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I. NTRODUCCION

Las plantas han sido utilizadas durante miles de afios en muchas partes del
mundo por sus propiedades nutritivas y medicinales; y aunque su empleo con fines
terapéuticos estuvo durante muchos afos asociado a ritos magicos y religiosos, habria
que resaltar que esta utilizacion se basa en el conocimiento de la planta. El origen de
la utilizacion de las esencias y aromas es tan antiguo como la agricultura. Comenzo
por una recogida indiferente de plantas, pasando a una recoleccién selectiva de unas
sobre otras, hasta llegar a domesticar las mas utiles hasta su extensién a cultivo. Se
aprovechan en la industria alimentaria, en el hogar, en medicina y en cosméticos. En
los ultimos anos se ha estudiado el efecto en la salud de los posibles compuestos
bioactivos presentes en las plantas y es posible asegurar que existe mas informacion

sobre sus propiedades funcionales, medicinales y/o toxicoldgicas.

En el Peru ultimamente se han realizado diversos estudios en diferentes
plantas medicinales, comprobandose las propiedades de sus componentes como:
antibacterianas, antihemorragicas, analgésicas, antiinflamatorias, etc. Debido a ello,
estos estudios se han venido intensificando en los ultimos afios, lo que ha permitido
identificar y aislar los principios activos responsables de su actividad farmacoldgica

dando lugar a variadas presentaciones avalando razonablemente su utilizacion.

En el campo de la practica odontoldgica, estas plantas han tenido todo tipo de
uso, en especial en la parte preventiva como aditivos en los diversos productos de
higiene oral con propiedades contra la halitosis, anti-inflamatorios y antibacterianos y
es sobre todo en esta ultima caracteristica en que se han visto empiricamente y
determinado metodolégicamente. Sin embargo debido a la biodiversidad muchas de
estas plantas no se han estudiado o recién se estan empezando a estudiar

especialmente en nuestro pais.



El Rosmarinus officinalis (romero), es una planta originaria del mediterraneo,
cultivado en muchos paises del mundo, planta rica en principios activos y con accion
sobre casi todos los érganos del cuerpo humano. Al tener un alto contenido en aceites
esenciales, cuyos ingredientes activos son flavonoides, acidos fendlicos y principios
amargos, genera una accion ténica y estimulante sobre el sistema nervioso,
circulatorio y corazén, ademas de ser colerético, colagogo, antiespasmadico, diurético.
Por lo que en los ultimos afios se han desarrollado una gran cantidad de aportaciones

cientificas que brindan amplia informacién de las aplicaciones del romero.

Teniendo en cuenta que nuestra poblacion necesita alternativas de costo
reducido y alto beneficio para el tratamiento de lesiones bucales que lo haria accesible
a las clases mas populares. Por ello, este estudio tiene como objetivo determinar la

efectividad antibacteriana del extracto etandlico de romero sobre flora salival.
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ll. PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1 AREA PROBLEMA

Las plantas medicinales fueron los primeros medicamentos que conocio el
hombre. Con ellas curé sus enfermedades, calmé sus dolores, mitigd sus penas,
angustias y preocupaciones, se alucind, se intoxico y hasta provoco su muerte.’ Las
plantas son importantes fuentes de productos naturales biolégicamente activos que
constituyen modelos y materia prima para la sintesis de productos farmacéuticos.?
También se consideran como recursos terapéuticos para el tratamiento y
mantenimiento de la salud, como medicina popular, sobre todo en los paises
subdesarrollados.® El uso de la medicina herbaria tiene una gran importancia
socioecondmica en comunidades de bajos ingresos, debido a su alta disponibilidad,

baja toxicidad, riesgo minimo de efectos secundarios y el bajo costo.”

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, el 80 % de la poblacién de los
paises en desarrollo lo utilizan en las practicas tradicionales en la atencién primaria de

salud con el fin de tratar y curar sus enfermedades®

El Peru tiene una gran variedad de especies de plantas en su flora, sin
embargo, la produccién cientifica médica relacionada con las publicaciones y las
propiedades de las plantas medicinales son escasas, por lo cual, es menester

contribuir con el conocimiento y difusién de sus diferentes usos en la medicina.®’

El Rosmarinus officinalis (romero) pertenece a la familia Labiatae (Labiadas) y
crece en la costa mediterranea rocosa y arenosa. Se aclimataron en el Peru y se
cultiva en la costa, sierra y selva hasta 3.500 metros de altura sobre el nivel del mar.
Entre las caracteristicas clave se citan: hojas lineares, coriaceas, de color verde,

tubulares y fuerte agradable aroma es un arbusto perenne de tamafio 1,50 m. Usado
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por la poblacién con fines medicinales, se ingiere como té, las hojas y los tallos es

' Posee

parte de la comida de muchas naciones con el fin de obtener energia.®’
propiedades: antiespasmaddico, antiinflamatorio, antiséptico, anti fingico vy
antibacteriano contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.” Los estudios
realizados hasta ahora muestran el potencial de inhibicidn del crecimiento bacteriano y
la sintesis de glucano, lo que sugiere su uso como coadyuvante en el medio de control
de las bacterias cariogénicas."” Estudios in vitro demostraron que el extracto

hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis (romero) tiene una accion de inhibicion

bacteriana.™

2.2 DELIMITACION DEL PROBLEMA

En la actualidad a nivel mundial las plantas son utilizadas en la medicina
general, pero la ciencia moderna, analizando y estudiando los efectos terapéuticos de
las plantas quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, para
conocer los principios activos responsables de cortar, aliviar o curar las enfermedades.
Un analisis de esta naturaleza debe ser realizado como una accion multidisciplinaria
con la intervencion de bidlogos, quimicos y farmacélogos.™ El Pert, considerado uno
de los paises megadiversos del planeta, ha efectuado importantes aportes de especies
y variedades para el mundo gracias a los diversos pisos ecolégicos y microclimas que
presenta.’

El Rosmarinus officinalis (romero), es una planta que crece en todas partes del
mundo, a nivel de américa del sur crece en varios paises, en el Peru crece en la costa,
sierra y selva.” Del (romero) se utilizan sobre todo las hojas y las flores. Con el aceite
esencial que se extrae directamente de las hojas, se prepara alcohol de romero, que
se utiliza para prevenir las uUlceras. También se emplea para tratar dolores reumaticos
y lumbalgias. Se utiliza en fricciones como estimulante del cuero cabelludo (alopecia).

La infusién de hojas de romero alivia la tos y es buena para el higado. El humo de
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romero sirve como tratamiento para el asma. El alcanfor de romero tiene efecto
hipertensor (sube la tension) y tonifica la circulacién sanguinea. Por sus propiedades
antisépticas, se puede aplicar por decoccién sobre llagas y heridas como cicatrizante.
En la cocina se utiliza para asados, guisos, sopas y salsas y ademas se puede
preparar "vino de romero” con propiedades benéficas para la funcion estomacal asi

como en la fabricacién de jabones, desodorantes, cosméticos, perfumes, etc.” "'

En investigaciones realizadas “in vitro” con extracto de Rosmarinus officinalis
(romero) se ha demostrado que tiene actividades bactericidas y bacteriostaticos a
concentraciones bajas contra los Streptococcus mutans y Streptococcus oralis,'®"®
actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, P.
aeruginosa.' También mostré potencial antimicético para todas las cepas de Candida
albicans, y las cepas de C. tropicalis.?

Por las consideraciones anteriormente expuestas, el presente estudio tiene

como objetivo determinar el efecto antibacteriano “in vitro” del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis (romero) sobre la flora salival.

2.3 FORMULACION DEL PROBLEMA

Puesto que se ha demostrado por medio de otros estudios cientificos que las
plantas medicinales poseen propiedades terapéuticas sobre la caries dental y la
enfermedad periodontal, que son las enfermedades que mas prevalecen en la cavidad
oral, se realiza el presente trabajo de investigacion con la finalidad de comprobar las
propiedades antibacterianas del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero)

frente a flora salival. Asi, se plantea la siguiente formulacién del problema:

¢ Cual sera el efecto antibacteriano “in vitro” de diferentes concentraciones del

extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) sobre flora salival?
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2.4 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.4.1 Objetivo general

®
0.0

Determinar el efecto antibacteriano “in vitro” de diferentes concentraciones del

extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) sobre flora salival.

2.4.4 Objetivos especificos

R/
0’0

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Rosmarinus

officinalis (romero) a la concentracién de 25 mg/ml sobre flora salival.

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

(romero) a la concentracion de 50 mg/ml sobre flora salival.

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

(romero) a la concentracion de 75 mg/ml sobre flora salival.

Comparar los resultados obtenidos por medicion de halos de inhibicién
generados por el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) en

diferentes concentraciones y la clorhexidina al 0, 12 % sobre flora salival.

2.5 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La medicina natural aunque ha sido utilizada como tratamiento médico general

desde tiempos inmemoriales, es muy poco conocida como posible aporte al campo

Odontologico. Al respecto, existen investigaciones del comportamiento de ciertos

compuestos de origen vegetal sobre flora salival. La importancia del presente estudio

radica en el posible uso del Rosmarinus officinalis en higiene oral con el fin de

comprobar su efectividad antimicrobiana, asi mismo, basandose en estudios anteriores

sobre sus efectos antibacterianos en micro biota ora

,'*2° por lo que se plantea la
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preparacion de un extracto etandlico de Rosmarinus officinalis para verificar que

tiene efecto antibacteriano sobre flora salival.

Al final de este trabajo de investigacion se busca contribuir con el conocimiento
y difusion del Rosmarinus officinalis y utilizarlas en el Peri como alternativa
terapéutica en el campo odontolégico, por sus beneficios terapéuticos y bajo costo

que lo haria accesible a las clases mas necesitadas.

