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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano del enjuague bucal experimental a base del
extracto etandlico de la Caesalpinia spinosa (Tara) frente a Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 3327. Material y Método: Se ejecutd
un estudio experimental realizando un extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara)
a distintas concentraciones, cuya técnica de obtencidon usada fue la maceracion en
alcohol a 70° por 45 dias, y se procedio a las diluciones, para lograr concentraciones al
25%, 50%, 75% y 100%: Para evaluar el efecto antibacteriano se usé la técnica de
difusion de disco de Kirby Bauer. La concentracion minima inhibitoria (CMI), se
adquirid por la técnica de microdilucion y la concentracion minima bactericida (CMB)
por la UFC. Finalmente, seelabord el enjuague bucal a base del extracto etanolico de
Caesalpinia spinosa (Tara) empleando el CMB para después comprobar su efecto
antibacteriano; en dicho ensayo se realizaron 9 repeticiones para Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 3327 respectivamente.
Resultados: El estudio por CromatografialL.iquida constatd metabolitos secundarios,
compuestos fenolicos y flavonoides, triterpenos, esteroides, y taninos. El efecto
antibacteriano sobre Porphyromona gingivalis ATCC 3327 en las concentraciones de
25%,50%,75%,100% con resultados de 21.69mm, 27.72mm, 31.33mm, 35.18mm halos
de inhibicion y sobre Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, la concentracion del
100%, con promedio de 14.62mm y 75% con 13.20mm y en las concentraciones del
25%,50% y el control negativo el halo de inhibicién no fue registrable. La CMI sobre
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 es de 5.41744996 mg/ml y la CMB es
5,7457831 mg/ml; mientras que para Porphyromona gingivalis ATCC 3327 la CMI es
de 0.95211665 mg/ml y la CMB fue de 1.214833Img/ml. Se elabord un enjuague bucal
a base del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara) frente a Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 con una concentracion de 5.7457831mg/ml que es el 97.2%
formando halos >25mm en promedio y de la Clorhexidina al0,12% fue de 14.35mm,
frente a Porphyromona gingivalis ATCC 3327 , el didmetro de halo de inhibicion fue
>25 mm a una concentracion de 1.2148331 mg/ml que es el 20.5% y de la Clorhexidina
al 0,12%, fue de 36.36mm.Conclusiones: El enjuague bucal a base del extracto etandlico
de Caesalpiniaspinosa (Tara) presenta efecto antibacteriano frente a Fusobacterium

nucleatum ATCC25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277.
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ABSTRACT

Antibacterial effect of an experimental mouthwash based on ethanolic extract of Tara
(Caesalpinia spinosa) against oral pathogens. In vitro study.

Objective: To demonstrate the antibacterial effect of the experimental mouthwash
based on the ethanolic extract of Caesalpinia spinosa (Tara) against Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 and Porphyromona gingivalis ATCC 3327. Material and
Method: An experimental study was carried out with an ethanolic extract of
Caesalpinia spinosa (Tara) at different concentrations, whose obtaining technique used
was maceration in alcohol at 70° for 45 days, and dilutions were carried out to achieve
concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%: To evaluate the antibacterial effect Kirby
Bauer's disk diffusion technique was used. The minimum inhibitory concentration
(MIC) was acquired by the microdilution technique and the minimum bactericidal
concentration (MBC) by the CFU. Finally, the mouthwash was prepared based on the
ethanolic extract of Caesalpinia spinosa (Tara) using CMB to then verify its
antibacterial effect; In this test, 9 repetitions were carried out for Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 and Porphyromona gingivalis ATCC 3327 respectively.
Results: The Liquid Chromatography study confirmed secondary metabolites,
phenolic compounds and flavonoids, triterpenes, steroids, and tannins. The
antibacterial effect on Porphyromona gingivalis ATCC 3327 in concentrations of
25%,50%,75%,100% with results of 21.69mm, 27.72mm, 31.33mm, 35.18mm
inhibition zones and on Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, the concentration of
100%, with an average of 14.62mm and 75% with 13.20mm and in the concentrations
of 25%, 50% and the negative control the zone of inhibition was not recordable. The
MIC on Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 is 5.41744996 mg/ml and the MBC
is 5.7457831 mg/ml; while for Porphyromona gingivalis ATCC 3327 the MIC is
0.95211665 mg/ml and the MBC was 1.2148331 mg/ml. A mouthwash was prepared
based on the ethanolic extract of Caesalpinia spinosa (Tara) against Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 with a concentration of 5.7457831 mg/ml, which is 97.2%,
forming halos >25mm on average, and Chlorhexidine at 0.12%. was 14.35mm,
compared to Porphyromona gingivalis ATCC 3327, the diameter of the inhibition zone
was >25 mm at a concentration of 1.2148331 mg/ml, which is 20.5%, and for
Chlorhexidine at 0.12%, it was 36.36mm. Conclusions: The mouthwash based on the
ethanolic extract of Caesalpinia spinosa (Tara) has an antibacterial effect against

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 and Porphyromona gingivalis ATCC 33277.
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I.

INTRODUCCION

Se sabe que las infecciones cronicas mas comunes de la cavidad bucal, son
originadas principalmente por la colonizaciéon de bacterias disbidticas que
rompen el equilibrio del medio bucal (1).

Se ha precisado mas de 600 especies bacterianas en la cavidad bucal;
convenientemente a su disposicion topoldgica, éstas estan incididas por diversos
factores como la dieta, higiene bucal, el tabaco, entre otros (2).

Una de estas infecciones mencionadas, corresponde a una condicion inflamatoria
de las estructuras de sostén del diente, que termina en la pérdida del periodonto
que llevard a la pérdida del diente, cuya enfermedad es la periodontal (3).
Fusobacteriun nucleatum (Fn), asociada fuertemente con el establecimiento y
sostenimiento de la biopelicula oral, por la capacidad de fomentar la coagregacion
bacteriana y actuando como puente con otros colonizadores, que a fin de cuentas
termina generando multiples enfermedades en la cavidad bucal como la
periodontitis (4).

En cuanto a la Porphyromona gingivalis (Pg), es estimada como una de las mas
importantes bacterias periodontopatogenas, encargada de producir proteasas que
juegan un papel importante en su patogenicidad ineludiblemente, bacteriaGram
negativa anaerobia que contiene fimbrias favoreciendo su mejor adhesion al tejido
periodontal (5).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), reconoce el valor de incorporar
practicas de la medicina tradicional en la salud publica. Esto puede contribuir a
disminuir los costos y la dificultad de acceso a medicamentos basados en
productosquimicos, especialmente en areas rurales, contribuyendo asi a mejorar

la salud

oral de estas poblaciones. Es importante seguir investigando y promoviendo estas
practicas, para lograr un mejor acceso a la atencion médica en todo el mundo. (6)
La medicina tradicional en el Peru es utilizada desde tiempos pasados, en la cual
distintas plantas medicinales se emplearon para mitigar dolores y aliviar

3



enfermedades, atribuyéndoseles eficientes propiedades terapéuticas por la flora
muy rica que presenta (7). En la Actualidad, se conserva una inmutable
investigacion de opciones en la variedad de plantas farmacéuticas; una de ellas, es
la Caesalpinia spinosa (C. spinosa) (Tara), es un arbol de legumbres originario
de América del Sur (8), siendo nuestro pais beneficiado con esta planta medicinal,
especificamente en las ciudades de Tacna, Huanuco, La Libertad, Lambayeque,
Ancash, Amazonas, Cajamarca y Ayacucho, siendo estas las principales

productoras de Tara con un 80% de produccion en el mundo (9) (10).

El efecto antibacteriano, se describe como el impedimento y la aniquilacion de las
bacterias mediante del uso de diferentes compuestos. Entre los mas empleados
tenemos el enjuague bucal, que también es un agente anti placa seguro y eficaz que
resiste tanto a la actividad metabolica, adhesion bacteriana, la invasion y la
proliferacién. Sin embargo; los enjuagues bucales quimicos disponibles
comercialmente a pesar de su rentabilidad, tienden a crear efectos secundarios
indeseables como la alteracion del gusto y cambio de color de los dientes. Por lo
tanto, para que supere tales efectos secundarios, se quiere implementar enjuagues
bucales a base de plantas no toxicas (11). En este sentido; el advenimiento de la
fitoterapia de la Tara (C. spinosa) y sus multiples enfoques, se plasman en las
siguientes investigaciones:

[. 12 en su investigacion dio a conocer que la Caesalpinia spinosa,

R. Avilés y co
los constituyentes de la vaina de la tara, disponen una beneficiosa actividad
antioxidante, con un IC50 de 10 pg/mL, buena cantidad de polifenoles totales,
hasta 150 mg EAG/g de muestra, y elevada cantidad de taninos, hasta 80%

siendo también antibacteriano.

Wilder J y col. > demostro la actividad antioxidante in vitro (DPPH y ABTS)
del extracto hidroalcoholico de Caesalpinia spinosa (tara), fue superior que el
Trolox, también reprime la enzima colagensa con maxima potencia que el
control positivo EGCG, aunque no reprime la elastasa. También dispone de dosis

antiinflamatorias con diferencias relevantes entre las medias de las sustancias



entre la segunda y sexta horas, aun cuando, esta no es relevante al relacionarla

con la (indometacina) a las mismas concentraciones.

Aylas C y col. '* indican que el enjuague bucal formulado a base de aceites
esenciales de eucalipto y Muifia, demostro la eficacia antimicrobiana diferente
encomparacion con el enjuague bucal comercial. En el caso de Staphylococcus
aureus ATCC 29737, con un p-valor=0,6039, el tratamiento formulado no fue
tan eficaz como el enjuague popular; mientras que para Candida albicans ATCC

10231, ambos mostraron la misma eficacia.

Rupali Mahajan y col. > evaluaron la eficacia y las propiedades antimicrobianas
de cinco enjuagues bucales a base de hierbas con gluconato de clorhexidina in
vitro, en pacientes sanos y con periodontitis con placa dental establecida.
Arrojando diferencias estadisticamente no relevantes entre clorhexidina, hiora y
granada (p>0,005). Se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre clorhexidina, tulsi, clavo y neem (p<0,005).

Pachamango Leiv y col .® muestran en su investigacion que tanto el extracto
etandlico (EE) de Plantago major al 75% como el PerioAid® 0.12% tienen un
efecto antibacteriano similar in vitro, sobre Fn ATCC 25586. Esto sugiere que,
EE de Plantago major al 75% puede ser tan efectivo como el enjuague
PerioAid® en la inhibicion del crecimiento de Fn ATCC 25586 en condiciones

de laboratorio.

Maria Pareja-Vasquez y col. 7 los resultados del estudio indican que el EE de
C. spinosa (Tara), demostr6 accion antimicrobiana in vitro contra la biopelicula
bucal. Se observo que la zona de inhibicion formada por el EE de C. spinosa,
fue significativamente mayor que la obtenida con clorhexidina 0,12% (p<0,000),
frente a S. aureus y también fue considerable en comparacién con los controles
frente a S. sanguinis (p<0,000). Sin embargo; no se registrd actividad inhibidora

sobre la Pg.



