismos y dos pocillos antes, para finalizar descargando los 10 pL en la

caja Petri.

Se incubaron las muestras durante 24 h a 35+2C° y se observoé el desarrollo de
microorganismos; se determiné la CMB, después de 24 h se observaron las placas
y la concentracibn minima en la que ya no se observd crecimiento de

microorganismos fue la que se determiné como CMB.
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Fig. 12 29 Rotulacion de las cajas Petri para la determinacion de la CMB Fuente: Autor

Mariana Angeles Vazquez
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8 Resultados

Para fines préacticos el orden de los resultados obtenidos se presentara de la

siguiente manera:

v

v

Resultados de estadisticos por grupo de CMI de timol contra E. faecalis,
C. albicans y cultivo mixto (Media, error estandar de la media, desviacion
estandar, valor minimo y maximo).

Resultado de estadisticos por grupo de CMB de timol contra E. faecalis,
C. albicans y cultivo mixto (Media, error estandar de la media, desviacién
estandar, valor minimo y maximo).

Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para diferenciar las medias por
grupo experimental de CMI.

Resultados de prueba Post Hoc Tukey por grupo experimental de CMI.
Resultados de la prueba Kruskal-Wallis para diferenciar las medias por
grupo experimental de CMB.

Resultados de prueba Post Hoc Tukey por grupo experimental de CMB.

Se realiz6 el analisis de absorbancias obtenidas en el espectrofotometro de

placa, en donde se muestra la distribucién de datos obtenidos para las

diferentes concentraciones de timol utilizadas en los diferentes grupos de

cultivo. La linea roja indica el umbral de absorbancia obtenido por la muestra

blanco, cualquier absorbancia por encima de este dato se considera

desarrollo microbiano. (Fig.13-15)
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Fig. 13 Absorbancia a 620 nm (ABS) vs Concentracion de timol para cultivo monoespecie de E.faecalis.
Tendencia de valores de absorbancia correspondientes al desarrollo microbiano obtenidos a concentraciones
decrecientes de timol en placa de 96 pocillos; la linea
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Fig. 14 Absorbancia a 620 nm (ABS) vs Concentracion de timol para cultivo monoespecie de C.albicans.
Tendencia de valores de absorbancia correspondientes al desarrollo microbiano obtenidos a concentraciones
decrecientes de timol en placa de 96 pocillos; la linea
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Fig. 15 Absorbancia a 620 nm (ABS) vs Concentracion de timol para cultivo mixto de E.faecalis-C.albicans.

Tendencia de valores de absorbancia correspondientes al desarrollo microbiano obtenidos a concentraciones
decrecientes de timol en placa de 96 pocillos; la linea

Estadisticos de CMI por grupo

La CMI del timol frente a cultivos monoespecie para C. albicans, E. faecalis y cultivo
mixto fue de 2964.17 ug/mL, 2964.17 ug/mL y 8231.30 ug/mL respectivamente,
también se observa que la desviacion estandar de cultivo monoespecie fue igual,

tal como se puede observar en la Tabla 5.

Tabla 5 CMI del timol de cultivos monoespecie para C. albicans, E. faecalis y cultivo mixto (ung/mL)

Error estdindar Desviacion

Variable Media Minimo  Maximo
de la media estandar
E. faecalis 2964.17 295.07 885.23 603.56  3259.25
C. albicans 2964.17 295.07 885.23 603.56  3259.25
Mixto 8231.30 92.77 278.30 7826.29 8492.61
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La CMB del timol frente a cultivos monoespecie para C. albicans, E. faecalis y cultivo
mixto fue de 2686.55 pg/mL, 2374.02 pg/mL y 8492.61 ug/mL respectivamente

(Tabla 6).

Tabla 6 CMB del timol de cultivos monoespecie para C. albicans, E. faecalis y cultivo mixto (ug/mL)

Error estindar Desviacién

Variable Media Minimo
de la media estandar

E. faecalis 2686.55 393.59 1180.79 603.56

C. albicans 2374.02 442.61 1327.84 603.56

Mixto 8492.61 0.00 0.00 8492.61

Mariana Angeles Vazquez

Maximo

3333.33
3259.25
8492.61
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Concentracién minima inhibitorio

En la evaluacion de normalidad de datos mediante prueba de Shapiro-Wilk una
p=0.026 indica que la distribucion de los datos no se comporta de manera similar
en cada grupo, por lo que se asume no paramétrico y el ensayo de comparacion de

medias se realizé por Kruskal-Wallis.