En el presente estudio se comprobara la efectividad antibacteriana del
Rosmarinus officinalis sobre la flora salival. De ser asi, representaria una alternativa
mas, para la prevencion de enfermedades bucales, que tendria un valor econémico

reducido y que por ser natural ocasionaria poco o0 ningun dafo a nuestro organismo.

2.6 LIMITACION DE LA INVESTIGACION

Escaso material bibliografico en el Peri de investigaciones relacionadas
directamente a evaluar la actividad antibacteriana de Rosmarinus officinalis (romero)

sobre flora salival.
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1. MARCO TEORICO

3.1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

ABREU M. y col. (2012). Evaluaron “in vitro” las actividades bacteriostaticas y
bactericidas de tinturas de Rosmarinus officinalis (romero), Calendula officinalis
(Maravilla) y Mikania glomerata (Guaco) y compararon con la clorhexidina al 0.12 %;
frente a cepas bacterianas estandarizadas de Streptococcus mutans y Streptococcus
oralis. La concentracion minina Inhibitoria (MIC) se determiné por la técnica de
microdilucion, se utilizaron tinturas de Rosmarinus officinalis en concentraciones que
varian entre 100 y 0,78 mg/ml y como control positivo clorhexidina al 0,12 %. La
lectura se realizé después de 24 horas por el método visual comprobando que las
tinturas de romero mostraron actividades bactericidas y bacteriostaticas a una (MIC)
de 0,78 mg/ml; contra los Streptococcus mutans y Streptococcus oralis. Sin embargo,

la actividad antimicrobiana de clorhexidina fue superior a las tinturas.®

TEIXEIRA 1. (2012). Evalué la accion antimicrobiana de Rosmarinus officinalis
(romero) contra las bacterias orales presentes en el biofilm dental que estan asociados
con caries y la enfermedad periodontal. Se trata de un estudio ciego, cruzado, “in
vivo” que incluyé a 11 voluntarios, los tratamientos se realizaron en tres fases de
catorce dias cada uno, cada fase seguida de un intervalo de descanso. Durante esas
semanas, los voluntarios realizaron enjuagues bucales con las siguientes soluciones:
control negativo / placebo, solucién de clorhexidina al 0,12 % (control positivo) y la
solucion que contiene extracto de hoja de Rosmarinus officinalis (solucién de prueba)
a una concentracion de 1:5 en 10 %. Para el control de la biopelicula dental se utilizd
el indice de higiene oral simplificado. Los datos clinicos y estadisticos muestran que el
extracto de romero aparentemente no presentaba grandes resultados, sin embargo, la

clorhexidina si mostré mejores resultados en el control de la biopelicula dental."
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DALIRSANI Z. y col. (2011). Evaluaron “in vitro” los efectos antimicrobianos de diez
extractos de plantas contra Streptococcus mutans. La efectividad antimicrobiana se
comparé con clorhexidina al 0.12 % que utilizaron como control positivo. Para dicho
trabajo se utilizd6 30 gr de diez plantas incluyendo Rosmarinus officinalis (romero)
tomillo, menta, ajo, canela, manzanilla, arbol de té, clavo, hierbabuena, salvia y se
disolvieron en 100 ml de metanol puro, las bacterias de Streptococcus mutans se
cultivd en agar sangre. Después de 24 h los didmetros de los halos indicaron falta de
crecimiento bacteriano, Los diametros de cada disco se compararon con los de
clorhexidina mediante el andlisis de la prueba t. donde se observé que la inhibicion
alrededor de los discos de extracto de romero fue 11.5 mm el que mas se aproxima al

de la clorhexidina que fue de 14,6 mm."®

ESTRADA S. (2011). Realizé un estudio “in vitro” para determinar la actividad
antibacteriana de los extractos de romero y tomillo frente a Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans y Pseudomonas
aeruginosa. Ultilizé tres concentraciones de extracto: 10000, 1000 y 100 ug/ml,
frente a las distintas bacterias y la candida; se comprob6é sus propiedades
antimicrobianas utilizando el método de Mitscher el cual consiste en la determinacion
del crecimiento de los microorganismos en presencia de concentraciones crecientes
del antimicrobiano. Luego de 24 y 48 horas de incubacion; se observd que los
extractos de ambas plantas presentan actividad antibacteriana destacandose la

mezcla de los extractos a concentraciones de 10000 y 1000 ug/ml."®

CASTRO R.y col. (2010). Evaluaron “in vitro” la actividad anti fungica de los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis (romero) y Ocotea odorifera Vell (sasafras),
contra cepas de Candida albicans y C. tropicalis. Para determinar la concentracion
minima inhibitoria (MIC) se utilizé la técnica de microdilucion seriada; como control
positivo se utilizaron Miconazol y nistatina. Los cultivos se realizaron en agar
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Sabouraud, fueron incubados a 35 °C durante 24 a 48 horas. Las lecturas de las
cepas de levadura se hicieron con el método visual, Se tomé en cuenta la no
formacion de cumulos celulares "el crecimiento visual". En los resultados se observé
que todas las cepas fueron sensibles al aceite esencial del Rosmarinus officinalis

(romero) a una CIM de 2,5 mg/ml.%°

BATTAGIN J. (2010). Evalué “in vitro” el efecto de inhibicion de la actividad de la
glucosiltransferasa y el crecimiento bacteriano de los extractos de Rosmarinus
officinalis (romero), Camelia sinensis (t&€ verde) y llex paraguariensis (yerba mate)
sobre la actividad de la glucosiltransferasa, contra Streptococcus mutans. Los
resultados obtenidos con el extracto acuoso de Rosmarinus officinalis (romero) fueron
prometedores, ya que mostraron una inhibicién significativa de la actividad de GTF

(50 — 75 %) en concentraciones superiores a 4 mg/ml.?’

VOLCAO L. y col. (2010). Determinaron “in vitro” la actividad antibacteriana del
aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) contra tres cepas bacterianas
estandarizadas: Escherichia coli, Enterococcus fecalis y aerogenes Entorobacter.
Para obtener la concentracion minima inhibitoria (CIM), utilizaron la técnica de
microdilucion con concentraciones que varian de 0.78 a 100 mg/ml Los resultados de
este estudio mostraron que hay actividad antibacteriana del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis en Enterococcus faecalis y Enterobacter aerogenes a una
(CIM) 25 mg/ml. También mostraron inhibicion del crecimiento de Escherichia coli a

una (CIM) de 100 mg/ml.??

CASTANO H. y col. (2010). Evaluaron “in vitro” la actividad bactericida del extracto
etandlico y el aceite esencial de hojas de Rosmarinus officinalis. Sobre
microorganismos de interés alimentario: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Listeria monocytogenes, Pseudomona
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aeruginosa, Bacillus cereus y Lactobacillus plantarum. La concentracién minima
inhibitoria (CIM) se determind mediante la técnica de microdilucion; los resultados
mostraron que el aceite esencial exhibié una mayor accién antimicrobiana tanto para
bacterias Gram positivas como Gram negativas con CIM entre 512 — 4096 ppm. El
extracto etandlico mostrd actividad antimicrobiana contra las bacterias S. sonnei, S.

typhimurium y L. monocytogenes con CIM de 1024 ppm. %

MONROY A. y col. (2009). Evaluaron “in vitro” la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis y chile ancho contra Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi y Listeria monocytogenes. La concentracion minima
inhibitoria (CIM) se determin6 mediante la técnica de microdilucion. Las
concentraciones que se utilizaron para ambos extractos fueron de 0.6 a 1.4 mg/ml;
los resultados de la evaluacion de ambos extractos inhibieron el crecimiento de los
microorganismos patégenos en rangos que van de 0.8 - 1.2 mg/ml, la (CIM) para el

romero fue 1.2 mg/ml.?*

COSTA A.y col. (2009). En un estudio evaluaron “in vitro” el potencial anti fiUngico de
extractos glycolicos de Rosmarinus officinalis. (Romero) y Syzygium cumini Linn.
(jambolan), contra cepas de Candida albicans, Candida tropicalis y Candida glabrata.
En los resultados que obtuvieron llegaron a la conclusion de que los extractos
glycolicos de Rosmarinus officinalis. Y Syzygium cumini Linn. Mostré potencial
antimicético para todas las cepas de Candida estudiadas, y las cepas de C. tropicalis

demostrado ser mas sensible a los extractos en relacién a C. albicans y C. glabrata.?®

ARDILA M. y col. (2009). Evaluaron la actividad antibacteriana “in vitro” de seis
extractos de plantas, entre ellas utilizaron el extracto de Rosmarinus officinalis
(romero) y la vancomicina de 30 ug/ml. Contra Clostridium perfringens; el extracto de
romero fue disuelto en una solucién de hexano-acetona que presento una inhibicién de
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14,4 mm. De diametro en el crecimiento bacteriano, casi semejante a la vancomicina

14.5 mm. Que fue utilizado como control positivo.?®

BARNI M. y col. (2009). Estudiaron la eficacia antibacteriana “in vivo” de un extracto
etandlico de romero contra Staphylococcus aureus, en dos modelos de infeccion en
piel de raton. El extracto seco de romero contenia 23 % de compuestos fendlicos, 20
% de diterpenos fendlicos, 10 % de acido carnésico, 10 % de carnosol y un 3 % de
acido rosmarinico. Los resultados evidenciaron la accion bacteriostatica del extracto
de romero en la concentracion de 2.3 % de polifenoles activos y la accion bactericida
del extracto que contenia un 4.6 % de polifenoles activos contra S. aureus en los dos
modelos de infeccion en piel de ratdén, se resalta la actividad antibidtica in vivo

comparable al acido fusidico.?’

