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RESUMEN

Introduccion: La caries dental es una de las enfermedades mas
prevalentes a nivel mundial, vinculada estrechamente con la accién de
Streptococcus mutans. Esto ha generado interés en alternativas
naturales a los antimicrobianos convencionales.

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico
de semilla de uva (Vitis vinifera) al 75 % y 100 % frente a S. mutans
ATCC 25175, comparandolo con la clorhexidina al 0,12 % mediante
difusion en agar.
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Métodos: Se prepararon extractos hidroetandlicos de semillas recolectadas en
Ica, Peru. Veinte placas de agar Mueller-Hinton se inocularon con S. mutans,
aplicando en pocillos 40 L de extracto al 75 % y 100 %, clorhexidina al 0,12 %
y solucién salina como control negativo. Las zonas de inhibicidon se midieron a
las 24, 48 y 72 horas. Los datos se analizaron con ANOVA de un factor y prueba
post hoc de Bonferroni (p < 0,05).

Resultados: El extracto al 100 % mostrd zonas de inhibicion significativamente
mayores que el de 75 % en todos los tiempos (p < 0,001), con eficacia
comparable a la clorhexidina al 0,12 % a las 24 y 72 horas. El control negativo
no evidencié actividad antibacteriana.

Conclusiones: El extracto hidroetandlico al 100 % de semilla de uva presentd
actividad antibacteriana dosis-dependiente frente a S. mutans, con resultados
similares a la clorhexidina. Estos hallazgos respaldan su potencial como
alternativa natural en la prevencién de la caries dental, aunque se requieren
estudios clinicos adicionales que confirmen su efectividad.

ABSTRACT

Introduction: Dental caries is one of the most prevalent diseases worldwide,
closely linked to the action of Streptococcus mutans. This has generated growing
interest in natural alternatives to conventional antimicrobials.

Objective: To evaluate the antibacterial effect of hydroethanolic grape seed
(Vitis vinifera) extract at 75% and 100% against S. mutans ATCC 25175,
comparing it with 0.12% chlorhexidine using agar diffusion method.

Methods: Hydroethanolic extracts were prepared from seeds collected in Ica,
Peru. Twenty Mueller-Hinton agar plates were inoculated with S. mutans, and 40
ML of 75% and 100% extract, 0.12% chlorhexidine, and saline solution as
negative control. Zones of inhibition were measured at 24, 48, and 72 hours.
Data were analyzed using one-way ANOVA and post hoc Bonferroni test
(p<0.05).

Results: The 100 % extract showed significantly larger inhibition zones than the
75% extract at all times (p<0.001), with efficacy comparable to 0.12%
chlorhexidine at 24 and 72 hours. Negative control showed no antibacterial
activity.

Conclusions: The 100% hydroethanolic extract of grape seed presented dose-
dependent antibacterial activity against S. mutans, with results similar to
chlorhexidine. These findings support its potential as a natural alternative in the
prevention of dental caries, although additional clinical studies are required to
confirm its effectiveness.
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INTRODUCCION

La caries dental es una de las enfermedades crénicas mas comunes a nivel
mundial. Segun el informe de la Organizacién Mundial de la Salud sobre salud
bucal, en 2022 se estimdé que alrededor de 3,5 mil millones de personas
presentan algun tipo de enfermedad oral, y mas de 2 mil millones padecen caries
en la denticion permanente.®

Revisiones de datos globales confirman que cerca de 3 mil millones de personas
se ven afectadas, con una prevalencia que oscila entre el 60 % y el 100 % en
nifios y adultos.(>3 Esta carga epidemioldgica tiene implicaciones significativas
en los costos de atencién sanitaria y en la calidad de vida de millones de
personas.®

La caries es una enfermedad multifactorial en la cual Streptococcus mutans
desempefia un papel clave como principal agente cariogénico. Esta bacteria
Gram-positiva fermenta carbohidratos y disminuye el pH salival, provocando
desmineralizacion del esmalte. Ademas, produce glucanos mediante enzimas
glucosiltransferasas (GtfB, GtfC y GtfD), que facilitan la adhesiéon bacteriana y
refuerzan el biofilm dental.(?>%

El control de este biofilm depende de la higiene oral mecanica y del uso de
agentes antimicrobianos como la clorhexidina (CHX), considerada con frecuencia
el estandar de referencia por sus efectos prolongados y su actividad de amplio
espectro.®® Sin embargo, el uso prolongado de CHX puede ocasionar efectos
adversos como tincidon dental, alteraciones del gusto, sensaciones de ardor,
xerostomia e incluso resistencia microbiana.(®¢'® Estas limitaciones han
incrementado el interés en alternativas mas seguras de origen vegetal.