Mariella Huarino Acho y col. '8 concluye que el extracto alcoholico de la C.
spinosa, muestra accion antibacteriana sobre la flora bacteriana salival mixta.
Esta accion antibacteriana, aumenta en funcion al incremento de laconcentracion
del extracto, como se observa en el aumento del diametro del halode inhibicion

desde 6.25 mg/mL hasta 75 mg/mL.

Sonia Macedo Valdivia y col. '° comprobaron que los resultados del estudio
muestran que la infusion de C. spinosa en concentraciones del 50%, 75% y 100%,
exhibi6 efecto inhibitorio sobre las cepas de Streptococcus mutans. A las 24
horas, se observaron didmetros promedio de zona de inhibiciéon de 14,20 mm,
16,57 mmy 17,11 mm, correspondientemente. Sin embargo, el aceite esencial al
100% de C. spinosa, mostrd un efecto inhibidor atn superior, con un diametro

estandar de zona de inhibicion de 18,09 mm a las 24 horas.

Este estudio tiene como objetivo formular un enjuague bucal experimental a base
de C. spinosa (Tara), y demostrar su efecto antibacteriano frente a

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC
3327.



JUSTIFICACION

La cavidad oral, es un entorno muy interactivo e intrincado donde se extiende una
diversidad de habitats, que disponen de la relacion entre los microorganismos en
los diferentes medios bucales. Generalmente, el cuerpo humano vive en simbiosis
con dichas bacterias, para poder sobrellevar a dichas especies a interaccion
hospedador-huésped, es fruto de afios de convivencia y evolucion.

Asi como, algunas bacterias aerobias gramnegativas como la Pg y Fn tienen un
influyente papel en el inicio y posterior progresion de la periodontitis,
concurriendo en el dafio del tejido conectivo, formacion de bolsa periodontal y

perdida de hueso alveolar por medio de un proceso inmunopatogénico.

La medicina natural es favorable para el tratamiento, diagnostico y prevencion
de enfermedades bucodentales, a través del uso de terapias naturales, como la C.
spinosa (Tara) por su efecto antibacteriano, siendo factible para el presente

proyecto.

Gracias a sus propiedades quimicas frente a los patdogenos orales la C. spinosa
(Tara), favorece a la prevencion en la Odontologia. Por algunos estudios ya
realizados sobre la C. spinosa, se conoce su interés y los beneficios terapéuticos
de dicha planta, es por eso nuestra inclinacioén y necesidad de investigacion de la
C. spinosa, que nos ofrece una opcidn terapéutica medicinal, habiéndose adquirida

mediante el extractoetanolico de la C spinosa, favoreciendo en la salud bucal.

Con este estudio, pretendemos evidenciar que, el enjuague bucal a base del
extracto etanolico (EE) de la C. spinosa, tiene un efecto antibacteriano similar a

productos convencionales como la clorhexidina frente a los patdgenos orales, es



decir, impedir el desarrollo bacteriano, debido a que existen algunas
investigaciones experimentales que hablan de los benéficos de esta planta
farmacéutica o curativa, sobre algunos microorganismos orales en la cavidad
bucal. Siendo éste; un suplemento novedoso al tratamiento a futuro, sobre las
enfermedades bucodentales y caries dental utilizdndolo como un recurso

alternativo natural.

La presente Investigacion, contribuye a la segunda linea de investigacion en
relacion a la innovacion tecnologia y biomateriales dentales, con el interés de
formular un enjuague bucal experimental y su efecto antimicrobiano, frente a
bacterias presentes en la boca, como una eleccion en el tratamiento de las

principales enfermedades bucales.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cudl es el efecto antibacteriano in vitro de un enjuague bucal experimental a
base de un extracto etandlico de la Caesalpinia spinosa (Tara), frente a
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC
33277

HIPOTESIS

e Hipdtesis Alterna. -
El enjuague bucal experimental a base de extracto etanodlico de la
Caesalpinia spinosa (Tara), presenta efecto antibacteriano frente a
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
ATCC 3327.



e Hipdtesis Nula. -
El enjuague bucal experimental a base de extracto etandlico de la

Caesalpinia spinosa (Tara), no presenta efecto antibacteriano frente a

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
ATCC 3327.

OBJETIVOS

V1. Objetivo General:

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del enjuague bucal experimental
a base de extracto etanolico de la Caesalpinia spinosa (Tara), frente a
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC
3327.

V2. Objetivos Especificos:

e Determinar la sensibilidad antibacteriana del extracto etandlico de la
Caesalpinia spinosa (Tara), frente a frente a Fusobacterium nucleatum
ATCC25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 3327.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) del extracto
etandlico de la Caesalpinia spinosa (Tara), frente a Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 3327.

e Determinar la Concentracion Minima Bactericida (MBC) del extracto
etanolico de la Caesalpinia spinosa (Tara), frente a Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 3327.

e Comparar el efecto antibacteriano del enjuague bucal experimental a base de
Caesalpinia spinosa (Tara), con el gluconato de clorhexidina 0,12% frente
a Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
ATCC3327.



II. MATERIAL Y METODOS

11.1.1. Diseiio del Estudio. -

Disefio experimental en vista de, que se utilizd6 métodos in vitro en el que
participaron cultivos de microorganismos, sobre los que se dejo efectuar
distintas concentraciones de extracto etandlico a base de Caesalpinia spinosa

(Tara), para evaluar su efecto antimicrobiano.

I1.1.2. Tipo de Investigacion. -

e Experimental: La investigacion se ejecutd en un medio de cultivo que
son beneficiados para la formacion de las bacterias y la naturaleza del
estudio, fue manipulada de manera intencional demostrando asi la

actividad antibacteriana in vitro.

e Transversal: Este estudio se ejecutd y fue medido en una sola
circunstancia, comparando la actividad antibacteriana del enjuague a
base de extracto etandlico de la C. spinosa con la Clorhexidina de 0.12%.

e Prospectivo: Debido a que fueron datos propios para el estudio, de
primera fuente, se realizé la examinacion y observacion de las respuestas,

a medida que va ocurriendo los hechos.

* Analitico: Ya que se valoraron los resultados obtenidos para conocer la
actividad antibacteriana, CMI y CMB del extracto etanolico de C.
spinosa, asi como el efecto antibacteriano del enjuague a base de extracto
etanolico C. spinosa ante Fusobacterium nucleatum ATCC25586 y
Porphyromona  gingivalis ATCC 3327 comparandolo con la
Clorhexidina al 0.12%.

10



I1.1.3. Poblacion y Muestra. -

e Unidad de Estudio: Estd formado por discos cargados delextracto
etandlico en distintos porcentajes, 25%, 50%, 75% y 100% que fueron
colocadas en las placas petri cultivadas con colonias de Pg ATCC 3327
y Fn ATCC 25586.

e Unidades de Muestreo Microbiano: Colonia de microorganismos de
Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327.

e Unidades de Muestreo Bioldgico: Extracto etandlico de C. spinosa
(Tara) en distintas concentraciones y enjuague bucal a base de EE de C.

spinosa (Tara).

11.1.4. Tamano Muestral. -

Para determinar la cantidad de muestras a realizar, utilizamos el programa
“GPOWER 3.1.9.7.”, en lo que nos da un efecto de 1.0010180, con un error
de alfa de 0.05, un poder de defecto de 0.80 y con 12 grupos experimentales,
teniendo un calculo final de muestra de 36 elementos. (ANEXO 1).

Por medidas de contingencia; se trabajé con 9 repeticiones para cada
porcentaje del EE de la Tara, 25%, 50%,75%y 100%, incluyendo a los

controles (+y -), lo que hace un total de 54 muestras por bacteria.

e En el grupo 1: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por
diseminacion) Fn ATCC 25586 en porcentaje de 25%, teniendo un total de 9
repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

e En el grupo 2: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por
diseminacion) Fn ATCC2 5586 en porcentaje de 50%, teniendo un total de 9
repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

e En el grupo 3: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por

diseminacion) Fn ATCC 25586 en porcentaje de 75%, teniendo un total de 9
11



repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

En el grupo 4: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por
diseminacion) Fn ATCC 25586 en porcentaje de 100%, teniendo un total de
9 repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

En el grupo 5: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por
diseminacion) Pg ATCC 3327 en porcentaje de 25%, teniendo un total de 9
repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

En el grupo 6: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por
diseminacion) Pg ATCC 3327 en porcentaje de 50%, teniendo un total de 9
repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

En el grupo 7: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por
diseminacion) Pg ATCC 3327 en porcentaje de 75%, teniendo un total de 9
repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

En el grupo 8: se usaron 3 placas Petri, cultivada la bacteria (siembra por
diseminacion) Pg ATCC 3327 en porcentaje de 100%, teniendo un total de 9
repeticiones del EE de la C. spinosa (Tara).

En el grupo 9: se usaran 3 placas Petri para el control positivo (clorhexidina
0.12%) para la Fn ATCC 25586, teniendo un total de 9 repeticiones.

En el grupo 10: se usaron 3 placas Petri, para el control negativo (agua
destilada) para la Fn ATCC 25586, teniendo un total de 9 repeticiones.

En el grupo 11: se usaron 3 placas Petri, para el control positivo
(clorhexidina 0.12%) para la Pg ATCC 3327, teniendo un total de 9
repeticiones.

En el grupo 12: se usaron 3 placas Petri, para el control negativo (agua

destilada) para la Pg ATCC 3327, teniendo un total de 9 repeticiones.
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1.4.1. Criterios de Inclusion. -

1.4.2.

Placas Petri aptas para ser inoculadas.
Discos de sensibilidad en buen estado.
Cepas de Fn ATCC 25586 aptas para su uso.
Cepas de Pg ATCC 3327 aptas para su uso.

Vainas de Tara en buen estado, sin hongos.

Criterios de Exclusion:

Placas Petri con medio de cultivo irregular/contaminadas.
Discos de sensibilidad en mal estado.

Cepas de Fn ATCC 25586 contaminadas.

Cepas de Pg ATCC 3327 contaminadas.

Vainas de tara contaminadas.
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I1.1.5. Operacionalizacion de Variables. -

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR | VALOR ESCALA
CONCEPTUAL | OPERACIONAL FINAL DE
MEDICION
Enjuague Concentracion
Herramienta experimental a al:
complementaria base de 25%,
medicinal a base extracto 50%,
de C. spinosa etanolico de 75%y
ENJUAGUE (Tara) para enjuagarse laTara 100%
BUCAL Herramienta boca, similar a
. productos
complementaria .
medicinal para convencionales. N
(INDEPENDIENTE) . Categorica
enjuagarse la boca >
. Nominal
durante untiempo
determinado y
después expulsarlo. Enjuague de
Compuesto quimico de Gluconato de Concentracion al
amplio espectro frente a | Clorhexidina 0.12%
los microorganismos de la|
placa dentobacteriana.
Halos de Milimetros
Sensibilidadde inhibicion (mm)
Sustancia que los patogenos Turbidez
impide el orales bajo la MIC (mg/ml)
EFECTO crecimiento deuna accion de las
ANTIBACTERIA bacteria y que diluciones de los Ordinal
NO causan EE de C.spinosa De razén
enfermedad. (Tara).
(DEPENDIENTE)
CMB UFC
Conjunto de Fusobacteriu m
microorganismos, nucleatum
que comparten ATCC 25586,
CEPA Conjunto de ciertas caracteristicas en| Tipo de cepa Categorica
BACTERIANA microorganismos, que | la cavidad bucal. bacteriana Porphyromona Nominal
(DEPENDIENTE) [comparten gingivalis
caracteristicas ATCC 3327
similares
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I1.1.6. Técnicas y Procedimientos.