ROZMAN T. y col. (2009). Estudiaron la actividad antimicrobiana del extracto de
romero con una concentracion variable de acido carndsico, en dicho estudio se
utilizaron dos métodos: el de difusidén en disco y el crecimiento en caldo en contra de
las distintas especies de Listeria y en contra de diferentes cepas de L.
monocytogenes, dicho experimento demostré una eficacia al inhibir el crecimiento de

la L. monocytogenes.?®

SILVA M. y col. (2008). Determinaron la actividad antimicrobiana y antiadherente “in
vitro” del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis (romero) a diluciones que
varian de: 1:1 a 1:512 y clorhexidina al 0,12 %, contra cepas estandarizadas de:
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus
sanguis y Lactobacillus casei; los resultados demostraron que todas la cepas fueron
sensibles al extracto de romero, excepto Streptococcus mitis. Los halos de inhibicion
formados varian de 11 a 18 mm. En las diluciones que van de 1:1 a 1:4; mientras que
con la clorhexidina al 0,12 % halos de inhibicién fueron de 10 a 24 mm. En diluciones
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que van de 1:1 a 1:64; ademas se observd que el romero presenta una actividad
antiadherente hasta una concentracién que va desde 1:1 a 1:18, mientras que la

clorhexidina al 0.12 % llega hasta 1: 32 de actividad antiadherencia.'?

ALVES M. (2008). Compard la actividad antimicrobiana “in vitro” del extracto
hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis (romero) y clorhexidina al 0,12 %, contra
cepas estandarizadas de: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus sanguis y Lactobacillus casei; los resultados demostraron un
gran potencial antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis
(romero) frente a todas las cepas utilizadas, con halos de inhibicién de 11 a 20 mm.

Similar a clorhexidina al 0,12 %, con halos de inhibicién de 11 a 18 mm."

HENTZ S. y col. (2007). En un estudio “in vitro” evaluaron la actividad antimicrobiana
de aceite esencial del Rosmarinus officinalis. Contra Salmonella sp utilizaron el
meétodo del disco de papel de filtro para evaluar la inhibicién de la accion del aceite
esencial de romero. Los resultados mostraron que la inhibicion del aceite esencial de
R. officinalis puro al 100 % contra Salmonella sp, fue menor que la inhibicion del
antibiotico (sulfametoxazol) utilizado como control positivo. Concluyeron que el aceite

esencial de romero inhibe el crecimiento de la Salmonella sp.?

GENENA K. y col. (2007). Obtuvieron extracto de hoja de romero con la técnica de
fluidos supercriticos (SFE). Los extractos se analizaron y se comprobd su actividad
contra bacterias Gram positivas: S. aureus, y B. cereus, y bacterias Gram negativas:

E. coli, Pseudomonas aeruginosa) y antiflingica: Candida albicans.*®

GONTIJO C. y col. (2006). Realizaron un estudio “in vitro” que tuvo como objetivo
desarrollar un enjuague bucal que contiene la combinacién de extractos
hidroalcohdlicos de Rosmarinus officinalis, Plantago importante, impetiginosa
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Tabebuia, Achillea millefolium y Nasturtium officinale, para evaluar su composicién
farmacoldgica y su actividad antibacteriana frente a cepas estandares de Gram-
positivas y Gram-negativas: P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, B. subtilis, E. fecalis.
La actividad antibacteriana se observé usando los métodos de disco de papel por
difusién, la concentracion minima inhibitoria (MIC) se determiné por el Método de
microdilucion sucesiva. Los resultados obtenidos mostraron que todas las bacterias

fueron inhibidas por los extractos.*'

RAU U. y col. (2006). Reportaron la actividad antimicrobiana y citotoxicidad del a-
pineno, 1,8 cineol, canfeno, B-mirceno, alcanfor y borneol, contenidos en el aceite de
romero; demostraron un efecto moderado con el grupo de las Gram positivas y Gram
negativas, en dicho estudio se utilizé una concentracién de 5 mg/ml, lo que inhibio
completamente la germinacion de Triticum vulgare y afectd a la membrana celular de

las bacterias lo que redujo la mitosis de las bacterias.*
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3.2. BASES TEORICAS

3.2.1 Rosmarinus officinalis (romero)
3.2.1.1 Historia
El romero (R. officinalis) es una planta mediterranea cuyo término se deriva del
griego “rhops y myrinos” que significa “arbusto marino” por su crecimiento cercano a
las costas. El epiteto "officinalis" se aplica a muchas especies que se usan en las
oficinas o farmacias y también a aquellas plantas que son consideradas

medicinales.>*%*

El romero es conocido desde el antiguo Egipto, se dice que los faraones
egipcios hacian poner sobre sus tumbas un ramillete de romero para perfumar su viaje
al pais de los muertos. Sus virtudes medicinales ya fueron reconocidas por
Dioscérides en los capitulos 81, 82 y 83 del Libro lll, en los que habla del libanotis
coronaria: el romero. Su aceite esencial fue obtenido por primera vez hacia el afio
1330 por Ramén Llull y desde entonces, se emplea en perfumeria. En el siglo XVI la
reina Isabel de Hungria lo utilizé para tratar el reumatismo que padecia convirtiéndose
en «el agua de la reina de Hungria», en uno de los remedios mas famosos de la corte
de Luis XIV. Los boticarios empleaban el romero en gran niumero de preparados pero

en la actualidad sélo el aceite esencial esta incluido en las farmacopeas.’

3.2.1.2 Taxonomia

Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis.
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Taxonomia®*®

Reino: PLANTAE
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA
Orden: LAMIALES
Familia: LAMIACEAE
Género: Rosmarinus
Especie: Rosmarinus officinalis

Nombre comun: (romero)

3.2.1.3 Descripcién botanica
El romero es un arbusto lefioso de hojas perennes muy ramificado, puede
llegar a medir 2 metros de altura. Lo encontramos de color verde todo el afio, con

tallos jévenes borrosos y tallos afiosos de color rojizo con la corteza resquebrajada.’"

Las hojas, pequefias y muy abundantes, presentan forma linear. Son opuestas,
sésiles, con los bordes hacia abajo y de un color verde oscuro, mientras que por el
envés presentan un color blanquecino y estan cubiertas de vellosidad. En la zona de

unién de la hoja con el tallo nacen los ramilletes floriferos.™""

Las flores son de unos 5 mm de largo. Tienen la corola bilabiada de una sola
pieza. El color es azul violeta palido, rosa o blanco, con caliz verde o algo rojizo,
también bilabiado y acampanado. Son flores axilares, muy aromaticas y meliferas
(contienen miel), se localizan en la cima de las ramas, tienen dos estambres
encorvados soldados a la corola y con un pequefo diente. Florece a comienzos de

primavera, aunque pueden encontrarse flores practicamente durante todo el afio.""3*
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El fruto, encerrado en el fondo del caliz, esta formado por cuatro pequefas

nuececitas trasovadas, en tetraquenio, de color parduzco.'%3334

3.2.1.4 Distribucion geografica

El romero, es una planta que crece en todas partes del mundo se distribuye
desde la regién mediterranea, sur de Europa, norte de Africa. Incluso se encuentra
también en Asia Menor y Sudamérica. En Espafia se halla en la mayor parte de
Catalufia, hasta los Pirineos en Aragon y Navarra, Castilla-La Mancha, Castilla y Ledn,
La Rioja, Madrid, Murcia, Extremadura, en las zonas montafiosas de la Comunidad
Valenciana, Andalucia e islas Baleares, en Centroamérica y el Caribe, a nivel de
américa del sur crece en varios paises, en el Peru crece en la costa, sierra y

selva.t134

3.2.1.5 Héabitat

Este arbusto se desarrolla en climas tropicales, subtropicales y humedos, y en
suelos aridos, secos, ligeros, algo arenosos, muy permeables, bien drenados,
calcareos o pobres, pero no se adapta a las tierras arcillosas compactas. En el Peru
crece en la costa, sierra y selva hasta los 3,500 msnm, formando parte del

sotobosque, en laderas de tierras bajas y en lugares secos.?"*

3.2.1.6 Composiciéon quimica

En la planta se han reportado diversos compuestos quimicos los cuales han
sido agrupados de manera general por diversos autores en acidos fendlicos,
flavonoides, aceite esencial, acidos triterpénicos y alcoholes ftriterpénicos. El aceite
esencial de romero es el componente mas estudiado cualitativamente, algunas de las
principales estructuras quimicas activas se muestran en la Figura 1. Diferentes

trabajos de investigacion afirman que dependiendo del lugar geografico donde crezcan
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las plantas bajo condiciones de tipo de suelo, clima y altura sobre el nivel del mar

generan diferentes cambios en cantidad y tipos de moléculas bioactivas presentes.%4°

De manera general, la composicién quimica del aceite esencial de romero ha
sido descrita en trabajos que indican el tipo de moléculas activas presentes. Se ha
identificado la presencia de a-pineno, p-pineno, canfeno, ésteres terpénicos como el
1,8-cineol, alcanfor, linalol, verbinol, terpineol, carnosol, rosmanol, isorosmanol, 3-
octanona, isobanil-acetato y B-cariofileno; los acidos vanilico, caféico, clorogénico,
rosmarinico, carnoésico, ursolico, oleandlico, butilinico, betulinico, betulina, a-amirina,

B-amirina, borneol, y acetato de bornilo.*'
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Grafico N° 01: Compuestos quimicos presentes en R. officinalis.
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En el caso de las hojas del romero prevalece un alto contenido de acido
rosmarinico y su derivado rosmaricina, también esta presente el acido carndsico que
se caracteriza por ser inestable, su degradacion se da por incremento de la
temperatura y exposiciéon a la luz; en presencia de oxigeno puede oxidarse para

formar carnosol, rosmanol, epirosmanol y 7- metil-epirosmanol.*?