Diversos estudios han demostrado la eficacia de los extractos vegetales contra
S. mutans, gracias a compuestos bioactivos como flavonoides, taninos y
polifenoles, que interfieren en la adhesién bacteriana y en la actividad
enzimatica.*'? Tanto estudios clinicos como experimentales han mostrado
resultados prometedores con agentes naturales como propdleos, té verde,
moringa, lavanda, Glycyrrhiza uralensis y otros, muchos de los cuales presentan
menos efectos secundarios que la CHX.(:6/11-15)

En este contexto, el extracto de semilla de uva (Vitis vinifera) destaca por su
elevado contenido de proantocianidinas, con potentes propiedades
antimicrobianas que han demostrado inhibir la formacién de biofilm y reducir la
expresion de glucosiltransferasas.(?'®) No obstante, la mayoria de los estudios
han empleado bajas concentraciones o han combinado el extracto de semilla de
uva con otros agentes, lo que limita su aplicacion clinica. La evidencia sobre la
eficacia de extractos hidroetandlicos de semilla de uva en altas concentraciones
(275 %) frente a S. mutans, y su comparacion directa con la CHX comercial,
sigue siendo limitada.
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El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano del
extracto hidroetandlico de semilla de uva (Vitis vinifera) en concentraciones de
75 % y 100 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, comparando su
efecto inhibitorio con la CHX al 0,12 % mediante el método de difusion en agar.
Se planted la hipétesis de que el extracto en mayores concentraciones podria
generar zonas de inhibicidn iguales o superiores a las de la CHX, lo que sugeriria
su potencial como alternativa natural para la prevencion de la caries dental.

METODOS

En abril de 2024, se recolectaron 5 kg de uvas negras (Vitis vinifera) en el viRedo
Parrita, ubicado en el kildmetro 296 de la carretera Panamericana Sur, en la
region Ica, Peru. La identificacion botanica se realizd en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), Lima, donde
se depositaron los especimenes de referencia. Las uvas fueron lavadas bajo agua
corriente y las semillas se separaron manualmente.

Luego, las semillas se secaron en un horno de conveccién a 40 °C durante 96
horas y se pulverizaron en un mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino.
Se maceraron 200 g de este polvo en 1000 mL de una solucion hidroetandlica
(etanol 96 % y agua purificada, 1:1 v/v) en frascos de vidrio ambar protegidos
de la luz, durante 14 dias con agitacion diaria. El extracto fue filtrado con papel
de filtro Whatman No. 42 y bomba de vacio, luego concentrado a 40 °C hasta
reducirse a un tercio de su volumen original. El extracto final se almacend en
frascos ambar y se prepard en dos concentraciones para su evaluacion:

75 % (p/v): 15 g de extracto disueltos en 20 mL de solucién hidroetandlica
(etanol:agua, 1:1)

100 %: extracto sin diluir (utilizado tal como se obtuvo)

La cepa de referencia Streptococcus mutans ATCC 25175 fue proporcionada por
el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNMSM, junto con su certificado de analisis. El caldo Brain Heart Infusion (BHI)
se prepard disolviendo 37 g/L en agua destilada, esterilizado a 121 °C por 15
minutos y distribuido en tubos de ensayo.

El agar BHI (52 g/L) y el agar Mueller-Hinton (34 g/L) se prepararon segun
protocolos estandar y se vertieron en cajas Petri estériles de 90 mm de didmetro,
con una profundidad uniforme de 4 mm (aproximadamente 25-30 mL por placa).
El pH del agar Mueller-Hinton se verificd con un potenciémetro y se ajusté entre
7,0y 7,6 antes de la esterilizacion. Ademas, se prepard solucién salina estéril al
0,9 % para la suspensién bacteriana.

La cepa bacteriana fue reactivada inoculando colonias aisladas en caldo BHI
estéril e incubando a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se prepard una
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suspensién bacteriana en 10 mL de solucién salina estéril, ajustada a la turbidez
del estandar de McFarland N.2 1 (~3 x 108 UFC/mL). Esta suspension se diluyé
1:3 para obtener una concentracidén final aproximada de 1 x 108 UFC/mL,
utilizada en todos los ensayos.

Se evalud la actividad antibacteriana mediante el método de difusién en agar.
Las placas de agar Mueller-Hinton se inocularon con 100 pL de la suspensidn
bacteriana preparada, distribuidos homogéneamente sobre la superficie con una
espatula estéril de Drigalsky en tres direcciones, rotando la placa 60° entre cada
pasada. Las placas se dejaron secar de 3 a 5 minutos antes de perforar los
pocillos.