El resultado obtenido por Kruskal-Wallis confirma que el grupo de cultivo mixto
presentd una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con los

grupos monoespecie. (Tabla 7)

Tabla 7 Tabla de comparacion de medias CMI por grupo experimental: p<0.05 contra grupos de C. albicans y

E. faecalis

Variable N Media (ug/mL)
E. faecalis 9 2964.17
C. albicans 9 2964.17
Mixto 9 8231.30*

*Diferencia estadisticamente significativa p=0.001

En la Tabla 8 se observa que entre la distribuciéon de CMI de los grupos de C.
albicans y E. Faecalis no existe una diferencia estadisticamente significativa ya que
el valor de p= 1.000 asume una igualdad entre los grupos; mientras que la diferencia
entre el cultivo mixto y los cultivos monoespecie fue estadisticamente significativa
(p=0.001)

Tabla 8 Pruebas PostHoc Tukey CMI

Diferencia de niveles Valor de p

C. albicans-E. faecalis 1.000
Mixto-E. faecalis 0.001
Mixto- C. albicans 0.001
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Fig. 16 Grafico CMI. Se muestra la tendencia de distribucion de datos por grupo experimental, asi como
media, mediana, desviacion estandar y valores atipicos. *p=0.001 vs grupos monoespecie Fuente: Autor
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Concentracién minima inhibitoria

En la evaluacion de normalidad de datos mediante prueba de Shapiro-Wilk una
p=0.01 indica que la distribucién de los datos no se comporta de manera similar en
cada grupo, por lo que se asume no paramétrico y el ensayo de comparacion de

medias se realizé por Kruskal-Wallis.

El resultado obtenido por Kruskal-Wallis confirma que el grupo de cultivo mixto
presentd una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con los

grupos monoespecie. (Tabla 9)

Tabla 9 Tabla de comparacion de medias por grupo experimental: P<0.05 contra grupos de C. albicans y E.

faecalis

Variable N Media (ug/mL)
E. faecalis 9 2685.55
C. albicans 9 2374.02
Mixto 9 8492.61*

*Diferencia estadisticamente significativa p=0.001

En la Tabla 10 se observa que entre la distribucion de CMB de los grupos de C.
albicans y E. Faecalis no existe una diferencia estadisticamente significativa ya que
el valor de p= 0.797 asume una igualdad entre los grupos; mientras que la diferencia
entre el cultivo mixto y los cultivos monoespecie fue estadisticamente significativa
(p=0.001)

Tabla 10 Pruebas PostHoc CMB

Diferencia de niveles  Valor de p

C. albicans-E. faecalis 0.797
Mixto-E. faecalis 0.001
Mixto- C. albicans 0.001

47
Mariana Angeles Vazquez



Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida del

timol en patégenos endododnticos. Estudio “In Vitro”

T Desviacion estandar

— Mediana
= Media
e + \alores atipicos
*
E
34500 ]
m
=
[ R —_—
o
-
i T T T
E.fa=mslis Moo

[
1]
=]
h
1
n

Fig. 17 Grafico CMB. Se muestra la tendencia de distribucion de datos por grupo experimental, asi como
media, mediana, desviacion estandar y valores atipicos. *p=0.001 vs grupos monoespecie Fuente: Autor

Mariana Angeles Vazquez



Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida del

timol en patégenos endododnticos. Estudio “In Vitro”

9 Discusion

Dentro de los componentes bioactivos mas comunes de algunas plantas se
encuentran los metabolitos secundarios, tales como los compuestos fendlicos.
Dentro de las cuales existen sustancias tanto no volatiles (acidos fendlicos,

flavonoides y taninos) como volatiles (timol). (29,30)