Dentro de los compuestos activos con efecto antibacteriano util, se mencionan

los siguientes compuestos:

Terpenoides. Diterpenos (picrosalvina, carnosol, isorosmanol, rosmadial,
rosmaridifenol, rosmariquinona), Triterpenos (acidos oleandlico y ursdlico, y sus 3-
acetil-ésteres). Son aquellos que tienen elementos adicionales, usualmente oxigeno;
se especula que involucra la ruptura de la membrana celular por los compuestos

lipofilicos.*’

Fenolicos y polifenoles (acido rosmarinico, acido clorogénico, acido cafeico y acidos
fendlicos derivados del acido cinamico). Los sitios y nimeros de grupo hidroxilo en el
grupo fenol se cree que estan relacionado con la toxicidad contra los microorganismos,
efectivo contra virus, bacterias y hongos; se cree que produce una inhibicion

enzimatica o una interaccién no especifica con las proteinas.*'

Flavonas, flavonoides vy flavonol. (cirsimarina, diosmina, hesperidina,
homoplantiginina, fegopolina, nepetina y nepitrina), son sintetizados por las plantas en
respuesta a infecciones microbianas, forman un complejo con las proteinas solubles y
extracelulares y el complejo de la pared de la célula bacteriana, impidiendo el

desarrollo de las células bacterianas.*!

Alcaloides. Constituyen un grupo heterogéneo de bases nitrogenadas, tiene efecto

antimicrobiano, viral: se le atribuye a su capacidad de intercalarse con el DNA.*'
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Taninos son compuestos polifenolicos, desempefan en las plantas accion defensiva
frente a insectos, son antidiarreico, antimicrobiana, inhibidora enzimatica, estan
relacionadas con la capacidad de inactivar adhesinas microbianas, enzimas, proteinas

trasportadoras en la célula, formar complejos con la pared celular, etc.*’

Aceites esenciales. Es un liquido volatil, insolubles en agua, con un ligero tinte entre
amarillo y verdoso, de olor alcanforado y sabor amargo. Esta esencia esta formada
numerosas sustancias diferentes: Pineno, canfeno, cineol, alcanfor de romero 12 %,
limonero, eucaliptol 20-32 %, borneol 18 %, actuan como anti-inflamatorios,
expectorantes, diuréticas, antiespasmoddicas y tonificantes sobre el estomago,
intestino, bilis y el higado; también combaten agentes patdégenos como: bacterias,

hongos, virus.*’

3.2.1.7 Mecanismo de accidn

La actividad antimicrobiana del Rosmarinus officinalis es mayor contra las
bacterias. Se sugiere que esta capacidad se debe a la accién de flavonoides,
terpenoides, polifenoles, tanino y aceites esenciales, cuyo mecanismo de accién
consiste en: degradar la membrana citoplasmatica de las bacterias, lo que conduce a
una pérdida de iones de potasio, provocando autolisis de la célula, también aumenta la
permeabilidad de la membrana, y disipa su potencial, haciendo que las bacterias
pierdan su capacidad de motilidad, transporte de membrana y sintesis de ATP,
haciéndolas mas vulnerables al ataque inmunolégico y potenciando a los

antibidticos. %43
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3.2.1.8 Actividad farmacol6gica

El romero es carminativo, digestivo y antiespasmédico, y tiene propiedades
coleréticas, colagogas y hepatoprotectoras. El efecto favorable que ejerce en la
digestion se produce al actuar sobre varios niveles. En primer lugar, estimula la
produccion de los jugos gastrointestinales. Ademas relaja el mdusculo liso
gastrointestinal, elimina posibles espasmos y favorece las secreciones. Al relajar las
cardias, tiene un efecto carminativo y colagogo, gracias a la relajacién del esfinter de

Oddi.*™**

La planta ejerce también un efecto diurético, antiinflamatorio, antiulcerogénico y
antioxidante. Aunque en la literatura cientifica no se han descrito ensayos clinicos
sobre estas propiedades farmacolégicas, si que se han demostrado mediante ensayos
“in vivo” e “in vitro”. Su actividad colagoga, colerética y protectora hepatica, asi como
su efecto diurético se ha observado en ratas y cobayos. Algunos ensayos
farmacoldgicos han permitido asimismo demostrar que el aceite esencial, algunos
extractos y varios de sus componentes aislados, relajan las musculaturas lisas
traqueales, intestinales y vasculares de distintos animales de experimentacién. Y
aunque el mecanismo de accion no esta del todo aclarado, algunos autores
consideran que se debe a una accién antagonista del calcio, sobre todo en el caso de

los efectos relajantes del aceite esencial sobre la musculatura lisa traqueal.'®""*°

En cuanto a la actividad antiinflamatoria de los principios activos del romero, se
ha comprobado en animales de experimentacion que el acido rosmarinico incrementa
la produccion de prostaglandina E2 y reduce la produccion de leucotrieno B4 en
leucocitos polimorfonucleares humanos. Asimismo se ha observado que este acido
fendlico inhibe el sistema del complemento. Por esta razén su uso podria ser util en el
tratamiento o la prevencién de diversas afecciones inflamatorias. También se ha

demostrado en ratas que el extracto hidroalcohdlico de la planta tiene una actividad
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anti ulcerosa, efecto que algunos investigadores atribuyen a los componentes

antioxidantes que contiene.'®""*'

3.2.1.9 Actividad antibacteriana

El extracto de hoja de R. officinalis afecta a la membrana celular de las
bacterias, la actividad citotdxica afecta directamente a la fase mitética de las bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Por destacar, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp. y S. aureus, estos microorganismos son susceptibles
a los componentes del extracto de romero, en cuyo extracto prevalecen el acido
caféico, acido rosmarinico, carnosol, acido carnosélico y flavonoides.*®*’ También se
obtuvieron extracto de hoja de romero y se comprobd su actividad contra bacterias
Gram positivas: S. aureus, y B. cereus, y bacterias Gram negativas: E. coli,

Pseudomonas aeruginosa) y antifingica: Candida albicans.'®""?

3.2.1.10 Usos y aplicaciones

Del romero se utilizan sobre todo las hojas y a veces, las flores. Con el aceite
esencial que se extrae directamente de las hojas, se prepara alcohol de romero, que
se utiliza para prevenir las uUlceras. También se emplea para tratar dolores reumaticos
y lumbalgias. Se utiliza en fricciones como estimulante del cuero cabelludo (alopecia).
La infusion de hojas de romero alivia la tos y es buena para el higado y para atajar los
espasmos intestinales. Debe tomarse antes o después de las comidas. El humo de
romero sirve como fratamiento para el asma. El alcanfor de romero tiene efecto
hipertensor (sube la tension) y tonifica la circulacién sanguinea. Por sus propiedades
antisépticas, se puede aplicar por decoccién sobre llagas y heridas como cicatrizante.
También posee una ligera cualidad emenagoga (regular la menstruacion). Cura

heridas y llagas. De sus hojas se obtiene el "agua de la reina de Hungria", para
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perfumeria y también un agua destilada que se utiliza como colirio, la esencia puede
usarse para combatir dolores reumaticos. En la cocina se utiliza para asados, guisos,
sopas Yy salsas y ademas se puede preparar "vino de romero” con propiedades
benéficas para la funcidon estomacal asi como en la fabricacion de jabones,

desodorantes, cosméticos, perfumes, etc." 344849

3.2.1.11 Efectos secundarios y contraindicaciones

Se considera que el principio activo del romero carece de toxicidad; sin
embargo, las personas especialmente sensibles pueden experimentar reacciones
alérgicas, especialmente dermatitis por contacto. Asimismo, no es recomendable que
las personas con calculos biliares recurran a esta droga sin consultar previamente con
un medico. Esto es debido a que cuando existe litiasis biliar, un aumento del drenaje
de la vesicula biliar puede ir acompafiado de una obstruccién de los conductos

biliares.®"

Finalmente, aunque la probabilidad de presentar una intoxicacion por el
consumo de infusiones de romero es muy baja, una sobredosis podria derivar en un
cuadro caracterizado por espasmo abdominal, vomitos, gastroenteritis, hemorragia

uterina e irritacion renal.

En cuanto al uso del aceite esencial, en concentraciones elevadas puede ser
téxico para el sistema nervioso central y provocar convulsiones. Por este motivo, no se
recomienda su uso durante periodos de tiempo prolongados o a dosis mayores a las
recomendadas y se debe tener especial cuidado cuando se usa en nifos. Por via
tépica, la esencia de romero puede causar dermatitis y eritema en personas

hipersensibles.
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El romero no debe usarse en el transcurso del embarazo, ya que existe la
posibilidad de que induzca un aborto espontaneo por su posible efecto estrogénico.

Tampoco debe emplearse durante la lactancia.®""

3.2.1.12 Uso del Rosmarinus officinalis en odontologia

Nuestro pais esta considerado entre los doce paises de mayor diversidad
bioldgica de la tierra, sin embargo, solo le damos importancia a la medicina tradicional.
El conocimiento cientifico de ciertas especies es desconocido. En el area dental
solamente se han investigado escasas plantas; en cuanto al romero solo se utiliza de
manera tradicional.” Pero en otros paises se han realizado muchos trabajos con el
romero tanto en medicina como en odontologia. Brasil es uno de los paises que mas
ha estudiado al romero siendo utilizadas en diversa formulaciones farmacéuticas, asi

tenemos: los enjuagues bucales, colutorios, soluciones topicas, pasta dental, etc.®

3.2.1.13 El Rosmarinus officinalis en el Peru

El romero fue introducido nuestro pais en el afo 1579, es traido por los
espafioles desde la peninsula Ibérica." A partir de esa época es cultivado en los
huertos, también crece de manera silvestre debido a su gran adaptabilidad; es asi,
como se distribuye por todo el Peru abarcando la costa, sierra y selva. Actualmente se
cultiva en grandes proporciones en los diferentes valles; es utilizado por la poblaciéon
peruana de manera casera debido a que tiene multiples propiedades medicinales. Se
utilizan sobre todo las hojas y a veces las flores para prevenir las Ulceras. También se
emplea para tratar dolores reumaticos y lumbalgias, se utiliza para evitar la caida del

cuero cabelludo. La infusion de hojas de romero alivia la tos y es buena para el
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higado, también es aplicado sobre llagas y heridas como cicatrizante, para regular la
menstruacion, para perfumeria y también en la cocina se utiliza para asados, guisos,
sopas Yy salsas, asi como en la fabricacion de jabones, desodorantes, cosméticos,

perfumes, etc.”*

3.2.4 Clorhexidina
3.2.4.1 Historia

La clorhexidina se desarrolla en la década de los 40 en Inglaterra por
cientificos en un estudio contra la malaria, y sali6 al mercado en 1954 como
antiséptico para las heridas de la piel. Posteriormente comenzé a utilizarse en
medicina y cirugia tanto para el paciente como para el cirujano.”’