1.6.1 Técnica de Recoleccion de Datos:

Observacion directa, es la técnica a usar para este proyecto.
Usaremos una ficha de recoleccion de datos personalizada para los

valores recolectados para su analisis posterior.

1.6.2. Ficha de Recoleccion de Datos:

= La ficha personalizada se disefi0 para registrar los halos de
inhibicidon, la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), la
Concentraciéon Minima Bactericida (MBC) de cada concentracion
del enjuague bucal experimental a base de C. spinosa (Tara),
expresados en mg/ml, asi como el recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) (ANEXO 3.,4).

= Las informaciones recopiladas en la ficha de recoleccion de
resultados se ingresaron en el programa Microsoft Office Excel,
para llevar a cabo el andlisis correspondiente. En este anexo se
expone la tabulacion de los resultados obtenidos, incluyendo los
halos de inhibicion, MIC, MBC y UFC, para cada concentracion

del enjuague bucal experimental.

1.6.3. Instrumentos:

1.6.3.1. Equipos:
e Balanza analitica
e Autoclave lab

e Equipo Vortex IKA
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e Incubadora

e Jarra de Anaerobiosis

e Vernier digital

e Horno de calor seco

e Refrigeradora

e Micropipeta (TIPS) 2000 ul
e Micropipeta (TIPS) 1000 ul
e Micropipeta (TIPS) 100 ul
e Micropipeta (TIPS) 10 ul

1.6.3.2.Biomateriales de Cultivo, Bacteria y Reactivos:

Agar Muiller Hinton (MH)

Caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI)
Agar Nutritivo (AN)

Bacteria Fm ATCC 25586

Bacteria Pg ATCC 33277

Perio Aid. Clorhexidina 0.12%

70° Alcohol

Discos de sensibilidad oxoid

1.6.3.3. Materiales de Laboratorio:

e 100 ml Matraces Shott Duran
250 ml Matraces Shott Duran

500 ml Matraces Shott Duran

10 ml Pipeta Graduada

15 ml Pipeta Graduada

20 ml Pipeta Graduada

250ml Frascos de vidrio



500ml Frascos de vidrio
30 ml Frasco &mbar
250ml Vaso Precipitado
400ml Vaso Precipitado
600ml Vaso Precipitado
100ml Probeta

10ml Tubo de ensayo

20ml Tubo de ensayo con tapa Pirex

1.6.3.4. Otros Materiales:

Campo de trabajo
Licuadora Portatil

N95 Mascarilla

Gorros Descartable
Mandilones para laboratorio
Algodon

Papel Aluminio

Papel Toalla

Papel Filtro

Papel kraft

Marcador color Negro
Regla marca Artesco
Micropipeta (TIPS) 1000 ul
Encendedor clipper

Cinta masking Adhesiva
Ron para quemar

Placa descartable Petri

Calculadora cientifica
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1.6.4. Procedimientos:

1.6.4.1.Recoleccion de muestra vegetal de la C. spinosa (Tara)

Para la recoleccion del ejemplar vegetal de la C. spinosa (Tara), se
siguid el procedimiento descrito por Sanchez (20) y Vidal (21).
-Recoleccion: Las vainas de C spinosa (Tara) fueron obtenidas en la
Asociacion Pecuaria, ubicada en la Villa Panamericana de la ciudad
de Tacna. Se realiz6, mediante un cuidadoso proceso para garantizar
su conservacion y calidad durante el traslado. Las vainas fueron
colocadas en sobres de papel Kraft, para conservar su totalidad.

Se recolectaron un total de 2000 g de vaina, asegurando que
estuvieran en buen estado y manteniéndolos en un ambiente sin
iluminacion, siendo ello, adecuado para evitar la humedad y su
deterioro.

Ademas, se gestiond la compenetracion taxondmica de esta especie
botanica en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Nacional “Jorge Basadre Grohmann” de Tacna, donde fue
incorporada en un sobre para su estudio y andlisis posterior.
(ANEXO 2).

-Lavado: Este proceso inici6 en el "Laboratorio de Microbiologia",
donde se procedio a la segregacion de posibles sustancias ajenas que
podrian estar presentes en las vainas del ejemplar recibido, lavando
el ejemplar con agua destilada para eliminar cualquier residuo
superficial y se dejo orear.

-Secado: Las vainas de C. spinosa (Tara), se distribuyeron sobre
papel kraft y se sometieron a un proceso de secado en una estufa a
una temperatura constante de 40 °C durante un lapso de 48 horas.
Este método de secado controlado permite quitar la humedad de las
vainas de manera gradual, preservando asi sus propiedades y

caracteristicasnaturales.

-Pulverizacion y Tamizacion: Las vainas de C. spinosa(Tara),
18



fueron seleccionadas meticulosamente para su  posterior
procesamiento. Se procedié a pulverizar las vainas utilizando una
licuadora Oster, asegurando asi una molienda uniforme y eficiente.
Posteriormente, la materia prima pulverizada fue sometida a un
proceso de tamizacion. Este paso tuvo como objetivo estandarizar el
tamano de las particulas de la planta, garantizando una consistencia
deseada en el producto final.

-Almacenamiento: El producto resultante se transfirid6 con
precaucion a frascos de vidrio de color ambar. Los frascos de vidrio
ambar proporcionan un ambiente adecuado para el almacenamiento,
protegiendo el material de posibles alteraciones causadas por la
exposicion a la luz. Esta medida de precaucion se tomd con el
objetivo de preservar la integridad y condicion del producto durante

el periodo previo a su posterior analisis.

1.6.4.2. Procesamiento del EE de la C. spinosa (Tara)

Para la obtencion del EE C. spinosa (Tara), se siguid el

procedimiento descrito por Vidal (20).

-En un envase de vidrio Ambar se coloc6 1500 g de polvo del

ejemplar de la vaina.

-Seguidamente, se adicioné 5000 ml de alcohol a 70" y se dejo para
que se macere envuelto con papel aluminio a temperatura ambiente
en un cuarto oscuro por 45 dias agitando durante 10 min 3 veces al
dia.

-Posteriormente, se hizo la filtracion con papel filtro, asi eliminando

material no deseado.
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1.6.4.3. Determinacion de la Concentracion del EE de la C. spinosa
(Tara)
Se estipul6 la densidad del EE de la C. spinosa (Tara)Placa Petri

vacia = 224,62 g.

Primero se consigue el peso de la Placa Petri vacia, asi de esta forma
se determinara el peso del EE de la C. spinosa (Tara).

Placa Petri con extracto etandlico seco = 234,47 g.

Al determinar el peso la Placa Petri junto con el extracto etanolico,
se hace una sustraccion para definir la masa del EE de la C. spinosa

(Tara)

Masa = 234,47 — 224,62 = 9,85¢

Para determinar el volumen sabemos que se trabajo con 50mL, de
esta manera sabemos que el volumen del EE de la C.spinosa (Tara)

es de 50mL.

Volumen = 50mL.

Para poder hallar la densidad de nuestro EE de la C. spinosa (Tara)
se empled la siguiente formula, para esto requerimos los datos

alcanzados con anteriormente como lo son:

D = densidad (g/mL)
M = masa (g)
V =volumen (mL)
M =9,85¢g
V=50 mL

D=M/V
20



Se comienza a colocar los datos en la féormula de modo que

consigamos el resultado con g/mL

D=9,85g /50 mL

D=0,197 g/ml
Ya obtenidos los resultados en gramos, esta tendra que ser pasada a

miligramos, realizaremos, regla de tres simples.

0,197 g/mL X

D =197 mg/mL

Al adquirir el resultado ya en mg/ml se cambia en launidad a

trabajar la densidad.

197mg/mL----------------- 1 000 mcl
197mg/mL ---------------- 1 000 pl

conseguimos que en 1 mL del EE de la C. spinosa encontramos

0,197mg/mL , que es el 100%.

Asi respectivamente para el 75% serd 4,4325mg, para el 50% sera

2,955mg y para el 25% sera 1,4775mg.

-Obtuvimos 197mg/mL de extracto etandlico siendo el 100%.

-Ya con este extracto seco se dispuso de las concentraciones de 25%,
50%, 75%.

-Posteriormente se prepararon las tres concentraciones:

o Se empled 750 pul de EE + 250ul de agua destilada para la

adquisicion de una concentracion al 75%
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o Se empled 500 pl de EE + 500ul de agua destilada para la

adquisicion de una concentracion al 50%

o Se empled 250 pul de EE + 750ul de agua destilada para la

adquisicion de una concentracion al 25%
-Para finalizar se pondran en tarros estériles color ambar
debidamente etiquetado, preservandolos en la refrigeradora hasta su

uso posterior. (14)

1.6.4.4. Obtencion de las Cepas Bacterianas

Las cepas bacterianas estandar se obtuvieron del laboratorio de
GenLab del Perti. Se emple6 una cepa bacteriana estandar de colonias

de Fn ATCC 25586y Pg ATCC 3327.

1.6.4.5. Activacion de las Cepas bacteriana

Para la activacion de las cepas bacterianas, se siguid el método

descrito por Vidal (21).

El proceso de activacion de las bacterias Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 3327, comenzé con
la rotura del sobre que contenia lasbacterias liofilizadas obtenidas de
la empresa (GemLab). Posteriormente, se rompio la ampolla de
activacion y se agito durante

5 minutos para garantizar la dispersion adecuada de las cepas

bacterianas.

Para esto, se sembraron las cepas en placas de Agar Base Sangre,
utilizando 4 placas para cada bacteria. Las placas fueron
empaquetadas dentro de las jarras de anaerobiosis y luego fueron
trasladadas a la incubadora a una temperatura de 37°C de

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
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ATCC 3327, se incub6 durante 24 horas,

Se siguio el método definido por Mendo Rubio, 1995 (22).

-Inoculacion en caldo BHI: Se tomo colonias de la placa con Agar
sangre y con un asa bacterioldgica se traslado a un tubo de ensayo
con caldo de infusion de cerebro-corazon (BHI), se incubaron a una
temperatura de 37°C durante 24 horas. Este paso permitido que las
bacterias se desarrollaran y se multiplicaran en un medio liquido

adecuado.

-Resiembra en Agar Nutritivo: Después de 1 dia de incubacion en
caldo BHI, se realiz6 una resiembra de las bacterias en agar nutritivo.
Esta resiembra, se llevo a cabo en viales estériles y se incubaron a
37°C. Las colonias resultantes fueron utilizadas como células base y

almacenadas para su posterior uso.

-Enfrentamiento: Para el enfrentamiento de las bacterias, se prepar6
un in6culo utilizando las colonias base obtenidas anteriormente. Un
asa de kholle fue empapada con el indculo preparado, que contenia
ambas bacterias, y se sembr6 en viales de anaerobiosis para su
mantenimiento. Después, se estandarizaron las colonias y se
incubaron a una temperatura de 37°C durante 6 horas. Esto permiti6
alcanzar una concentracion final de 1,5 X 10°8 UFC/ml, que se
equipar6 con un tubo 0,5 en la escala de McFarland. De su

crecimiento y desarrollo bajo estas condiciones controladas.