El timol se encuentra presente en los aceites esenciales los cuales son extraidos
de plantas que pertenecen a la familia Lamiaceae, como las de los géneros Thymus,
Ocimun y Origanum; este compuesto es el principal monoterpeno fendlico de estos

aceites esenciales. (29,30)

Se han realizado diversos estudios en donde determinan la composicidén quimica
de distintas especies del género Thymus; Aprotosoaie et al. Identificaron 63
compuestos en el aceite esencial de Thymus vulgaris siendo el timol el compuesto
mayoritario (55.44%), en cuanto al aceite esencial de Thymus calcareus también
predomind el timol formando parte del aceite en un 55.44%. (31)

Por otro lado, Golkar et al. Evaluaron las composiciones de tres poblaciones del
género Thymus (Thymus daenensis, Thymus vulgaris y Thymus kotschianus) en
donde identificaron carvacrol (4.99-46.22%) y timol (14.8-70.12%) como los

compuestos mayoritariamente abundantes de todas las especies evaluadas. (32)

El timol se ha utilizado en diversas industrias, dentro de la industria alimentaria
ha sido empleado debido a que este compuesto fendlico tiene capacidad de
conservar los alimentos, de igual manera es ampliamente utilizado en repelentes de
mosquito por su efecto repelente natural, en la medicina tradicional ha sido utilizado
para el tratamiento de diferentes afecciones, como dolores de cabeza, tos y diarrea.
Marchese et al. Mencionan que se ha demostrado que el timol tiene muchas
actividades diferentes, tales como propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
anestésicas, anticonceptivas, cicatrizantes, antisépticas y especialmente
antibacterianas y antifungicas. (30)
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Debido a que el timol contiene esta amplia gama de propiedades ha sido de
interés en el area meédica, actualmente se ha determinado su capacidad
antimicrobiana contra diversos microorganismos de la cavidad oral, Lee et al.
Evaluaron 5 antimicrobianos naturales, entre ellos el timol, contra bacterias de la
cavidad oral, Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus (33), asi como
Botelho et al. evaluaron la capacidad antimicrobiana del carvacrol y el timol contra
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius 'y
Streptococcus sanguis, microorganismos presentes en caries y enfermedad
periodontal (34). En este estudio se evalué la CMI y la CMB de timol contra
patbgenos presentes en patologias endododnticas persistentes, C. albicans y E.
faecalis ya que actualmente no existe informacion acerca del comportamiento este

componente natural contra dichos patégenos endoddnticos.

La capacidad antimicrobiana del timol es capaz de desintegrar la membrana
externa de los microorganismos, lo que permite la salida de lipopolisacéaridos e
incrementa la permeabilidad de la membrana citoplasmatica. (35) Lambert et al.
Mencionaron que el timol cambia la permeabilidad de la membrana de las células
de los microorganismos, dejando que se filtren los componentes quimicos (iones,
ATP, &cidos nucleicos y aminoacidos) los cuales son de vital importancia para el

metabolismo. (36)

Para lograr establecer la CMI y CMB se utilizé el método de microdilucion en
caldo ya que en la literatura mas reciente se reportan resultados basados en esta
técnica, el método de microdilucion se llevé a cabo de acuerdo a lo establecido por
el Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI). (37)

Wagner F et al realizaron un estudio en el cual utilizaron distintos extractos de
distintas plantas Curcuma longa L. (turmeric), Rosmarinus ofcinalis L. (rosemary),
y Thymus vulgaris L. (thyme) contra un microorganismo cariogénico (Streptococcus
mutans), determinaron la CMI a través del método de microdilucién en caldo, asi

como también lo llevaron a cabo Rua et al. (26,27,38)
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Las concentraciones utilizadas en las distintas investigaciones en las cuales se
comprobd el efecto antimicrobiano del timol contra diversos patdgenos eran
concentraciones muy variables, debido a que no hay estudios que evaltuen al timol
contra los patégenos utilizados en esta investigacion, se tomaron como referencia
los valores encontrados en los siguientes trabajos, para poder tener un punto de
partida. Rua et. al utilizaron el timol contra Staphylococcus aureus en un rango de
3200- 50 pg/mL. (26), MehriArdestani et al. hicieron uso del timol en un rango de
64-0.03 mg/mL contra Candida spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae y Lactobacillus acidophilus, (39) Botelho et al. Utilizaron
el timol contra patégenos de la cavidad oral: Streptococcus mutans y C. albicans.
En concentraciones que iban de 435 a 6.79 mg/mL, (34). Las concentraciones

utilizadas en esta investigacion fueron en un rango de 9999-0.003 ug/mL.