En odontologia empez6é a utilizarse para desinfeccion de la boca y en
endodoncia. El estudio definitivo que introdujo la clorhexidina en el mundo de la
periodoncia, fue el realizado por Lée y Schiott en 1970 donde se demostré que un
enjuague de 60 segundos dos veces al dia con una solucion de gluconato de
clorhexidina al 0.2% en ausencia de cepillado normal, inhibia la formacién de placa y

el desarrollo de gingivitis.*'®?

3.2.2.2 Estructura y caracteristicas quimicas

La clorhexidina es una molécula bicatidnica simétrica, es un dimero proguanil
por lo que decimos que es una bisguanida, la cual estd conectada por una cadena
central hexametileno. En cada extremo se enlaza un radical paraclorofenil (2 anillos 4
clorofenil), resultando su nombre completo: paraclorofenilbiguanida. Este compuesto
es una base fuerte dicationica a PH superior a 3.5 con dos cargas positivas en cada
extremo del puente hexametileno. Es esta naturaleza dicatidénica la que lo hace
extremadamente interactiva con los aniones, lo que es relevante para su eficacia,

seguridad, efectos secundarios colaterales y su dificultad para formularla en productos.
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Aunque es una base, la clorhexidina se mantiene mas estable en su forma de
sal y la preparacion mas comun es la sal de digluconato por su alta solubilidad en

agua ( Fardal y Tumbull 1986).>

3.2.2.3 Mecanismo de accion

La clorhexidina se une fuertemente a la membrana celular bacteriana, lo que a
bajas concentraciones produce un aumento de la permeabilidad con filtracién de los
componentes intracelulares incluido el potasio (efecto bacteriostatico). En
concentraciones mas altas produce la precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte
celular (efecto bactericida). En boca se adsorbe rapidamente a las superficies de
contacto, incluidos los dientes con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la
hidroxiapatita. La clorhexidina adsorbida se libera gradualmente en 8-12 horas en su
forma activa. Después de 24 horas aun pueden recuperarse concentraciones bajas de
clorhexidina, lo que evita la colonizacion bacteriana durante ese tiempo. Su PH éptimo
se encuentra entre 5.5 y 7.0. En funcién del PH ejerce su accién frente a diferentes
bacterias. Con un PH entre 5.0 y 8.0, es activa frente a bacterias Gram+ y Gram-.

El efecto antiplaca se produce a través de cuatro mecanismos:*

1. La clorhexidina bloquea los grupos acidos libres de las glicoproteinas
salivales (mucinas), las cuales forman la pelicula adquirida que
permitira la formacién de la placa bacteriana, siendo ésta su primera
capa, no permitiendo la formacion de la misma.

2. La carga idnica positiva de la clorhexidina atrae a la superficie
microbiana de carga negativa, a lo que contribuye el PH del medio, el
cual es neutro o basico, permitiendo que los microorganismos se unan a
las moléculas de clorhexidina y no se adhieran a la pelicula adquirida.

3. La clorhexidina también destruye la placa formada al competir con el i6n
calcio, factor coadyuvante de la formacién y crecimiento de la placa
bacteriana que actua como una molécula de enlace que permite a las
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bacterias fijarse a la pelicula adquirida sin impedimentos. Cuando la
clorhexidina se une al i6n calcio, impide la unién del mismo a las
bacterias.

4. A altas concentraciones la clorhexidina produce tras unirse a la pared
bacteriana, cambios electroforéticos que producen una precipitacion

citoplasmatica que conlleva la muerte celular.

3.2.2.4 Farmacocinética.

Los estudios farmacocinéticos de clorhexidina, indican que aproximadamente el
30 % del principio activo, se retiene en la cavidad oral después del enjuague. La
clorhexidina retenida se libera lentamente en los fluidos orales. Estudios realizados en
animales y en humanos, demuestran la escasa absorcion del farmaco en el tracto
gastrointestinal. Los niveles plasmaticos de clorhexidina alcanzan un pico maximo de
0.206 microgramos por gramo en humanos, 30 minutos después de la ingestién de
300 mg de clorhexidina. No se encontraron niveles, detectables en plasma de
clorhexidina después de 12 horas de la ingesta. La excrecién de clorhexidina se
realiza fundamentalmente por las heces (90 %); menos del 1 % se excreta por la

orina.’"%4%

3.2.2.5 Concentraciones.

La clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones, al 0.12 % y al 0.2
%, se recomienda realizar un buche con 10ml de producto a una concentracion del 0.2
% y de 15ml al 0.12 %, esto es debido a la dosis total de clorhexidina ya que 10ml al
0.2 % libera 20mgy 15ml al 0.12 % libera 18mg, observandose que los resultados con

ambas formulaciones son igual de efectivos.*®
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3.2.2.6 Medios de presentacion y formas comerciales

La eficacia de clorhexidina depende de su forma de presentacion. Asi
encontramos: Colutorios, dentifricos, geles, barnices, aerosoles, depésito de liberacion
lenta, chicles con clorhexidina. etc. Siendo el método mas utilizado en colutorio para
la mayoria de situaciones como coadyuvante de la higiene oral. Su forma de
presentacion mas comun es en solucién al 0.12 % para enjuagues de 15 ml durante 30

segundos y al 0.2 % para enjuagues de 10 ml.>®

3.2.2.7 Indicaciones

Esta indicado como agente antiplaca, para el tratamiento de gingivitis y
periodontitis, en cirugia periodontal, como irrigador en alveolitis, como desinfectante en
estomatitis por dentaduras (candidiasis subplaca), como tratamiento de ulceraciones
aftosas y como coadyuvante en halitosis. Su uso se recomienda dos veces al dia,
como enjuague oral debe ser usado por lo menos 30 segundos. No se debe ingerir y

debe expectorarse después de enjuagarse.®

3.2.2.8 Efectos secundarios

El efecto colateral mas frecuente en la utilizacion de clorhexidina es la tincion
de dientes, partes blandas de la mucosa, dorso de la lengua y restauraciones.

Otro efecto secundario de los enjuagues con clorhexidina es la alteracién del
sentido del gusto como la hipogeusia y disgeusia, también se observa sensacion de
quemazon, sequedad de tejidos blandos, y lesiones descamativas y ulcerosas de la
mucosa gingival. Ademas un efecto colateral frecuente reflejado por los usuarios de

colutorios de clorhexidina es su desagradable sabor amargo.*®

3.2.5 Ecologiade cavidad bucal
La ecologia comprende el estudio de las relaciones entre los microorganismos
y el ambiente. La cavidad bucal se considera un ambiente y sus propiedades influyen
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en la composicién y la actividad de los microorganismos que en él se encuentran. El
sitio donde los microorganismos crecen es el habitat. Los microorganismos que
permanecen y se desarrollan en un habitat particular constituyen una comunidad
microbiana formada por especies individuales. La comunidad en su habitat especifico,
junto con los elementos abidticos con los cuales los microorganismos estan asociados,
constituyen un ecosistema.®’

Los microorganismos que componen la microbiota bucal coexisten en
ecosistemas que estan regulados por una serie de factores conocidos como
determinantes ecoldgicos internos y externos, por tanto, la flora bucal es una entidad
dinamica afectada por numerosos cambios durante la vida del huésped. La microbiota
de la cavidad bucal es compleja, hasta el 2001 se reconocian 500 especies;
actualmente se calcula que serian unas 700 las que habitan, ya que las técnicas de
biologia molecular han permitido establecer diferencias e identificar diverso

microorganismo y sus genes.*

3.2.3.1 Origen y desarrollo de la microbiota oral

Por lo general, la boca del feto a término es estéril, aunque al nacimiento puede
adquirir microorganismos transitorios a partir de la vagina. La boca del nifio recién
nacido adquiere microorganismos con rapidez, de la madre y también del ambiente.
Pueden aislarse varias especies de estreptococos y estafilococos, junto con
coliformes, lactobacilos, especies Bacilos, especies Neisseria y levaduras. La especie
mas comun que se aisla de la boca de los recién nacidos, es el Streptococus
salivarius, y junto con el Staphylococcus albus, Neisseria y Veillonella, forman el
conglomerado inicial. En otras ocasiones, Candida albicans se multiplica con rapidez
en la boca y el pH bajo que se produce impide el crecimiento normal de otros
comensales. Una proliferacion excesiva de levaduras produce lo que se conoce como

afta bucal®’®°
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Infancia y nifiez: El lactante se pone en contacto con una variedad de
microorganismos, algunos de los cuales se estableceran como parte de la flora comudn
del individuo. Los microorganismos comensales de otras partes del cuerpo y los del
ambiente, pueden existir también en la cavidad bucal y otros se quedaran ahi. La
erupcion de los dientes temporales proporciona una superficie diferente para la
adherencia microbiana y esto se caracteriza con la aparicién del Streptococcus
sanguis y Streptococcus mutans como habitantes regulares de la cavidad bucal. Con
el aumento en el nimero de dientes y los cambios en la alimentacion se modificaran
las proporciones globales de los microorganismos. Unos cuantos anaerobios llegan a
establecer pero como el surco gingival no es profundo, su numero permanece