Fueron realizados cuatro pocillos (6 mm de diametro) en cada placa, utilizando
un sacabocados estéril, colocados a no menos de 15 mm del borde y distribuidos
de manera equidistante para evitar la superposicidn de las zonas de inhibicidn.
En cada pocillo se colocaron 40 uL de una de las siguientes soluciones:

Extracto de semilla de uva al 100 %
Extracto de semilla de uva al 75 %

Control positivo: Perio-Aid® (CHX al 0,12 %)
Control negativo: solucidn fisioldgica estéril

Se utilizaron 20 placas, con un pocillo por tratamiento en cada placa (n = 20 por
grupo). Las placas se incubaron a 37 °C y las zonas de inhibicion se evaluaron a
las 24, 48 y 72 horas.

Tras cada periodo de incubacién, los didmetros de las zonas de inhibicién se
midieron en milimetros utilizando un calibrador digital. Cada zona fue medida
tres veces y se calculé el promedio, redondeando al nUmero entero mas cercano.
Todos los ensayos se realizaron de manera independiente y por triplicado para
garantizar la consistencia.

Este estudio se realizd integramente como un experimento in vitro, sin la
participacion de seres humanos ni animales, por lo que no se requirid
consentimiento informado. El protocolo de investigacién fue revisado y aprobado
por el Comité de Etica de la Universidad Nacional Federico Villarreal (nUmero de
aprobacion: 337-12-2023), en conformidad con las politicas institucionales y en
pleno cumplimiento de los principios éticos de la Declaraciéon de Helsinki.

Los datos se analizaron con el software STATA versién 18. Para comparar las
medias de las zonas de inhibicién entre los grupos de tratamiento se utilizé un
anadlisis de varianza (ANOVA) de un factor. Las comparaciones por pares se
realizaron mediante la prueba post hoc de Bonferroni. Se considerd
estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.
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RESULTADOS

La actividad antibacteriana del extracto hidroetandlico de semilla de uva (Vitis
vinifera) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 se evalué mediante la
medicion de los diametros de las zonas de inhibicion a las 24 (tabla 1), 48 (tabla
2), Y 72 horas (tabla 3) de incubacidn.

Tabla 1. Efecto antibacteriano del extracto de semilla de uva (Vitis vinifera) al
75 % y 100 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Estudio in vitro a

las 24 horas
Grupo No. | Media | DE | Mediana | Min. | Max.
Extracto al 100 % | 20 14,5 1,6 14,4 11,0 | 17,7
Extracto al 75 % 20 12,5 1,4 13,1 8,3 14,2
Control positivo 20 13,0 1,6 12,9 10,4 | 16,6

Los valores resumidos representan los diametros de las zonas de inhibicion
(mm); DE: desviacidn estandar. El control positivo fue la clorhexidina.

Tabla 2. Efecto antibacteriano del extracto de semilla de uva (Vitis vinifera) al
75 % y 100 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Estudio in vitro a

las 48 horas
Grupo No. | Media | DE | Mediana | Min. | Max.
Extracto al 100 % | 20 13,2 1,4 13,0 10,8 | 17,2
Extracto al 75 % 20 11,6 1,4 11,8 7,9 14,2
Control positivo 20 12,2 1,4 12,0 9,8 14,5

Los valores resumidos representan los diametros de las zonas de inhibicion
(mm); DE: desviacidn estandar. El control positivo fue la clorhexidina.

Los articulos de Revista Médica Electronica de la Universidad de Ciencias Médicas de Matanzas se
comparten bajo los términos de la Licencia Creative Commons Atribucidn- NoComercial 4.0.
Email: rme.mtz@infomed.sld.cu

©08]




i Rev Méd Electron. 2026;48:e6933 ISSN: 1684-1824

Tabla 3. Efecto antibacteriano del extracto de semilla de uva (Vitis vinifera) al
75 % y 100 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Estudio in vitro a

las 72 horas
Grupo No. | Media | DE | Mediana | Min. | Max.
Extracto al 100 % | 20 12,5 1,7 12,4 9,6 12,5
Extracto al 75 % 20 10,5 1,9 10,8 6,0 10,5
Control positivo 20 11,7 1,3 11,5 9,6 11,7

Los valores resumidos representan los diametros de las zonas de inhibicion
(mm); DE: desviacidn estandar. El control positivo fue la clorhexidina.