Durante el proceso de incubacidn, se observé que las colonias de Fn
ATCC 25586 y Pg ATCC 3327, pasaron por cambios caracteristicos
en su apariencia, comenzando con colonias blanquecinas que luego
se colorearon de crema. Estos cambios en la coloracion de las
colonias son indicativos del procesode crecimiento y metabolismo de

las bacterias en el medio de cultivo.
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1.6.4.6. Evaluacion de la actividad antibacteriana

Sensibilidad bacteriana método de Kirby Bauer al EE de la C. spinosa
(Tara) frente a Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 vy
Porphyromona gingivalis ATCC 3327.

a) Preparacion de los Discos de Sensibilidad:

Se siguio el procedimiento realizado por Vidal (21).

-Obtencion de los discos antibidticos y EE: Se obtuvieron los
discos antibioticos marca Liofilchem del distribuidor GenLab, asi
como el EE de C. spinosa en concentraciones del 100%, 75%, 50%

y 25%.

-Preparacion de los discos de sensibilidad: Se solicitaron un total
de 54 discos de sensibilidad por bacteria, con 9 repeticiones por cada
concentracion de extracto etandlico. Ademas, se incluyeron 3 discos
de clorhexidina al 0,12% como control positivo y 3 discos con agua
destilada como control negativo. Los discos se dispusieron en un
vaso precipitado de 100 ml con agua destilada para su

desnaturalizacion y esterilizaciondel antibiotico.

-Esterilizacion y desnaturalizacion: Los discos se esterilizaron en
autoclave a 121°C, con una presion de 15 PSI por 15 minutos. Una
vez esterilizados, se retir6 el agua destilada y los discos se sometieron
acalor secoa 180°C por una hora dentro del horno del laboratorio para
desnaturalizar el antibidtico (imipenem). Antes de colocarlos en el
horno, se separaron y apoyaron en las paredes del vaso precipitado

para evitarque se adhirieran entre si.

El efecto inhibitorio se analiz6 en discos empapados y

anticipadamente esterilizados de 6 mm de diametro.
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b) Inoculacion:

Los tubos de caldo BHI, fueron activadas con la suspension
anticipadamente estandarizada de Fn ATCC 25586 y PgATCC 3327
respectivamente, a una concentracion de 1.5 x 108 UFC/ml,
continuando el reglamento descrito por Mendo Rubio 1995 (22),
después con una micropipeta de 100ul- 1000ul, se comenzd a sacar
de cada tubo de ensayo 100ul de caldo BHI, inoculado con las cepas
puras de la solucion y se colocé en cada placa de MHA, luego con un
asa Digralsky, realizando asi una siembra por dispersion, seesparcid
en forma circular por toda la superficie del agar.

Por tultimo, se asignaron de la siguiente forma los discos de

sensibilidad sobre el medio MHA de las 36 placas:

Se asignaron los discos de sensibilidad en las 18 placas para

Fn ATCC 25586 , siguiendo el procedimiento realizado

por Vidal (21):

Se emplearon un total de 18 placas.

Cada placa tiene 3 discos, por concentracion experimental (25%,
50%, 75%, 100%).
Ademas, se utilizaron 3 placas para el grupo control positivo y 3
placas para el grupo control negativo.
Se empaparon 30 pl de EE en cada uno de los 54 discos de
sensibilidad, distribuidos de la siguiente manera:
o 9 discos para cada concentracion experimental (25%, 50%,
75%, 100%).
o 9 discos para el control positivo, impregnados con 30 pl de
Clorhexidina al 0.12%.
o 9 discos para el control negativo, impregnados con

aguadestilada.
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Se asignaron los discos de sensibilidad en las 18 placas para

PgATCC 3327, siguiendo el procedimiento realizado por Vidal (21):

e Se emplearon un total de 18 placas.
e (ada placa tiene 3 discos por concentracion experimental (25%,
50%, 75%, 100%).
e Ademads, se utilizaron 3 placas para el grupo control positivo y 3
placas para el grupo control negativo.
e Se empaparon 30 pl de EE en cada uno de los 54discos de
sensibilidad, distribuidos de la siguiente manera:
o 9 discos para cada concentracion experimental (25%, 50%,
75%., 100%).
o 9 discos para el control positivo, impregnados con 30 pul de
Clorhexidina al 0.12%.
o 9 discos para el control negativo, impregnados con agua
destilada.
Esta distribucion permite realizar pruebas de sensibilidad
antimicrobiana contra Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327 utilizando
diferentes concentraciones de extracto etanodlico, asi como los
controles positivos y negativos para verificar  la eficacia de los

ensayos.

¢) Incubacion:
Para este proceso se empaquetaron las placas en papel Kraft y se
trasladd a una cdmara de anaerobiosis a 37°C durante 24 horas, para

hacer la lectura de los resultados dia siguiente.

d) Lectura:

Después de las 24 horas de incubacion, se lleva a cabo la lectura de
los resultados, centrandose en la medicién de los halos de inhibicion.

El proceso se detalla de la siguiente manera:
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Medicion de los Halos de Inhibicion:

-Se utiliza un Vernier digital con medida en milimetros para una

lectura precisa.

-Se mide el didmetro obtenido por los halos de inhibicién alrededor

de cada disco de sensibilidad en las placas.

-Este diametro es una indicacion directa de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico sobre los microorganismos

estudiados.

-Cuanto mayor sea el diametro del halo de inhibicion, mayor sera la

eficacia del EE en inhibir el crecimiento bacteriano.

Interpretacion de los Resultados:

-Se comparan los didmetros de los halos de inhibicion adquiridos con
los distintos tratamientos (distintas concentraciones del EE, control

positivo y control negativo).

-Se analiza la relacion entre el tamano del halo de inhibicion y la
concentracion del extracto etanolico, para determinar la
concentracion mas efectiva en la inhibicion del crecimiento
bacteriano.

Como alusion se tomo, las pautas por Duraffourd y Lapraz (23),

segun los halos de crecimiento:

e Sensibilidad Nula (-): menor o igual a 9 mm.
e Sensible (+): entre 9 a 14 mm.
e Muy sensible (++): mayor 15 a 19mm.

e Sumamente sensible (+++): mayor a 20 mm.
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e)Actividad Antibacteriana: Determinar la Concentracion

Minima Inhibitoria (MIC)

Para la obtencion de la CMI para las respectivas bacterias se utilizo
la técnica de microdilucion en una microplaca de 96 pocillos en un

medio caldo BHI, En una balanza analitica se pesé 2,442 g de caldo

BHI sobre papel aluminio, siguiendo el protocolo dado por Vidal
(21), preparando diluciones del EE de la C. spinosa (Tara) a distintas
concentraciones, seguidamente se incorpord una suspension
microbiana constante de acuerdo al estandar de turbidez de 0,5 de Mc
Farland. Fueron necesarias 4 microplacas de 96 pocillos dos por
bacteria a los que se les agrego caldo BHI, EE de C. spinosay
microorganismos de Fn y Pg. Tomando en cuenta que la
concentracion inicial del extracto fue disuelta en 30 pl de volumen
final, resultando en la concentracion final de la solucidon lista para
pasar la prueba de CMI. Las microplacas se llevaron a incubacion a
37°C en el transcurso de 1 dia. Pasadas esas 24 hrs. se observo la
turbidez de las soluciones significando la presencia de
microorganismos. El tratamiento sin turbidez mostré la ausencia del
crecimiento bacteriano (igualando al control negativo), que se

denomina Concentracion Minima Inhibitoria. (ANEXO 5,6)
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f) Determinar la Concentracion Minima Bactericida (MBC)

En concreto, una gota de los pocillos que no presentaron turbidez, se
transfirié 50ul de suspension contenida y se incubaron en las mismas
condiciones explicadas con anterioridad para determinar la (CMB),
dando como referencia el protocolo de Mendo Rubio 1995 (22),
estableciendo a qué concentracion fueron inhibidos los
microorganismos del indculo inicial, pero no seran estropeados por
la sustancia examinada. (19). El CMB, es considerada como la
concentracion mas baja de la solucion capaz de suprimir la bacteria.

(ANEXO 5,6)

1.6.4.7. Desarrollo de la formulacion del enjuague

e Formulacion de los Enjuagues Bucales
Teniendo en cuenta el CMB hallado podemos elaborar el
enjuague bucal a base del EE de la C. spinosa (Tara). En
la elaboracion, se tuvo en cuenta las materias primas mas
importantes: el medio de partida adecuado (utilizaremos una
solucion de alcohol absoluto), el
humectante (sorbitol, glicerol y texapon) y el principio activo
(extracto seco solubilizado de Tara) teniendo como
fundamento la formulacion ejecutada en el estudio de

Venancio (24) y Becerra (35).
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TABLA 1.

CANTIDAD
MATERIA PRIMA UNITARIA
EXTRACO ETANOLICO DE LA TARA
SORBITOL (4.0%) 0,2 ml.
GLICERINA (4.0%) 0,2 ml.
TEXAPON (15.0%) 1.5ml
ETANOL ABSOLUTO (100%) Iml
AGUA PURIFICADA C.S.P 10ml
Asesoria.

Bajo la vigilancia del Bidlogo Edwin Obando, que ademas
nos orient6 en la formulacion del enjuague bucal. Todo este
método se ejecutd en el laboratorio de biologia de la

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” de Tacna.

e Proceso de Manufactura de los Enjuagues Bucales:
Primero hicimos una regla de tres simples para obtener la

cantidad exacta del EE seco de la C. spinosa (Tara). Se sabe

que:

Fusobacterium nucleatum:
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Entonces se pesaron para la cepa de Pg 52,90mg de EE seco

de la C. spinosa (Tara).

52,90mg

Y para la cepa de Fn se pesaron 53,12mg de EE seco de la C.

spinosa (Tara).

Ya teniendo las cantidades exactas de los ingredientes para la
receta, mezclaremos el EE seco de la C. spinosa (Tara), el
texapon, glicerol y sorbitol se vibro en un equipo vortex IKA
por 5 minutos y gradualmente agregaremos % del disolvente
el etanol-agua hasta que se disuelva por completo. Por tanto,se
completd la formula con el restante del disolvente
continuamente hasta llegar al volumen especifico total en el
proceso de formulacion.

Luego, el enjuague bucal se encapsulo y se etiquetd en una

botella adecuada.
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1.6.4.8. Comparacion del enjuagatorio bucal a base de C. Spinosa

(Tara) y la clorhexidina al 0,12%

El enjuague bucal se ha aceptado durante mucho tiempo como la
forma mas sencillay facil de ayudar a la higiene bucal. Este
puede ser el método principal  de higiene oral en ancianos y
pacientes médicamente en  riesgo, donde mantener una buena
higiene oral puede ser una preocupacion importante. La clorhexidina
(CHX) es el enjuague bucal mas empleado y ha sido estimado como
el estandar de oro en la practica dental durante aproximadamente tres
décadas, pero tiene algunos inconvenientes, como cambios en el

gusto, cambio de color de los dientes, ulceras bucales.