pequefio. Habitualmente se encuentran actinomicetos, Lactobacillus y Rothia.>”°

Adolescencia: Quizas el incremento mayor en el niumero de microorganismos en la
boca se produce cuando hacen erupcion los dientes permanentes. Estos tienen fisuras
profundas en su superficie lo que hace que sean dificiles de desalojar. Los espacios
interproximales son mucho mayores que en la denticion temporal pues los dientes
tienen un “cuello” mas pronunciado en la uniéon amelo cementaria. El surco gingival es
mas profundo que en los dientes temporales y permite un incremento mayor en los
microorganismos anaerobios. La especie Prevotella queda fijada en cantidad
abundante, asi como las especies Leptotrichia y Fusobacterium y las espiroquetas.
Las lesiones de la caries dental crearan un ambiente nuevo en el cual surgiran algunos
microorganismos, en especial, estreptococos. En términos ecoldgicos la flora del final
de la adolescencia y el principio de la edad adulta, antes de la perdida de los dientes,

es el climax del conglomerado microbiano.?”°

Edad Adulta: Se considera que la complejidad de la flora bucal del adulto es quizas
su caracteristica principal. Puede haber cantidades variables de placa dental y el
grado de enfermedad periodontal cronica estara en relacion al numero y tipos de
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microorganismos encontrados. Las lesiones cariosas y las restauraciones poco
satisfactorias propiciaran ambientes para acumulaciones locales de bacterias. La
mayoria de estudios de la flora bucal del adulto, muestran que existen variaciones
considerables entre los individuos, en el numero total de bacterias y en las
proporciones de muchas de las especies. De acuerdo con las tendencias observadas
en el adolescente hay un incremento en la especie Prevotella y las espiroquetas con el
avance de la enfermedad periodontal y la madurez de la placa dental. La placa
superficial contiene pocos estreptococos, principalmente Streptococcus mutans y
sanguis. También se aislan con regularidad actinomicetos y otros filamentos Gram
positivos y gramnegativos de posicién taxondémica incierta. Conforme los dientes se
pierden, el niumero de sitios disponible para la colonizacidon bacteriana disminuye; se
reduce la cantidad de bacterias y varias especies disminuyen en cantidades
desproporcionadas. Los individuos edéntulos albergan pocas espiroquetas y
prevotellas, pero aumenta el numero de levaduras. Normalmente las levaduras se
ubican en el dorso de la lengua y en el surco bucal superior. Las dentaduras postizas
proporcionan un medio protegido en el cual las levaduras pueden multiplicarse y cubrir

el paladar duro y la superficie acrilica de la prétesis dental.®”°

3.2.3.2 Sistema inmune de cavidad bucal®

Variabilidad: Esta en relacion a las variantes cualitativas y cuantitativas de la flora
microbiana oral, unos en relacion a otros, o entre distintos individuos, incluso en un
mismo sujeto en distintas horas del dia o épocas de su vida. Se ve influenciada por

factores del hospedador.

Cantidad: La cantidad de flora microbiana en la cavidad oral es elevada y ademas

estos se hallan en espacios muy reducidos. Por ejemplo en las placas supragingivales
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pueden hallarse un promedio de 10" a 10'? microbios por gramo de peso himedo de

placa supragingival o Biofilm.

Especificidad: Los microbios orales son especificos en determinadas areas como

lengua, surco, carrillo, etc.

Heterogeneidad: Hay gran variedad de géneros y especies que pueden hallarse en

los diferentes ecosistemas orales.

3.2.3.3 Factores que alteran el desarrollo de la flora bucal

Para que un microorganismo se establezca en la boca, debe: Introducirse, ser

retenido, ser capaz de multiplicarse en las condiciones existentes en la boca.?®®’

Introduccién. Aunque desde el nacimiento se introducen en la boca una extensa
variedad de microorganismos, solo ciertas especies son capaces de establecerse en
ella. Muchos de estos microorganismos tienden a ubicarse en sitios particulares como

labios, dorso de la lengua, paladar duro, otros tejidos blandos, surco gingival o dientes.

Retencidn. La retencion de los microorganismos, por lo general, esta confinada a un
sitio particular en la boca, probablemente como consecuencia de la interaccién, a

menudo compleja de los mecanismos de retencion y desprendimiento.

Adherencia. Algunas bacterias tienen la habilidad de adherirse a los tejidos blandos;
Streptococcus salivarius puede adherirse a la superficie del dorso de la lengua y
también a otros tejidos blandos. Otros, en particular Streptococcus mutans y sanguis,
se adhieren al esmalte debido a la produccién de polisacarido extracelular por la
bacteria. Es posible que algunos actinomicetos bucales se adhieran por medio de un

40



mecanismo hialurénico mediado por acidos. Otras bacterias pueden pegarse
simplemente a la matriz celular producida por otros. La bacterias que se adhieren
débilmente como la especie Veillonella se alojan en defectos del esmalte, fisuras

oclusales y fésas donde se protegen de las fuerzas de desprendimiento.

Sitios protegidos. Ademas de lo anterior, la matriz adherente de la placa dental
proporcionara un ambiente protegido para las bacterias que no poseen mecanismo
alguno de adherencia. No obstante, el sitio protegido de mayor tamano es el surco
gingival, donde especies como Prevotella melaninogenicus y las espiroquetas pueden

sobrevivir.

Fuerzas de desprendimiento. Estas incluyen el flujo salival, el movimiento de la
lengua y de los tejidos blandos y la accion abrasiva de los alimentos. La circulacion del
liquido del surco gingival y la fagocitosis en el surco también sirven para eliminar

bacterias.

Multiplicacién. Para permanecer como parte de la flora bucal, un microorganismo
debe ser capaz de multiplicarse en el sitio particular en que puede ser retenido. Este

fenomeno depende de cierto nimero de factores:

> Disponibilidad de sustratos Para que las bacterias puedan proliferar,
deben ser capaces de metabolizar los sustratos disponibles de la dieta
0 en los productos metabdlicos de otros microorganismos que estan en
el mismo sitio 0 en uno préximo.

» pH El metabolismo de los microorganismos depende con frecuencia del
pH y las bacterias inhibidas por el bajo pH no pueden sobrevivir en las
condiciones acidas de la placa dental o bajo la base de una dentadura
postiza. Prevotella melaninogenicus y la especie Veillonella no toleran
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un pH menor de 5,5 aproximadamente pero la especie Lactobacillus y

Candida albicans pueden tolerar proporciones muy bajas de pH.

Oxidacion o reduccion en el medio circundante El potencial de
oxidacion reduccion (Eh) del sitio es con frecuencia importante para
determinar la naturaleza de la flora en ese lugar. Los microorganismos
anaerobios como, prevotelas, fusobacterias, espiroquetas y algunos
actinomicetos solo se desarrollaran en ambientes reductores. Los
requerimientos para la reduccidon son variados; actinomicetos, la
especie Capnocylophaga y la especie Campylobacter toleran un
ambiente con menor reduccion que el exigido por la especie Prevotella,
las fusobacterias y en especial las espiroquetas. Un potencial bajo de
oxidacion-reduccion solo puede lograrse con facilidad en el surco
gingival y en la capa mas profunda de la placa dental. De aqui se infiere
la explicacién del porqué las bacterias anaerobias estan confinadas a

esos sitios.

Interacciones microbianas La complejidad de las comunidades de
microorganismos es el resultado de un sinnumero de interacciones
microbianas. Algunas son nutricionales como proveer acido
paraaminobenzoico, el Streptococcus sanguis para el Streptococcus
mutans en ambiente reductor; el aporte de vitamina K por varios
microorganismos para Prevotella melaninogenicus que a su vez
produce sustrato para el Campylobacter sputorum. Las espiroquetas
dependen de varios factores producidas por otras tantas bacterias, lo
que quizd indica porqué estos microorganismos sélo pueden
establecerse en los surcos gingivales después de que el resto de la
flora normal se ha desarrollado.
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3.2.3.4 Flora Microbiana en la Cavidad Oral®®®

Labios. En los labios hay una transicién de piel a mucosa bucal y existen también
cambios en la poblacion bacteriana. Predominan el Staphylococcus albus y los
micrococos cutaneos con cantidades abundantes de estreptococos tipicos de la boca.
Si las comisuras de la boca se humedecen con la saliva, puede desarrollarse una
queilitis angular de cuyo raspado es posible cultivar Candida albicans, Staphylococcus

aureus y Streptococcus pyogenes

Mejilla. Los resultados de los estudios varian unos de otros, pero la bacteria
predominante en la parte interior de la mejilla es el Streptococcus miliar y le siguen en

frecuencia Streptococcus sanguis y Streptococcus salivarius.

Paladar. El paladar duro presenta una flora estreptocécica semejante a la de la mejilla.
Los hemdfilos se encuentran con regularidad y los lactobacilos son comunes. Los
escasos anaerobios encontrados sobre membranas expuestas es casi seguro que no
proliferen. Las levaduras y lactobacilos aumentaran en forma muy importante en
algunas personas que utilizan dentaduras postizas y la flora puede alterarse mucho
cuando el paladar es protegido de la accion de lengua y la saliva por la base de una
protesis.

El paladar blando albergara bacterias de las vias respiratorias como
Haemophilus, Corynebacterium, Neisseria y Branhamella. Los portadores de
Streptococcus B-hemoliticos con frecuencia tendran los microorganismos en la Uvula y

en los pliegues palatogloso y palatofaringeo.

Lengua. La superficie dorsal queratinizada de la lengua es un sitio ideal para la
retencion de microorganismos. Aunque varia el numero de Streptococcus salivarius es
el microorganismo predominante y representa el 20-50 % de la flora cultivable total.
Streptococcus mitis también es comun y la especie Haemophilus ha sido aislada con
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regularidad. El dorso de la lengua es colonizado a menudo con cantidades pequefias
de Candida albicans. ElI Micrococcus mucilagenous es un microorganismo raro que
semeja un estafilococo pero produce una sustancia mucosa extracelular que puede
explicar su retencion sobre la lengua. ElI microorganismo representa 3-4 % de la flora

cultivable en la mayoria de los individuos y se aisla unicamente del dorso de la lengua.