El timol se preparé en una concentracion final de 20 mg/mL. Se utilizé alcohol
como disolvente, cantidad de compuesto fendlico (20 mg), una parte de etanol al
95% (v=v) y 9 partes de agua estéril tan como lo reportado por Rua et al. (26,27),
en este estudio se realiz6 una prueba previa a realizar el método de microdilucién
en caldo, en donde en las placas de 96 pocillos se colocé el disolvente en lugar del
timol, para evaluar si el alcohol inhibia el crecimiento bacteriano, siendo negativo,
en todos los pocillos se reportd crecimiento bacteriano, por lo que se determiné que

el uso de alcohol como disolvente no influenciaba en los resultados.

En base a los resultados obtenidos en este estudio, se determind que la CMB y
CMI para E, faecalis fue de 2964.17 pug/mL y 2374.02 pg/mL, para C. albicans
2964.17 yg/mLy 2686.55 pg/mL y para los cultivos mixtos 8231.30 uyg/mL y 8492.61
Mg/mL, no hay estudios previos en donde evalten la CMI y la CMB de E. faecalis y

C. albicans en conjunto por lo que son datos que no pueden ser comparados.

Durante el experimento se tuvo que realizar un aumento en la concentracion al
probar el timol con las cepas mixtas, debido a que las concentraciones iniciales no

fueron efectivas, se realiz6 tincion de Gram para corroborar la presencia de ambos
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microorganismos, a lo que solo se encontré solo la presencia de E. faecalis, por lo

gue se determind que los microorganismos en conjunto generaron resistencia.

Enterococcus faecalis es una bacteria Gram-positiva, y Candida albicans, un
hongo, los cuales ocupan nichos similares, dentro del microbioma gastrointestinal y
oral. Ambas especies también se encuentran entre los patdgenos nosocomiales
oportunistas mas importantes y problematicos. En diversos estudios se ha
observado que estas dos especies antagonizan la virulencia una de la otra. Carrie
et al. Mencionan que se identificado la bacteriocina de E. faecalis, EntV, producida
a partir del locus entV (ef1097), como necesaria y suficiente para la reduccion de la
virulencia de C. albicans y la inhibicién de la formacion de hifas, un rasgo critico de
virulencia. (40,41)
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10 Conclusiones

v El timol, el cual es un componente que se encuentra de manera natural en
algunas especies como el orégano y el tomillo, presentan actividad
antimicrobiana en ciertos microorganismos de interés en endodoncia como E.
faecalis y C. albicans.

v En el presente estudio fue posible determinar que el timol tiene efecto inhibitorio
y bactericida frente a cultivos monoespecie de E. faecalis y C. albicans, mientras
la CMI para ambos cultivos resulté ser la misma la CMB resulté diferente para
ambos cultivos. Siendo C. albicans el cultivo con menor CMB, por lo que se
sugiere que las levaduras son mas labiles ante la presencia de timol. Mientras
que para el estudio sobre el cultivo mixto se encontré6 una considerable
resistencia por parte de los microorganismos al timol, aumentando asi las
concentraciones utilizadas con los cultivos monoespecie.

v El microorganismo que presento resistencia al timol en el experimento mixto fue
E. faecalis. La literatura sugiere que esto se debe al antagonismo que existe
entre C. albicans y E. faecalis, que aumenta sus factores de virulencia, como lo

podria ser la resistencia antimicrobiana.
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11 Perspectivas

v Determinar la citotoxicidad y biocompatibilidad del timol a las concentraciones
halladas en este estudio.

v' Comparacioén de efecto antimicrobiano del timol contra otros antimicrobianos

\

Evaluacion de la penetracion del timol en tubulos dentinarios.

v’ Efecto de timol sobre una biofilm de patégenos de importancia endodéntica.
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