Una vez obtenidos los valores de actividad antibacteriana el CMI y
CMB de la Tara, se compard con el estandar de oro que es Gluconato
de clorhexidina al 0,12%, para determinar cudl es mas eficaz para la

actividad antibacteriana.

Para establecer la actividad antibacteriana del colutorio experimental
se ejecutd un ensayo de difusion en Agar. Se dispusieron 9 placas
para cada cepa bacteriana con Agar Miiller-Hinton, inoculadas con
50uL de caldo cerebro-corazon (BHI, Himedia®), un medio de
cultivo nutritivo que favorece el aumento bacteriano, lo que concede
que las bacterias se desarrollen sobre la superficie del Agar,las placas
se pusieron a secar por 10 min. Se destruyeron 30uLdel colutorio
experimental; empleando como solucion control, clorhexidina al
0,12 % (PERIO-AID®), también para su comparacion se dejo 3
placas con el enjuague bucal sin el EE de la Tara, en la misma
proporcion de repeticiones por cepa bacteriana. Las placas se
incubaron a 37 °C durante 24 horas en un sistema GasPack para
anaerobiosis. Esta incubacion proporciona lascondiciones Optimas

para el crecimiento bacteriano.
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Después de la incubacion, se realizd la lectura de los halos de
inhibicion en las 9 placas por cepa bacteriana en total 18 placas, se
midi6 con un compas digital (Ubermann®©), para concluir el grado de

sensibilidad. (25) (26).

1.6.4.9. Cromatografia

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), es una técnica
analitica poderosa que se utiliza para separar y analizar compuestos
en una mezcla. Funciona mediante la interaccioén de los componentes,
con una fase estacionaria dentro de una columna, lo que permite su
separacion y posterior identificacion (27). Aqui hay una descripcion

detallada de como funciona y sus caracteristicas distintivas:

-Principio de Funcionamiento:

En la HPLC, una muestra se introduce en un flujo continuo de
solvente (fase movil) que lleva los componentes a través de una
columna rellena con un material estacionario. Los componentes de la
muestra interactian de manera diferente con la fase estacionaria y
movil, lo que resulta en su separaciéon a medida que pasan por la
columna. La velocidad de separacion y el tiempo de retencion de cada
componente dependen de su afinidad relativa con la fase estacionaria

y moévil.

-Aplicaciones:

La HPLC, es especialmente 1til para el andlisis de compuestos poco
volatiles, i6nicos y termolabiles que no son adecuados para la
cromatografia de gases. Se utiliza en una amplia gama de industrias,

incluyendo la farmacéutica, la alimentaria, la quimica y la ambiental,

para el analisis de muestras complejas.

33



Se realiz6 un analisis fisico-quimico del EE de la C. spinosa (Tara),
realizado en el “Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria”, de
la Universidad Nacional de San Antonio Abad de Cusco - Pert, es una
parte crucial para entender la composicion quimica y las posibles

propiedades medicinales de la planta. (ANEXO 7).

El andlisis de Compuestos Fenolicos y Marcha Fitoquimica por el
método de HPLC (Cromatografia liquida de alto rendimiento). Se
examind de manera cuantitativa, se encontré la existencia de

metabolitos secundarios, como:

-Compuestos fenolicos y flavonoides: Estos compuestos son
conocidos por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Su
presencia en el extracto etanolico indica el potencial para actividades
bioldgicas beneficiosas, incluida la inhibicion bacteriana. Dentro de
los flavonoides, se halld a la rutina y la quercitina que poseen una alta

capacidad antioxidante (28).

-Triterpenos y esteroides: Son metabolitos secundarios que también
pueden contribuir a las propiedades medicinales de la planta. Se han
asociado con una variedad de actividades biologicas, como

propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas.

-Los taninos son compuestos fendlicos, que se ubican cominmente
en plantas y se sabe que tienen propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. Su presencia en el extracto puede contribuir

significativamente a sus propiedades antibacterianas.

Estos hallazgos respaldan la afirmacion de que los metabolitos
secundarios presentes en el extracto de Tara, podrian ser responsables
de sus propiedades de inhibicion bacteriana. El analisis cuantitativo

realizado mediante HPLC, proporciona una comprension mas
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profunda de la composicion quimica del extracto, lo que puede

ayudar a explicar su actividad antimicrobiana.

Plan de Analisis

-Luego de recolectar los datos minuciosamente de los ensayos que se
han obtenido de las fichas de recoleccion de datos, tabularemos la
data en Microsoft Excel 2016. Posteriormente los resultados se
pasaran a un programa de andlisis estadistico utilizando SPSS
Statistics version 22.0.

-La estadistica descriptiva para cada microrganismo la actividad
antimicrobiana, se describié en medias y desviacion estandar,

-Para elegir la prueba estadistica inferencial se tuvo que valorar la
reparticion de los datos obtenidos a través de la prueba de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov?*y Shapiro-Wilk, después de confirmar que
hay normalidad y no hay normalidad de las variables se realizo una
prueba estadistica inferencial paramétrica y no paramétrica. Se
elaboraron gréaficos con un intervalo de confianza del 95 % y error 5
%.

-La prueba estadistica inferencial paramétrica empleada fue la prueba
de Andlisis de la Varianza ANOVA y la prueba de Tukey para

disponer la variabilidad en grupo por cada microorganismo.
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Consideraciones Eticas

En este estudio se manipularon medios de cultivo, bacterias para
ejecutar los ensayos correspondientes, se cumplieron con las normas
¢ticas de bioseguridad y las buenas practicas en los ambientes de
laboratorio. Los métodos se realizaron sin que exista ninguna,
manipulacion, en los resultados obtenidos para la credibilidad y

autenticidad de nuestra investigacion.

Al inicio de la investigacion esta supeditada a la aprobacion por parte
del Comité de Etica de la Escuela de la UPT con el codigo de
aprobacion de FACSA-CEI/120-09-2023, de la misma forma se
gestiond la autorizacion para el uso de laboratorio y los equipos
necesarios de los laboratorios de biologia de la Universidad Nacional

‘Jorge Basadre Grohmann™.
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ITII. RESULTADOS

Los resultados logrados en las distintas pruebas ejecutadas han sido reunidos en
cuadros que se precisan seguidamente, se empled el disefio completamente
aleatorio por ser un disefo de sencilla distribucion al azar, siendo de utilidad para
técnicas y métodos de laboratorio.

Objetivo especifico 1:

TABLA 2. Prueba de la actividad antibacteriana del EE de la C. spinosa
(Tara) frente Pg ATCC 33277y Fn ATCC 25586 por el método de difusion

de disco (Kirby Bauer) evaluando la formacion de halos de inhibicion.

Especie Diametro Concentraciones (%) Control
(mm) 25 50 75 100 + -
D1 22,41 26,76 33,20 36,51 38,97 8,70
D2 21,30 27,23 32,59 35,83 39,11 8,72
D3 22,77 27,23 31,81 34,17 38,54 8,87
Porphyromonas D4 19,69 2496 30,97 33,77 34,87 9,71
gingivalis D5 23,14 26,62 3122 3570 32,12 8,76
ATCC 33277 D6 22,11 2723 30,81 3420 3453 8,67
D7 20,69 29,08 33,07 38,92 39,75 8,62
D8 22,62 30,92 2820 3823 3796 8,01
D9 20,51 29,47 30,06 29,31 31,42 8,49
Promedio 21,69 27,72 31,33 35,18 36,36 8,73
Fusobacterium D1 <6 <6 13,18 14,64 13,21 <6
nucleatum D2 <6 <6 1298 14,71 14,99 <6
ATCC 25586 D3 <6 <6 13,03 14,84 15,05 <6
D4 <6 <6 12,84 15,15 14,63 <6
D5 <6 <6 12,89 14,56 14,22 <6
D6 <6 <6 13,29 14,27 14,14 <6
D7 <6 <6 13,69 14,18 13,90 <6
D8 <6 <6 13,60 14,38 14,26 <6
D9 <6 <6 13,30 14,88 14,76 <6

Promedio <6 <6 13,20 14,62 1435 <6
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INTERPRETACION:

En la tabla 2, (prueba de Kirby Bauer), se aprecia los didmetros obtenidos al
enfrentar las diferentes concentraciones 25%, 50%. 75% y 100% del EE de C.
spinosa (Tara), a Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327; donde se tiene que los
diametros alcanzados cuando se enfrent6 el extracto etanolico a Pg ATCC
3327, se observa una relaciéon directamente proporcional a medida que
aumenta la concentracion y donde superan los 14 mm, basta que se supere los
14mm para afirmar que una bacteria es sensible frente al extracto empleado,
siendo estas 21.69mm, 27.72mm, 31.33mm, 35.18mm. Por otro lado, en la
misma tabla se observa los resultados de los diametros del extracto frente a Fn
ATCC 25586, donde se puede estimar quesolo existe efecto antibacteriano,
cuando se empled concentraciones del extracto del 75% y 100% con 13,20mm

y 14,62mm.
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TABLA 3. Resultados estadisticos

descriptivos de

la actividad
antibacteriana del EE de la C. spinosa (Tara) en diferentes concentraciones

Especie Concentracion N Rango Minimo Maiximo Media Desviacion
(%) estandar

Porphyromona 25 9 345 19,69 23,14 21,69 1,19232
gingivalis 50 9 596 2496 3092 27,72 11,7896l
ATCC 33277 75 9 5,00 2820 3320 3133 1,58762
100 9 9.61 29,31 3892 35,18 2,83234

Control + 9 833 3142 39,75 36,3633 3,18452

Control - 9 1,70 8,01 9,71  8,7278 0,44350

Fusobacterium 25 9 4,00 2,00 6,00 3,8889 1,36423
nucleatum 50 9 3,00 200 500 3,2222 097183
ATCC 25586 75 9 85 12,84 13,69 13,2000 0,30033
100 9 97 14,18 15,15 14,6233 0,31277

Control + 9 1,84 13,21 15,05 14,3511 0,58280

Control - 9 2,00 400 6,00 52222 0,83333

25%,50%,75%y100% frente a Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327.

INTERPRETACION:

En la tabla 3 se valora la distribucion por estadisticos descriptivos, donde las

medias de los didmetros productos del efecto antibacteriano del EEde C.

spinosa frente a Pg ATCC 33277 son mayores en comparacion de las medias

obtenidos frente a Fn ATCC 25586.
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Figura 1. Diagrama de caja y bigotes de la actividad
antibacteriana del EE de la C. spinosa (Tara) en diferentes
concentraciones 25%, 50%. 75% y 100% frente a Pg ATCC
3327.
INTERPRETACION:

En la figura 1, se valora que la distribucion de los datos, productos delefecto
antibacteriano del EE de C. spinosa frente a Pg ATCC 3327, sobre todo en la
concentraciones por encima del 50% se encuentran muy proximos a los valores

obtenidos por el control positivo.
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Figura 2. Diagrama de caja y bigotes de la actividad
antibacteriana del EE de la C. spinosa (Tara) en diferentes
concentraciones 25%, 50%. 75% y 100% frente a Fn ATCC
25586.
INTERPRETACION:

En la figura 2, se valora que los datos a concentraciones del 25 y 50% estan por
debajo incluso del control negativo, no siendo asi para las concentraciones del

75% y 100% ya que estos estan muy cercanos a los valores del control positivo.
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Objetivo especifico 2:

Tabla 4. Resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del EE
de C. spinosa (Tara) frente a Fn ATCC 25586.