Surco gingival. La poblacion bacteriana del surco gingival es quizas la mas numerosa
en toda la boca, con 10'-10"" microorganismos por gramo de peso himedo de
detritus gingivales. Se han hecho innumerables estudios de esta estructura muy
relacionados con trabajos acerca de la placa dental, supra o subgingival. El surco
gingival tiene una relativa proteccion de las fuerzas que desalojan a las bacterias; no
obstante, el liquido crevicular en el surco proporciona un medio rico en nutrientes que

permite que proliferen algunos de los microorganismos mas delicados.

Dientes. Todos los dientes tienen microorganismos adheridos, usualmente en
depdsitos denominados placa dental. Las fuerzas para desalojar bacterias, tales como
los alimentos, la saliva y los tejidos blandos, tienden a remover esta placa de las
superficies lisas del esmalte, o bien, de areas linguales palatinas y bucales. Estos
depositos bacterianos se forman finalmente como sigue: En las fisuras y féselas
oclusales, en defectos del esmalte, en los espacios interproximales, cerca del borde
gingival. La variacion en la composicién de la placa es amplia, pero los estreptococos
bucales, los bacilos, filamentos Gram positivos y algunos anaerobios gramnegativos

siempre estan presentes.

Saliva. Los microorganismos que se denominan como parte de la flora de la saliva son
los que se han desprendido de los diversos sitios de la cavidad bucal en donde se han
asentado poblaciones bacterianas (piezas dentarias, lengua, mucosa de los carrillos y
membranas mucosas de la faringe.®? La saliva del ser humano tiene aproximadamente
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6000 millones (6X10°) de bacterias por mililitro, entre las cuales estan estreptococos,
peptostreptococos, Veillonella, Corynebacterium, Neisseria, Nocardia, Fusobacterium,

Prevotella, Lactobacillus, Actinomyces , espiroquetas, levaduras, protozoarios y otros.

3.2.3.5 Saliva
3.2.3.5.1 Definicién

La saliva es incolora, insipida, inodora, algo espumosa y muy acuosa, esta
constituido por sustancias provenientes de las glandulas salivales mayores y
menores.®® En el uso diario, el término saliva se utiliza como sinénimo de fluido oral
para describir la combinacion de liquidos que hay en la boca.

El conjunto de estos liquidos esta compuesto, ademas de las secreciones de
las glandulas salivales por una mezcla de pequefias particulas alimentarias,
microorganismos, células de descamacién del epitelio oral, secrecion del fluido
gingival, secrecién de glandulas sebaceas y otras particulas.’® La saliva es
considerada como un sistema con factores multiples que actuan en conjunto e influyen
en el estado de salud/enfermedad de la cavidad bucal.

El volumen de saliva segregado por una persona varia entre 700 y 800 ml
diarios con un promedio de 0.3 ml por minuto. Su produccion esta controlada por el

sistema nervioso autonomo.*®%%%¢

3.2.3.5.2 Componentes

La composicion y el volumen de la saliva desempenan un papel primordial en el
mantenimiento de las condiciones normales de los tejidos orales y son un factor
protector de gran importancia frente a la caries dental.® La mayor parte de la saliva es
producida por las glandulas salivales mayores. Cerca del 65 % del volumen total de
saliva es segregado por las parotidas; el 20 al 30 %, por las glandulas
submandibulares; del 2 a 5 % por las glandulas sublinguales y el 7 % restante por las
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glandulas salivares menores. La saliva es un liquido fluido, que contiene 99 % de
agua y 1 % de solidos disueltos, los sélidos pueden se diferenciados en 3 grupos:
componentes organicos proteicos, los no proteicos y los componentes inorganicos o
electrolitos.®

Entre los componentes organicos se encuentra carbohidratos, lipidos,
aminodacidos, inmunoglobulinas (IgA, IgM, 1gG), proteinas ricas en prolina,
glucoproteinas, mucinas, histinas, estetarinas, cistatinas, urea, acido urico, lactato y
algunas enzimas, tales como alfa amilasas, peroxidasa salivales y anhidrasas
carbonicas. La saliva presenta, ademas gases disueltos como nitrégeno, oxigeno, y
di6éxido de carbono.

Dentro de los componentes inorganicos se encuentra los iones de calcio,
fosfato, sodio, potasio, carbonato, cloro, amonio, magnesio y fldor. El calcio es el
elemento mas importante, se encuentra unido a proteinas, ionizado o como ion

inorganico.®

3.2.3.5.3 Tipos de la saliva

Saliva en reposo o no estimulada: Se define como aquella que es producida
espontaneamente, en ausencia de estimulos salivales exdgenos o farmacoldgicos y
en situacion de relajacion.® El promedio de la velocidad de flujo salival no estimulada

oscila entre 0,3 a 0,4 ml/min y sus valores pueden variar entre 0,08 y 1,83 ml/min.

Saliva estimulada: Es la que se obtiene después de haber sometido al sujeto a
estimulos por una variedad de agentes (gustatorios y masticatorios) como cera o
parafina. Difiere de la de reposo no solamente por la cantidad, sino también por
presentar cambios en su composicion.** El promedio de la velocidad de flujo salival

estimulada es de 1 a 2 ml/min, encontrandose en una variacién de 0,2 a 5,7 ml/min.%*
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Saliva total: La saliva total es un compuesto de secreciones de las glandulas
parétidas, submaxilares y sublinguales. Las numerosas glandulas mucosas menores
también contribuyen al lago salival, pero también el liquido de la hendidura gingival y el
exudado liquido de la mucosa bucal. La saliva total contiene también células epiteliales

descamadas, leucocitos, bacterias y restos alimentarios.®"®

4.2.3.5.4 Funciones de la saliva
La saliva proporciona un medio eficaz de proteccién a todas las estructuras
gracias a su participacion en distintas funciones digestivas, protectoras, homeostaticas

y hormonales.®*

Lubricaciéon y humectacion: La saliva es uno de los mejores lubricantes de origen
natural. Su ausencia o disminucién hace que los alimentos se impacten y se retengan
alrededor de los dientes, haciendo dificultosa la masticacion de la comida. Proporciona

una lubricacion adecuada para la diccion.

Mantenimiento del equilibrio ecolégico: La saliva mantiene el equilibrio ecolégico
de las distintas especies de microorganismo que viven en la cavidad bucal. La
adherencia es critica para la supervivencia de muchas bacterias, y una de las
funciones basicas de la saliva es la de interferencia de dicho proceso mediante el flujo

fisico (accién hidrocinetica).®*

Limpieza: El flujo fisico produce accion mecanica de lavado y arrastre, eliminando
restos de alimento, elementos celulares descamados y numerosas bacterias, hongos y

virus, manteniéndolos en suspension.

Integridad dental: Ademas de amortiguar la acidez de la placa, el flujo fisico de la
saliva ayuda al aclaramiento de los azucares.
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Digestiva: La saliva es la primera secrecion que va a entrar en contacto con el
alimento. La saliva contiene una amilasa y es posible que su accion principal sea la de

degradar el almidon.®’

Funcion neutralizadora: Representa la amortiguacion de cualquier cambio
significativo del pH. Los tampones salivales provienen principalmente de los sistemas

bicarbonato y fosfato.

Gusto: El agua diluye los componentes solidos y excita a las células de las papilas

gustativas. Lava las papilas y las deja en condiciones de ser estimuladas.
Diluyente y atemperadora: La saliva aumenta de forma brusca y masiva tras la
penetracién de sustancias acidas con el fin de diluirlas y mantener el pH; pero también

logra, por el mismo mecanismo enfriar los alimentos calientes o calentar los frios.

Excretora: La saliva es la ruta por la que se van a eliminar productos organicos y

productos introducidos en el organismo.

Accidon sobre la coagulacion: La saliva activa en su conjunto la coagulacion de la

sangre por la presencia de lisozima y calcio salival, aunque de manera muy discreta.
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FUNCIONES

COMPONENTES

Lubricacion

Mucina, glicoproteinas ricas en prolina, agua

Antimicrobiana

Lisozima, lactoferrina, lactoperoxidasas, mucinas,
cistinas, histatinas, inmunoglobulina, proteinas rica en
prolina, Ig A

Mantenimiento de la
integridad de la mucosa

Mucinas, electrolitos, agua

Limpieza

Agua

Capacidad tampén y
remineralizaciéon

Bicarbonato, fosfato, calcio, staterina, proteinas
anionicas ricas en prolina, fluor

Preparacion de los
alimentos parala
degluciones

Agua, mucinas

Digestion Amilasa, lipasa, ribonucleasas, proteasas, agua,
mucinas

Sabor Agua, gustina

Fonacién Agua, gustina

Cuadro N° 01: Funciones y componentes de la saliva®

3.2.3.5.5 Flora microbiana
Los microorganismos que forman lo que se denomina flora de la saliva son
todos los que se han desprendido de los sitios diversos de la cavidad bucal en donde
se han asentado poblaciones bacterianas (piezas dentarias, lengua, mucosa de los
carrillos y membranas mucosas de la faringe). En general predominan los cocos Gram
positivos anaerobios facultativos (en torno al 44 %), los cocos Gram negativos
anaerobios estrictos como Veillonella sp. (alrededor del 15 %), y los bacilos
anaerobios facultativos Gram positivos (aproximadamente un 15 %), destacando las
especies de Actinomyces. También treponemas comensales, hongos como Candida

sp., Mycoplasma sp., y los escasos protozoos aislados en la cavidad oral.®’

49



MICROORGANISMO SALIVA
1. Cocos 65%
1.1 Gram positivos anaerobios facultativos 44%
1.2 Gram negativos preferentemente aerobios 3%
1.3 Gram positivos anaerobios estrictos 3%
1.4 Gram negativos anaerobios estrictos 15%
2. Bacilos 35%
2.1 Gram positivos anaerobios facultativos 15%
2.2 Gram positivos preferentemente aerobios 2%
2.3 Gram positivos anaerobios estrictos 7%
2.4 Gram negativos anaerobios facultativos 4%
2.5 Gram negativos anaerobios estrictos 7%
3. Treponemas -

Cuadro N° 02: Distribucion aproximada de microorganismo en la saliva
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3.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

» Concentracion: Magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por

unidad de volumen.