A las 24 horas, el extracto al 100 % produjo una zona de inhibicion media de
14,5 £ 1,6 mm, superior tanto al control positivo (CHX) con 13,0 £ 1,6 mm
como al extracto al 75 % con 12,5 £ 1,4 mm. Se observaron diferencias
significativas entre el extracto al 100 % y el de 75 % (p = 0,001), asi como
entre el extracto al 100 % y la CHX (p = 0,015). No se encontraron diferencias
significativas entre el extracto al 75 % vy el control positivo (p = 0,850).
(Tabla 4)

Tabla 4. Comparaciéon de los didametros de las zonas de inhibicién de
Streptococcus mutans ATCC 25175 entre el extracto de semilla de uva (75 % vy
100 %) y el control positivo-24 horas

Grupos (I vs. J) Diferencia de medias (I-]) | p-valor®
Extracto al 100 % vs. Extracto al 75 % 1,95 0,001"
Extracto al 100 % vs. Control positivo 1,42 0,015"
Extracto al 75 % vs. Control positivo -0,53 0,850

“Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05); aComparaciones
multiples de Bonferroni posteriores al ANOVA.

A las 48 horas, los didmetros promedio de las zonas de inhibicién fueron de 13,2
+ 1,4 mm para el extracto al 100 %, 12,2 £ 1,4 mm parala CHXy 11,6 £ 1,4
mm para el extracto al 75 %. Persistid una diferencia estadisticamente
significativa entre los extractos al 100 % y 75 % (p = 0,001), mientras que no
se observaron diferencias significativas entre los otros grupos. (Tabla 5)
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Tabla 5. Comparaciéon de los didmetros de las zonas de inhibicién de
Streptococcus mutans ATCC 25175 entre el extracto de semilla de uva (75 % y
100 %) y el control positivo-48 horas

Grupos (I vs. J) Diferencia de medias (I-J) | p-valor?
Extracto al 100 % vs. extracto al 75 % 1,67 0,001"
Extracto al 100 % vs. control positivo 1,03 0,07
Extracto al 75 % vs. control positivo -0,63 0,490

*Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05); aComparaciones
multiples de Bonferroni posteriores al ANOVA.

A las 72 horas, el extracto al 100 % mostré una zona de inhibicidn media de
12,5 £ 1,7 mm, en comparacién con 11,7 + 1,3 mm para el control positivo y
10,5 + 1,9 mm para el extracto al 75 %. El analisis post hoc indicé una diferencia
significativa entre los extractos al 100 % y 75 % (p = 0,001). Sin embargo, las
comparaciones entre el extracto al 100 % y la CHX (p = 0,335), asi como entre
el extracto al 75 % vy el control positivo (p = 0,058), no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. (Tabla 6)

No se observaron zonas de inhibicion en el grupo control negativo (solucién
salina estéril) en ninguno de los tiempos evaluados.

Tabla 6. Comparaciéon de los didmetros de las zonas de inhibicién de
Streptococcus mutans ATCC 25175 entre el extracto de semilla de uva (75 % vy
100 %) y el control positivo-72 horas

Grupos (I vs. J) Diferencia de medias (I-]) | p-valor®
Extracto al 100 % vs. extracto al 75 % 2,08 0,001"
Extracto al 100 % vs. control positivo 0,84 0,335
Extracto al 75 % vs. control positivo -1,24 0,058

*Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05); aComparaciones
multiples de Bonferroni posteriores al ANOVA

DISCUSION

Este estudio confirmd que el extracto hidroetandlico al 100 % de semillas de
Vitis vinifera presenta una actividad antibacteriana significativa frente a
Streptococcus mutans, comparable a la de la CHX a las 24 y 72 horas, y superior
al extracto al 75 %, demostrando un claro efecto dosis-dependiente. Cabe
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destacar que la comparacién directa con CHX bajo un protocolo uniforme
fortalece la interpretabilidad de los resultados y aporta evidencia experimental
adicional sobre el potencial antibacteriano del extracto. Estos hallazgos coinciden
con investigaciones previas que atribuyen el efecto antimicrobiano a las
proantocianidinas, capaces de alterar las membranas bacterianas, inhibir las
glucosiltransferasas, reducir la produccion de acido y estabilizar los niveles de
pH.?