Concentracion
Ensayo mg/ml Turbidez

Al 4.432 +
B2 4.596 +
C3 4.760 +
D4 4.924 +
E5 5.089 +
F6 5.253 +
G7 5.417 -
H8 5.581 -
19 5.745 -
J10 5.91 -
P Control +

Positivo
N Control -

Negativo

Positivo (+): Indica turbidez (crecimiento bacteriano)
Negativo (-): Indica ausencia de turbidez (no crecimiento)

INTERPRETACION:

Enlatabla 4, se valora que a partir de la concentracion 5.417 mg/mla no se observa
turbidez en los pocillos lo que indica soluciones con ausencia de microrganismos por

lo que, la CMI para FrnATCC 25586 es de 5.417 mg/ml.
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Tabla 5. Resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del EE
de C. spinosa (Tara) frente a Pg ATCC 33277.

Concentracion
Ensayo mg/mL Turbidez

Al 0.295 +
B2 0.426 +
C3 0.558 +
D4 0.689 +
E5 0.820 +
Fé6 0.952 -
G7 1.083 -
H8 1.214 -
19 1.346 -
J10 1.477 -
P Control +

Positivo
N Control -

Negativo

Positivo (+): Indica turbidez (crecimiento bacteriano)
Negativo (-): Indica ausencia de turbidez (no crecimiento)

INTERPRETACION:

En la tabla 5, se valora que a partir de la concentracion 0.952mg/ml no se observa
turbidez en los pocillos lo que indica soluciones con ausencia de microorganismos

por lo que, la CMI para PgATCC 33277 es de 0.952mg/ml.
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Objetivo especifico 3:

Tabla 6. Resultados de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del EE
de la C. spinosa (Tara) frente a Fn ATCC 25586.

Concentracion del CMB
Especie Tratamiento  extracto etanédlico (%)
(mg/ml)
Fusobacterium 7 5.417 91,6
nucleatum 8 5.581 94.4
ATCC 25586 9 5.745 97,2

INTERPRETACION:
En la tabla 6, se valora que después de tomar los pocillos 7,8, y 9 los cualesno
presenta turbidez se puede observar que la CMB se halla en el pocillo nimero9

cuya concentracion es 5.745 mg/ml.
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Tabla 7. Resultados de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del EE
de la C. spinosa (Tara) frente a Pg ATCC 33277.

Concentracion del CMB
Especie Tratamiento extracto etanédlico (%)
(mg/ml)
Porphyromona 6 0.952 16,1
gingivalis 7 1.083 18,30
ATCC 3327 8 1.214 20,50

INTERPRETACION:
En la tabla 7, se valora que luego de tomar los pocillos 6,7 y 8 los cuales no
presenta turbidez se puede advertir que la CMB se halla en el pocillo niimero 8

cuya concentracion es 1.214mg/ml.
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Objetivo especifico 4:

Tabla 8. Resultados del efecto antibacteriano del enjuague bucal
experimental a base de EE de C. spinosa (tara) con el gluconato de
clorhexidina 0,12% frente a Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327.

Halo de  Enjuague bucal Control Control
inhibicion a base de positivo negativo
(mm) extracto (clorhexidina  (enjuague
etanolico de 0,12%) sin extracto
Caesalpinia etandlico)
spinosa (tara)
Fusobacterium Halo 1 25 14,35 6
nucleatum Halo 2 26 14,28 4
ATCC 25586 Halo 3 27 14,32 4
Porphyromona Halo 1 25 36,36 6
gingivalis Halo 2 26 36,20 5
ATCC 3327. Halo 3 27 36,30 6

INTERPRETACION:

En la tabla 8, se valorar que los halos de inhibicion frente a las dos bacterias
puestas en prueba presentan valores similares, siendo el minimo de 25mm y el
maximo de 27mm de diametro. Asi también se visualiza que los halos de
inhibicion registrados por el control positivo son mayores frente a Pg ATCC

3327.
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Tabla 9. Resultados estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del
enjuague bucal experimental a base de EE de la C. spinosa (tara) con el
gluconato declorhexidina 0,12% frente a Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327.

Especie

Tratamientos

N

Rango

Minimo Maximo

Media

Desv.

Desviacion

Fusobacterium
nucleatum
ATCC 25586

Enjuague bucal a
base de Caesalpinia
spinosa

gluconato de
clorhexidina 0,12%
(Control +)
Enjuague sin
extracto etandlico
(control -)

2,00

,07

2,00

25,00

14,28

4,00

27,00

14,35

6,00

26,0000

14,3167

4,6667

1,00000

,03512

1,15470

Porphyromonas
gingivalis
ATCC 3327

Enjuague bucal a
base de Caesalpinia
spinosa

gluconato de
clorhexidina 0,12%
(Control +)
Enjuague sin
extracto etandlico
(control -)

2,00

,16

2,00

25,00

36,20

4,00

27,00

36,36

6,00

26,0000

36,2867

4,6667

1,00000

,08083

1,15470

INTERPRETACION:

Enlatabla 9, se valora la distribucion por estadisticos descriptivos, dondese puede

observar que la media de los diametros productos del efecto antibacteriano del

EE de C. spinosa frente a Fn ATCC 25586 es mayor al que registra cuando se

emplea el control positivo (gluconato de clorhexidina 0,12%),no observandose el

mismo comportamiento para el caso de Pg ATCC 3327 ya que la media es menor

cuando se empled el enjuague bucal a base de C. spinosacon respecto al control

positivo.
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Enjuague bucal
Figura 3. Diagrama de caja y bigotes del efecto antibacteriano
del enjuague bucal experimental a base de C. spinosa (tara)
con el gluconato de clorhexidina 0,12% frente a Fn ATCC
25586 y Pg ATCC 3327. Nota: Fn: Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586; Pg: Porphyromona gingivalis ATCC 3327.
INTERPRETACION:

En la figura 3, se valora que la reparticion de los datos cuando se empledel
enjuague bucal a base de C. spinosa (tara) frente a las 2 bacterias puestas en
prueba, el cual se encuentra por encima del control positivo para el caso de Fn

ATCC 25586 y por debajo del control positivo para el caso de Pg ATCC 3327.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS:

Antes de comprobar estadisticamente nuestra hipotesis se sometio los datos de
los didmetros a pruebas de normalidad para conocer el comportamiento de los
datos y poder determinar el tipo de estadistico a utilizar para la comprobacion de

la hipotesis.

Tabla 10. Pruebas de normalidad.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistic Estadistic
O Gl Sig. 0 gl Sig.
Didmetro 0,200 18 0,06 0,870 18 0,02

a. Correccion de significacion de Lilliefors

INTERPRETACION:

Se aprecia en la tabla 10, segin la prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov, por ser su p-valor mayor a 0,05, esto nos dice que los datos presentan
una distribucion normal, por lo que podemos emplear unaestadistica paramétrica,

como es la prueba de ANOVA.
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Tabla 11. Prueba de ANOVA.

Diametro (mm)

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2486,825 5 497,365 638,407 ,000
Dentro de 9,349 12 ,779
Grupos
Total 2496,174 17

Ho: El enjuague bucal experimental a base de la C. Spinosa (Tara) no presenta

efecto antibacteriano frente a Fm ATCC 25586 y Pg ATCC 3327.

HI1: El enjuague bucal experimental a base de la C. Spinosa (Tara) presenta

efecto antibacteriano frente a Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327.

INTERPRETACION:

Se aprecia en la tabla 11, el p-valor es menor a 0,05, por lo que aceptamos la
hipotesis alternativa, lo que quiere decir que el enjuague bucal a base de C.
Spinosa (Tara) presenta efecto antibacteriano frente a Fn ATCC 25586 y Pg
ATCC 3327.

Asimismo, para reafirmar entre que tratamientos existe la diferencia se realiz6 la

prueba de Tukey.
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Tabla 12. Prueba de Tukey.

Diametro (mm)

HSD Tukey?*
Subconjunto para alfa = 0.05

Enjuague bucal N 1 2 3 4
Control negativo frente a 34,6667
Fn
Control negativo frente a 34,6667
Pg
Control positivo frente a 3 14,3167
Fn
Enjuague a base de 3 26,0000
extracto etandlico frente

aFn

Enjuague a base de 3 26,0000

extracto etanodlico frente

aPg

Control positivo frente a 3 36,2867
Pg

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000.

INTERPRETACION:

Segun la prueba de Tukey que se visualiza en la tabla 12, se observa que los
valores de los didmetros obtenidos cuando se aplico el extracto etandlico frente
a Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327 se encuentran en la columna 3 y los
diametros de los enjuagues sin el extracto etanolico se encuentran en la columna
1, por lo que podemos decir que existe diferencias entre los didmetros con y sin
extracto etanolico, es asi que podemos afirmar que el EE presenta efecto

antibacteriano frente a Fn ATCC 25586 y Pg ATCC 3327.
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IV. DISCUSION

Las enfermedades periodontales, son la segunda enfermedad mas prevalente en
la cavidad bucal, que afecta en un 85%de la poblacion en el Perti segun el
MINSA, siendo un problema de salud publica, afectando, especialmente a los
sectores mas pobres, segiin la Organizacion Mundial de la Salud (29). Es por ello
que se han formulado diferentes alternativas para prevenir y controlar dichos
padecimientos, como la fitoterapia, es decir, en el uso de plantas medicinales que
puedan proporcionar tratamientos con medicina natural como alternativa
evidente, de poco gasto y de facil adquisiciéon sin afectar el equilibrio de la

microflora oral.

En el Peru, existen una diversidad de plantas con dominios terapéutico; algunas
con mas base cientifica y otras con alusiones propiamente culturales. Segun
Guevara (30), nos posicionamos en el primer lugar en la produccion de Tara en el
mercado mundial, siendo una opcidn terapéutica confirmando las propiedades de
sus constituyentes como: analgésicas, antiinflamatorias, antibacterianas y
antihemorragicas. (31), Por lo cual se dirigio este estudio que tiene como objetivo
comprobar la actividad antibacteriana de un enjuague bucal a base del EE de la C.

spinosa (Tara) sobre cepas periodontales.

En este contexo, Huarino y Montenegro (18) (31) entre otros; quienes hallaron
cantidades altas en porcentaje en las vainas de la Tara llamados (taninos) en
comparacion con las hojas y semillas. En este estudio, éste fue el primer
procedimiento, extraer EE de C. spinosa “tara”, al que después se le realiz6é un
perfil de Compuestos Fenolicos, Marcha fitoquimica y Analisis por HPLC
(Cromatografia liquida de alto rendimiento). Se estudié de forma cuantitativa, se
encontrd en disposicidon metabolitos secundarios: compuestos fendlicos,
flavonoides, triterpenos, esteroides, y taninos. Estos metabolitos secundarios
supeditan la actividad antimicrobiana por ende las propiedades de inhibicion

bacteriana se asignan a estos componentes quimicos.
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El efecto antibacteriano del EE de C. spinosa (Tara), se puede observar en
distintas concentraciones frente a Pg ATCC 33277, observando una relacion
directamente proporcional a medida que incrementa las concentraciones del
extracto etanolico (25%,50%,75%,100%), encontrando mayor formacion de
halos de inhibicién 21.69,27.72,31.33,35.18. Estos resultados son similares a los
alcanzados por Huarino (17), que, en el mencionado trabajo, se evidencia que los
halos de inhibicion que se encontraron son superiores a los 9 mm de didmetro al
mismo tiempo que incrementa la concentracion del extracto alcohdlico de C.
spinosa (de 6.25 mg/mL a 75 mg/mL), obteniendo un mayor didmetro del halo
de inhibicion de la actividad  antimicrobiana del EE de C. spinosa.

Como también Recines (32), concluye que al 100% del extracto de C.spinosa
(Tara) en equiparacion con la Clindamicina (60 mg/mL), disponen un efecto
antibacteriano frente a la Pg; demostrando actividad antibacteriana de 24.38 mm
enlas 24 h, un mayor efecto a las 48 h dando una medida inhibitoria de 25.50 mm
y perdurando su efecto hasta las 72 h con un promedio de 26.75 mm. Infiriendo
que es superior el efecto antibacteriano a medida que incrementa la

concentracion.

Frente a Fn ATCC 25586, se puede observar que la concentracion del 100% con
promedio de 14.62mm y 75% con 13.20mm llevan una relacion directamente
proporcional al incremento de dicha concentracion y el diametro de las
concentraciones del 25% ,50% y el control negativo del halo de inhibicidén no fue
registrable. Asemejandose a Benites (33) con respecto al halo de inhibicion,
resulto lograr una media de 8.6 mm al 25%, 10.2 mm al 50%, obteniéndoseal medir
seglin escala de Durafford una sensibilidad limite y al 75% y al 100% una media
de 17.75 mm; como sepuede examinar dicha sensibilidad se logra de manera

ascendente segun las concentraciones administradas.
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En el presente trabajo de investigacion se hallé el CMI del EE de la C. spinosa
(Tara), a Pg ATCC 33277, registrando una concentraciéon minima inhibitoria al

16.1%de 0.952 mg/ml y de Fn ATCC 25586 al 91.6%es de 5.417mg/ml.

En cuanto al CMB del EE para la Pg ATCC tuvo una caracteristica bactericida
total (20,5%), al nivel de concentracion de 1.214 mg/ml y para Fn ATCC 25586
el (97.2%) del crecimiento al nivel de concentracion de 5,74mg/ml.Como Ananca
(34), donde se encontrd que la inhibicion del crecimiento de S. aureus del cual la
(CMI) fue de 13.7 pg/ml y la (CMB) fue de 16.25 pm/ml a base del extracto

acuoso de la C. spinosa (Tara).

También realizamos la comparacion del enjuague bucal a base del EE de la C.
spinosa (Tara), con el el gluconato de clorhexidina al 0,12%, se pudo observar
que, al comparar el efecto antibacteriano causado por el EE de la Tara y el efecto
antibacteriano provocado por el gluconato de clorhexidina, observamos que
estadisticamente el efecto del EE de la Tara, es mejor frente a Fn ATCC 25586
que la clorhexidina ya que se obtuvo diametros de halos de inhibicion mayores a

25mm y la clorhexidina menores a 14mm .

Asi como también frente a Pg ATCC 3327, se examina que al confrontar el efecto
antibacteriano causado por el EE del enjuague bucal de Tara y el efecto
antibacteriano provocadopor el gluconato de clorhexidina al 0,12%, observamos
que los halos de inhibicion del efecto del enjuague bucal a base de EE de la Tara
es menor con didmetros de 25,26 y 27 mm y la clorhexidina con valores de 36
mm , esto nos indica que hubo efecto antibacteriano del enjuague bucal a base
del EE de la Tara y de la clorhexidina al 0,12%, con respecto a las dos cepas
bacterianas. Asi como Diaz (35), que sus resultados sobre la cepa de Fn, no
presentaron disimilitud estadisticamente significativa en comparacion con los
resultados de los halos deinhibicion del EE de propoleo al 10% y, de clorhexidina
al 0,12% (p=0,63). En tanto el EE de propoleo al 10%, manifestd una superior

actividad antibacteriana que la clorhexidina al 0,12% (p=0,02) sobre la cepa de
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Pg.

Luego de haber demostrado la presencia de efecto antibacteriano de un enjuague
bucal experimental a base de EE de C. spinosa(tara), sobre cepas Pg ATCC 3327
y Fn ATCC 25586n sin embargo; se tuvo algunas limitaciones como el tiempo y
alcance , siendo las siguientes : Como obtener la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) y la marcha fitoquimica andlisis que se realizaron en la
Universidad Nacional de San Antonio Abad de Cusco, teniendo dificultad para
la agilidad de los resultados y para finalizar poder obtener las cepas bacterianas

de Pg ATCC 3327 y Fn ATCC 25586 traidas desde Genlab ,Lima —Peru.
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V.CONCLUSIONES. -

1. Se determiné la existencia del efecto antibacteriano in vitro de un enjuague
bucal a base de EE de C. spinosa(Tara), sobre cepas de Pg ATCC 3327 y Fn

ATCC 25586, corroborando un efecto antibacteriano positivo.

2. Se determino el efecto antibacteriano del EE de C. spinosa (Tara), frente a
Pg ATCC 3327, observando una relacion directamente proporcional a
medida que aumenta la concentracion al 25%, 50%, 75%, 100%, Para Fn
ATCC 25586 hubo resultado positivo en las concentraciones de 100% y 75%,
y paras las concentraciones del 25% y 50% y el control negativo el halo de

inhibicidn, no fue registrable.

3. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del EE de la C. spinosa (Tara),
sobre Pg ATCC 3327 al 16.1% es de 0.952 mg/ml y para Fn ATCC 25586 al
91.6% es de 5.417 mg/ml.

4. La concentracion minima bactericida (CMB) del EE del C. spinosa (Tara),
sobre la Pg ATCC al 20,5% es de 1.214 mg/ml. Y para Fn ATCC 25586 al
97.2% es de 5,745 mg/ml.

5. El halo de inhibicion del enjuague bucal a base de EE del C. spinosa (Tara),
sobre Pg ATCC 33277 Y Fn ATCC 25586 fue >25 mm (sumamente sensible)
y de la de la Clorhexidina al 0,12% sobre Pg ATCC 33277 fue de 36.36mm
y sobre Fn ATCC 25586 fue de 14.35mm, Siendo mas eficiente que la
Clorhexidina al 0,12%.
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RECOMENDACIONES. -

1. Se sugiere continuar con la linea de investigacion, ya que se obtuvo

resultados Optimos de accidn antibacteriana.

2. Se recomienda el uso de plantas medicinales en otros tratamientos
odontolodgicos, por ser un producto natural, como la Tara, siendo el Pera

el principal productor de Tara en el mundo.

3. Se recomienda extrapolar esta investigacion hacia una aplicacion clinica,
debido a los resultados satisfactorios obtenidos, pruebas in vivo y clinicas
para analizar el papel de la C. spinosa (Tara), como enjuague bucal para

la practica odontologica.

4. Se recomienda determinar la presencia de toxicidad del enjuague bucal
experimental a base de EE de la C. spinosa (Tara) para un posterior uso

clinico.
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VII. ANEXOS. -

ANEXO 1:

File Edit View Tests Calculator

Central and noncentral distributions

Help

Protocol of power analyses

critical F =2.21631

Test family Statistical test

F tests W AMNOVA: Fixed effects, omnibus, one-way

Type of power analysis

A priori: Compute required sample size - given o, power, and effect size

Input Parameters

o err prob
Power (1-B err prob)

Number of groups

Output Parameters

1.0010180 Moncentrality parameter A
0.05 Critical F

0.80 Numerator df

12 Denominatar df

Total sample size

Actual power

¥-Y plot for a range of values

10
W
W
36.0733333
2.2163086
11
24
36
0.9469099

Calculate
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ANEXO 2: ANALISIS TAXONOMICO

HERBARIO TAKANA (TKA) TKA
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann
Facultad de Ciencias HERBARIO TAKANA
Ciudad Universitaria - Av. Miraflores s/n, Tacna - Pert

“Adio del Bicentenario, de la consolidacién de nuestra Independencia, y de la
conmemoracién de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

Constancia N° 001 - TKA- 2024

EL DIRECTOR DEL HERBARIO TAKANA (TKA) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE
BASADRE GROHMANN, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (hojas y fruto) colectada por Cristell DarianValerie Esquivel Luque, identificado con
DNI N° 72220583, bachiller de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de odontologia de
la Universidad Privada de Tacna, cuya determinacion taxondmica servird para su proyecto de Tesis: “Efecto

anti iano de un enj bucal experimental a base de 6lico de Caesalpinia spinosa (Tara)

frente a Fusabacterium nucleatum ATCC® 25586™ y Porphyromonas gingivalis ATCC® 3327™ . Estudio in
vitro", ha sido estudiada y clasificada como: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze y tiene la siguiente posicion
taxonomica, segn el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
SUBORDEN ROSIDAE
ORDEN FABALES
FAMILIA FABACEAE
GENERO Caesalpinia
ESPECIE Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

Nombre vulgar: “Tara"
Determinado por: Bach. Cs. Biol. Javier Maximo Ignacio Apaza

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que hubiera lugar.