Los resultados referidos aqui son coherentes con los de Tovar Carrillo et al.,(*”
quienes observaron mas del 90 % de inhibicion de S. mutans utilizando
hidrogeles con extracto de semilla de uva al 30-50 %. También destacan el efecto
del pH del solvente sobre la estabilidad del sistema y la liberacién de polifenoles.
De manera similar, Castellanos et al.,® en una revision de 22 estudios in vitro,
sefialaron que los extractos de semilla de uva y arandano disminuyen la
formacién de polisacaridos extracelulares e influyen en la expresidén de genes de
virulencia, identificando a las proantocianidinas como los principales compuestos
activos.

Desde la perspectiva clinica, Farrag et al.(*®) encontraron que un enjuague bucal
con extracto de semilla de uva no fue inferior a la CHX al 0,125 % tras dos y
siete dias de uso en nifios, aunque no se observé una superioridad significativa,
lo que sugiere que podrian ser necesarias concentraciones mas altas o sistemas
de liberacion mejorados. Otros fitocompuestos, como Carum copticum,
baicaleina, té verde, hierbas mediterraneas y taninos derivados del acido galico,
también han mostrado potentes efectos antibacterianos, en ocasiones superiores
a los de la CHX.(19-22)

En particular, compuestos derivados del cacao, como un flavonoide aislado,
redujeron significativamente la formacidn de biofilm en concentraciones de 6,25-
25 mg/mL y la eliminaron completamente a 50 mg/mL. El extracto de cacao y
sus polifenoles asociados también demostraron notable actividad, aunque la
teobromina mostré un efecto bifasico.®

Asimismo, combinaciones polifendlicas han evidenciado efectos sinérgicos
prometedores. La epigallocatechin gallate del té verde redujo la formacién de
biofilm en modelos expuestos a nicotina,®® mientras que la combinacién de
extractos de granada y mirto disminuyd significativamente tanto la viabilidad
bacteriana como la biomasa del biofilm.(>2®) De igual modo, inhibidores de
glucosiltransferasas quimicamente modificados y superpolifenoles como SP6 y
SP10 alcanzaron niveles de inhibicion comparables a la povidona yodada, sin
afectar la viabilidad bacteriana.(7:2®

Una de las fortalezas de este estudio es su disefio controlado y el uso de un
antiséptico validador, lo que permite evaluar con precision las relaciones dosis-
respuesta. A diferencia de muchos estudios previos, este trabajo evalud
directamente un extracto de alta concentracién con zonas de inhibicion y tiempos

Los articulos de Revista Médica Electronica de la Universidad de Ciencias Médicas de Matanzas se
comparten bajo los términos de la Licencia Creative Commons Atribucidn- NoComercial 4.0.
Email: rme.mtz@infomed.sld.cu

©08]




i Rev Méd Electron. 2026;48:e6933 ISSN: 1684-1824

de incubacién estandarizados, ofreciendo datos comparativos valiosos. No
obstante, se deben reconocer ciertas limitaciones.

Los ensayos se realizaron in vitro con una sola cepa bacteriana y en condiciones
simplificadas que no reproducen completamente el ambiente oral. Ademas, la
efectividad del extracto puede variar en biofilms multiespecie o en sistemas de
liberacion donde el pH y la estabilidad de la matriz afectan su actividad.(7:26:29)
También es fundamental considerar que altas concentraciones de polifenoles
podrian implicar riesgos de citotoxicidad o interferir con la adhesién de
materiales restauradores.(?®

Desde el punto de vista clinico, el extracto de semilla de uva aparece como una
opcién prometedora en productos de higiene oral, especialmente en personas
sensibles a los efectos adversos asociados a la CHX, como irritacion mucosa,
tincion dental o alteraciones del gusto. Su accién multimodal, propiedades
antioxidantes y bajo riesgo de resistencia respaldan su potencial terapéutico.

Sin embargo, la ausencia de evidencia clinica sdlida limita aun su uso
generalizado. Futuros estudios deberian evaluar su efectividad en modelos de
biofilm multiespecie y en condiciones orales simuladas, asi como el desarrollo de
formulaciones de liberacién controlada. También resulta relevante explorar
combinaciones sinérgicas con flior u otros polifenoles, ademas de realizar
ensayos clinicos aleatorizados bien disefiados y con seguimiento a largo plazo.®®

En conclusion, el extracto hidroetandlico al 100 % de Vitis vinifera mostrd una
efectividad antibacteriana in vitro comparable a la CHX frente a S. mutans,
respaldando el potencial terapéutico de sus compuestos polifendlicos. La
evidencia actual confirma sus efectos multimodales y sinérgicos y sugiere que
podria constituir una alternativa prometedora en el manejo de la caries dental,
siempre que su eficacia sea verificada mediante ensayos clinicos rigurosos vy
estandarizados.
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