Tacna, 16 de enero del 2024

cc: Herbario TKA
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ANEXO 3: FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS

EXTRACTO ETANOLICO — CAESALPINIA SPINOSA GRUPO CONTROL
BACTERIA:
PORPHYROMONA
GINGIVALIS Clorhexidina _
CONCENTRACION 25% 50% 75% 100% al 0.12%
VOLUMEN (uL) 30 Ul 30 uL 30 uL 30 uL 30 uL -
DISO 1 HALOS mm
DISO 2 HALOS mm
DISO 3 HALOS mm
DISO 4 HALOS mm
DISO 5 HALOS mm )
DISO 6 HALOS mm
DISO 7 HALOS mm
DISO 8 HALOS mm
DISCO 9 HALOS mm -
PROMEDIO FINAL -
EXTRACTO ETANOLICO — CAESALPINIA SPINOSA GRUPO CONTROL
BACTERIA:
PORPHYROMONA
GINGIVALIS Clorhexidina .
CONCENTRACION 25% 50% 75% 100% al 0.12%
VOLUMEN (uL) 30ulL 30ul 30ul 30ulL 30ulL -
DISO 1 HALOS mm 22,41 26,76 33,20 36,51 38,97
DISO 2 HALOS mm 21,30 27,23 32,59 35,89 39,11
DISO 3 HALOS mm 22,77 27,23 31,81 34,17 38,54
DISO 4 HALOS mm 19,69 24,96 30,97 33,77 34,87
DISO 5 HALOS mm 23,14 26,62 31,22 35,70 32,12 )
DISO 6 HALOS mm 22,11 27,23 30,81 34,20 34,53
DISO 7 HALOS mm 20,69 29,08 33,07 38,92 39,75
DISO 8 HALOS mm 22,62 30,92 28,20 38,23 37,96
DISCO 9 HALOS mm 20,51 29,47 30,06 29,31 31,42, -
PROMEDIO FINAL 195,24 | 249,50 | 281,92 | 316,64 327,27 -
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ANEXO 4: FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS

EXTRACTO ETANOLICO — CAESALPINIA SPINOSA GRUPO CONTROL
BACTERIA:
FUSOBACTERIUM
NUCLEATUM Clorhexidina
CONCENTRACION 25% 50% 75% 100% al 0.12%
VOLUMEN (uL) 30ul 30ulL 30ulL 30ulL 30ulL
DISO 1 HALOS mm
DISO 2 HALOS mm
DISO 3 HALOS mm
DISO 4 HALOS mm
DISO 5 HALOS mm
DISO 6 HALOS mm
DISO 7 HALOS mm
DISO 8 HALOS mm
DISCO 9 HALOS mm
PROMEDIO FINAL
EXTRACTO ETANOLICO — CAESALPINIA SPINOSA GRUPO CONTROL
BACTERIA:
FUSOBACTERIUM
NUCLEATUM Clorhexidina
CONCENTRACION 25% 50% 75% 100% al 0.12%
VOLUMEN (uL) 30ul 30ulL 30ulL 30ul 30ul
DISO 1 HALOS mm <6 <6 13,18 14,64 13,21
DISO 2 HALOS mm <6 <6 12,98 14,71 14,99
DISO 3 HALOS mm <6 <6 13,03 14,84 15,05
DISO 4 HALOS mm <6 <6 12,84 15,15 14,63
DISO 5 HALOS mm <6 <6 12,89 14,56 14,22
DISO 6 HALOS mm <6 <6 13,29 14,27 14,14
DISO 7 HALOS mm <6 <6 13,69 14,18 13,90
DISO 8 HALOS mm <6 <6 13,60 14,38 14,26
DISCO 9 HALOS mm <6 <6 13,30 14,88 14,75
PROMEDIO FINAL <6 <6 119,80 131,61 129,16
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ANEXO 5:

CUADRO DE CONCENTRACIONES Y VOLUMENES PARA DETERMINAR LA

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) Y CONCENTRACION
MINIMA BACTERICIDA (CMB)

BACTERIA: PORPHYROMONAS GINGIVALIS

MICROPLACA | CONCENTRACION

(mg/mL)

VOLUMEN
(uL)

PORCENTAJE
(%)

10% DEL
VOLUMEN
TOTAL DE
BACTERIAS

(uL)

CALDO
BHI

(uL)

VOLUMEN
TOTAL

(uL)

ORI NN A RN -

[y
<

+

BACTERIA: PORPHYROMONAS GINGIVALIS

'MICROPLACA | CONCENTRACION  VOLUMEN | PORCENTAJE

(mg/m
L)

4,4323
4,5966666
4,7608332
4,9249998
5,0891664

5,253333

5,41744996
5,5816163
5,7457831

5,91

WO D S N e W D e

-
+ =

(ul)

22,44
23,28
24,12
24,96
25,8
26,64
27,48
28.32
29.16
30

(o)

75
94.5
88,5
£33
£6,1
8.8
91,6
944
972
100

10% DEL

YVOLUMEN

TOTAL DE
BACTERIAS

(L)
30

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

| CALDO | VOLUMEN

EBHI TOTAL
(nL) (ul)
2755 300
246,7 300
2458 | 300
24504 | 300
2442 300
2433 300
2425 300
2416 300
240,8 300
240 300
270 300
300 300
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ANEXO 6:

CUADRO DE CONCENTRACIONES Y VOLUMENES PARA DETERMINAR LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) Y CONCENTRACION

MINIMA BACTERICIDA (CMB)

BACTERIA: FUSOBACTERIUM NUCLEATUM
MICROPLACA | CONCENTRACION | VOLUMEN | PORCENTAJE | 10% DEL | CALDO | VOLUMEN
(mg/mL) (uL) (%) VOLUMEN BHI TOTAL
TOTAL DE (nL) (nL)
BACTERIAS
(uL)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
+
BACTERIA: FUSOBACTERIUMNUCLEATUM
MICROPLACA | CONCENTRACION | VOLUMEN | PORCENTAJE | 10% DEL CALDD | VOLUMEN
{mg/m {nl) (%) VOLUMEN BHI TOTAL
L) TOTAL DE (uL) {uL)
BACTERIAS
(L)
1 0,2955 587 5 30 264.1 300
2 0.4268333 8,48 7,22 30 261.5 300
3 0,5391666 11.1 9.44 30 2589 300
4 0.6894999 13,8 11.6 30 256,2 300
5 0,8208332 16,5 14,3 30 2525 300
6 0,95211665 19,2 16,1 30 250,8 300
7 1,0834998 21,9 18,3 30 2481 300
8 1,2148331 24.6 20,5 30 2454 300
9 1,3461661 27.3 22,7 30 240,7 300
10 14775 30 25 30 240 300
+ - - - 30 270 300
- - - - - 300 300
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ANEXO 7: RESULTADOS DE LABORATORIO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelién de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Cusco 11 de Diciembre 2023

Solicitante : Valerie Esquivel Lugue
Tipo de Analisis : Compuestos Fenolicos y Marcha fitoquimica
Método : Cromatografia Liquida HPLC y Reacciones a la gota

Tipo de Muestras : Extracto etanolico de Tara
Cantidad de Muestra : 1 Tubo falcons conteniendo 15 mL aproximadamente
Almacenamiento :4°C.

Repeticiones Promedio
Extracto etanolico Ao
de Tara TR min 1 2 3 Clorogenico
mg/100 ar

Acido Clorogenico 11456 ©66.56 66.99 67.12 66.89
Rutina 15.764  3.10 3.06 295 3.04
Quercetina 18.8920 0.26 026 0.27 0.26
Total Fenolicos 109.69 109.83 108.62 109.38

TR = Tiempo de retencion en minutos (cromatograma)

Nota: Se ha identificado el acido Clorogenico, Rutina y Quercetina mediante la
comparacion de los espectros UV de las sefiales de la muestra con la base de datos
de espectros UV, la determinacion se realizé mediante una curva de calibracién del
estandar de Acido Clorogenico, el contenido total de los otros compuestos fenolicos se
reporta como los equivalentes en miligramos de Acido Clorogenico presentes en 100
mililitros de muestra.

Cromatograma
mal ©
m,
400~
00
00-
100 f‘gu

11421

1117285 - Calema
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 573868855

RESULTADOS
Condiciones de Analisis por HPLC

Cromatografo: Agilent serie 1200
Software: Chemstation V03.02
Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18, 4.6 x 150mm, Sum
Pre Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x 12.5 mm x Sum
Flujo de Columna: 0.6 ml/min.
Solvente A: H4PO, 0.1%
Solvente B: Acetonitrilo
Sistema de Analisis: Inicio 5 % de B, 10 min 20% de B, a 14 min40% de B, a

18 min 50% de B, de 18 a 20 min 100% de B
Deteccién DAD: 285, 330, 370 nm
Temperatura del Horno: 40.0°C
Tiempo de Analisis: 20 min.
Volumen de Inyeccion: 1.0 pl
Referencia Consultada

2.

Ivanescu, B, Viase, L., Corciova, A, & Lazar, M. 1. (2010). HPLC-DAD-MS study of polyphenois from
Artemisia absinthium, A_ annua, and A. vulgaris. Chemistry of Natural Compounds, 46(3), 468-470.
Justesen, U., Knuthsen, P., & Leth, T. (1998). Quantitative analysis of flavonols, flavones, and
flavanones in fruits, vegetables and beverages by high-performance liquid chromatography with
photo-diode array and mass spectrometric detection. Journal of Chromatography A, 799(1), 101-110.
hitps://doi.org/10.1016/S0021-9673(97)01061-3

Sakakibara H, Honda Y, Nakagawa S, Ashida H, Kanazawa K. Simultaneous determination of all
polyphenols in vegetables, fruits, and teas. J Agric Food Chem. 2003 Jan 29;51(3):571-81.

Vrchotova, N & Sera, Bozena & Triska, Jan. (2007). The stibene and catechin content of the spring
sprouts of Reynoutria species. ACTA Chromatigraphica. 19.

Wang, LH., and Li, W.H., 2007. General method for determining flavonoids in medicinal plants and
raw cosmetics using HPLC with a photodiode array detector, Pharm. Chem. J., 41, 225-231
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelién de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS

Marcha Fiqtoquimica
Ensayo Prueba Ex@cto etanolico de

semillas de Tara

Compuestos Fendlicos FeCly +4+
Flavonoides Shinoda +++
Alcaloides Dragendorff -
Triterpenos y Esteroides ;‘m de +
Saponinas Espuma -
Taninos Gelatina +++
Quinonas Bontrager -

Abundante = +++,  Poco = ++, Muy Poco = +, Ausente = —

Nota:
El ensayo fitoquimico realizado al extracto consistié en reacciones de coloracién y/o
precipitacion, en el que se evalud la presencia o ausencia de metabolitos secundarios

Referencia
e Lock de Ugaz O. 1994. "Investigacion Fitoquimica Métodos en el estudio en los
productos naturales” Pontificia Universidad Catdlica del Peru, Lima.
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ANEXO 8: GALERIA DE FOTOGRAFIAS DEL ESTUDIO

Acopio de las vainas de la C. spinosa (Tara) de la ciudad de Tacna, trasladada en papel kraft y almacenada
en uncuarto oscuro.

Las vanas dela C spirosa (Fare) se situaron sobre un papel kraft v serdn sujetas a secado enestufa auna
T°de 40 °C. por 48h. Segumdaments, se escogieron las vainas para ser pulverizadas en una licuad oralOster).

Paosteriormente el resultado se desting en frasco de widrio color &mbar,
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Procesamiento del extracto etanélico de la C. spinosa (Tara)

Medios de cultivo utilizados
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Artivacion de las cepas bactenanas de Pe AFCC 3327y Fn ATCC 25586

Cultivo por Anaerohiosis yuso dela jarra de
anaerohiosis
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McFarland Standards

0.5MFU 1.0MFU 20MFU 30MFU 4.0 MFU
| v
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= — — — =
= — — e -
= — T c— s =
e (W — ) | ) |

Inoculacion de las cepas de Pg ATCC 3327y Fn ATCC 25586 durante 24 h y después en anaerobiosis

hasta que la turbidez coincida con la escala de Mc Farland.

Halos representativos de la sensibilidad de Pg (ATCC 3327) frente al EE de C. spinosa (Tara).
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Halos representativos de la sensibilidad de Fn (ATCC 25586) frente al EE de C. spinosa (Tara).
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Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etanélico de la C. spinosa (Tara) frente a cepas
bacterianas de

Pg ATCC 3327y Fn ATCC 25586
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Unidades formadoras de colonias representativas de la prueba de CMB
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Enjuague a base del EE de la C. spinosa (Tara) elaborado a partir del CMB

~SHOT ON MI 9
AL TRIPLE CAMERA

Efecto inhibitorio del enjuague a base del EE de la C. spinosa (Tara).
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