» Extracto etandlico: Consiste en poner en contacto la droga con un

disolvente (en este caso alcohol), en proporcion variable, capaz de

solubilizar los principios activos.

» Flora salival: Géneros y especies microbianas presentes en la saliva.

» Actividad antibacteriana: Es la accién que ejerce una sustancia en el

desarrollo o crecimiento de las bacterias.

> Halo de inhibicién: Zona alrededor de un disco embebido de extracto

etandlico de (romero) en el que no se produce crecimiento bacteriano.
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3.4 HIPOTESIS Y VARIABLES

3.4.1 HIPOTESIS

> Existe efectividad antibacteriana “in vitro” del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis (romero) frente a flora salival.

3.4.2 VARIABLES

» Variable independiente: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

(romero)

» Variable dependiente: Efecto antibacteriano del Rosmarinus officinalis
(romero).

» Variables de control

Control positivo: Clorhexidina al 0.12 %

Control negativo: Agua destilada
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3.5

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE
Indicador Instrumento Escala Fuente
VI 1. Extracto Concentracion del Técnica parala | 25 mg/ml .
etanélico de extracto de obtencion del Hojas de
Rosmarinus Rosmarinus officinalis extracto de 50 mg/ml Rosmarinus
officinalis (romero) Rosmarinus officinalis
(romero) officinalis 75 mg/ml (romero)
(romero)
Vi 2: Flora Crecimiento Cultivo en Agar Si Saliva de
bacteriana bacteriano Tripticasa Soya pacientes de la
saliva No clinica
odontolégica de
la UNMSM
VD: Efectividad | Medida de los halos Técnica por Valores Placas Petri con
antibacteriana de inhibicion del método de dados en cultivos
crecimiento difusién en milimetros bacterianos
discos de
diametro
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IV. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de investigacion

Experimental. Porque se va a valorar el efecto de una o mas variables, donde el
investigador manipula las condiciones de la investigacion.

Comparativo. Porque permite contrastar los resultados del experimento.

In vitro. Porque la técnica para realizar el experimento se realiza en un ambiente

controlado fuera de un organismo vivo.

4.2 Poblacién y muestra

4.2.1 Poblacion
Estuvo constituido por pacientes que acudieron a la Clinica de Diagndéstico de
la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en el afo

2013.

4.2.2 Muestra
Conformado por 22 pacientes de ambos géneros de 18 a 60 afios de edad, que
acudieron a la Clinica de Diagndstico de la Facultad de Odontologia de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos en el afio 2013.

4.2.2.1 Tipo de muestreo

Los pacientes se eligieron en forma intencional y no probabilistica, previa
aceptacioén del consentimiento informado; estuvieron conformados por 22 pacientes de
la Clinica de Diagndstico de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos.
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4.2.2.2 Unidad de muestra

Muestra de saliva de 22 pacientes de 18 a 60 anos de edad, que acudieron a

la clinica de diagnéstico de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional

Mayor De San Marcos en el afio 2013.

4.2.2.3 Criterios de inclusion.

>

>

Pacientes ambulatorios de ambos sexo.

Pacientes mayores de edad entre 18 a 60 afios.

Pacientes que firmaron su consentimiento informado para la obtencion
de muestra.

Pacientes que no reciban tratamiento antibiético.

4.2.2.4 Criterios de exclusion.

>

>

Pacientes que sean edentulos totales.

Pacientes que consuman farmacos.

Pacientes que tengan enfermedades sistémicas, agudas o crénicas que
repercutan en el sistema estomatognatico.

Pacientes que cursen cuadros de caries dental y enfermedad

periodontal de forma generalizada.

4.3 Recursos y materiales

4.3.1 Recursos

Recursos Ambientales:

» Apoyo en la preparacion del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

por el Laboratorio de Quimica Organica y el Laboratorio del
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CENPROFARMA de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

> Apoyo en el tamizaje fitoquimico (analisis cualitativo) del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis por el Laboratorio de Fisicoquimica
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos.

» Apoyo de la Clinica de Diagnéstico de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

» Apoyo en la realizacion del trabajo por el Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.

Recursos Humanos:
» Quimico farmacéutico
» Microbidlogo.
» Operador de estadistica.

» Digitador.

4.3.2 Materiales:
Materiales y equipos para extraer el extracto etanélico
» Hojas, flores y talluelos de (romero)
> Balanza
» Refrigeradora
» Balon de fondo plano
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» Soporte
» Refrigerante de bolas o serpentin
» Vaso de precipitado

> Alcohol de 96°

Materiales y equipos para la preparacion de medios de cultivo
» Medios de cultivo enriquecidos Agar TSA
> Balanza
» Agua destilada
> Probetas
» Matraz de Erlenmeyer
> Placas Petri
» Pipetas
» Esterilizador de calor seco (horno)
> Autoclave
» Mecheros
» Estufa (incubadora)

» Microscopio

» Refrigeradora

» Tubos de prueba
» Guantes

» Hisopo

Materiales para la obtencién de muestra
> Placas Petri estériles
» Formato de Consentimiento informado
» Instrumental de diagnéstico odontoldgico
» Guantes estériles
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» Mascarilla

» Mechero

Materiales para la recoleccion y procesamiento de datos
» Fichas de recoleccion de datos y lapices.
» Computadora.
» Programa estadistico SPSS.
» Impresiones.

» Anillados y empastados.

4.4 Procedimientos y técnicas

Obtencion del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero)

La planta en estudio, Rosmarinus officinalis (romero) fue recolectada en la
hacienda Santa Maria en el valle de Tarma, departamento de Junin-Perd a 3.050
msnm. Luego es trasladada a las instalaciones del Instituto de Farmacia y Bioquimica
de la UNMSM; la obtencion del extracto estuvo a cargo del Dr. Américo Castro
Luna. Posteriormente las hojas y flores fueron separadas del tallo, luego fueron
pesadas en una balanza comun, se pesaron 1 Kg, luego se colocaron en un frasco de
vidrio de color ambar y se le agrego 2 L de etanol de 70° dejandose macerar por 1
semana, agitandolo todos los dias. El producto fue filtrado 3 veces, primero con papel
filtro Whatmann N° 41, un segundo filtrado fue realizado con papel filtro Whatmann N°
2 y por ultimo un tercer filtrado fue en papel Whatmann N° 1. Obteniéndose extracto
purificado libre de gérmenes. Luego el filtrado fue colocado en un recipiente de vidrio
de boca ancha y se llevé a la estufa a 37 °C durante una semana hasta que el alcohol
se evapore por completo, quedando solo el extracto puro, se obtuvo una masa seca
de extracto etanolico de Rosmarinus officinalis la cantidad de 50 gr. Luego fue

colocado en un frasco de vidrio, de color ambar para su conservacién y fue llevado al
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Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos.

A partir de la masa de extracto seco de Rosmarinus officinalis se prepararon
concentraciones de 25, 50 y 75 mg/ml las que fueron guardadas en frascos color
ambar estériles y conservadas en refrigeracion hasta el momento que dichas
concentraciones sean colocados en los pocillos para probar su efecto antibacteriano

sobre la flora salival.

Paralelamente, una muestra de la planta fue llevada al Museo de Historia

Natural para su identificacion taxonémica (ver Anexo).

Obtencién de la muestra salival:
Seleccidon de pacientes

La poblacion de pacientes que asistieron a consulta en la Clinica de
Diagnostico de la Facultad de Odontologia de la UNMSM, durante el mes de febrero
del afio 2013, se eligieron 22 pacientes adultos, entre 18 y 60 afios de edad, de los
cuales 10 fueron mujeres y 12 hombres; cada paciente fue informado sobre el

proyecto de investigacion y procedié a firmar la hoja de consentimiento informado.

Para latoma de muestra

La muestra salival se obtuvo directamente de la cavidad bucal, con la
caracteristica de ser saliva no estimulada, se obtuvo una muestra de 3 ml de saliva por
persona, tratando de obtenerla en un solo intento y en un recipiente estéril para evitar
la contaminacion de la muestra y llevado inmediatamente al laboratorio de

microbiologia para su procesamiento.
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Estandarizacion de la muestra salival

Seguidamente la muestra se estandarizé por comparacién con la escala de
turbidez del tubo N° 0.5 del Nefelometro de Mc Farland, para lo cual se utilizé 2 ml de
suero fisioldégico en un tubo de ensayo y se procedid a agregar y homogeneizar la
muestra salival hasta que se obtuvo la misma turbidez que el patrén de tubo N° 0.5 del

Nefeldmetro Mc Farland.

Siembra de la muestra

Se utilizé el método de difusion en agar. El medio de cultivo que se utilizé fue el
Agar TSA y se tomdé 100 ul de la muestra estandarizada y se coloco sobre el medio
solido de cultivo TSA, se procedidé hacer la siembra por diseminacion con un hisopo

estéril sobre todo el area de la placa Petri. Se dejo de 3 — 5 minutos para el secado.

Prueba de Actividad Antibacteriana

Una vez realizada la siembra de la muestra en el Agar TSA en la placa Petri, se
procedié a la elaboracién de cinco pocillos, con un diametro de 5 mm, de 50 ul de
capacidad (ver anexo) La distribucion fue: 01 pocillo al centro para la clorhexidina al
0.12 % que es el control positivo, 03 pocillos alrededor de la placa para las
concentraciones de 25 mg/ml, 50 mg/ml y 75 mg/ml de Rosmarinus officinalis
(romero) y 01 pocillo para el agua destilada que es el control negativo.

Se marco en la base de la placa puntos debidamente rotulados que indicaron
la posicidon de los pocillos y el tipo de solucion para cada uno. Asi mismo se enumero
cada placa con numeros arabigos del 1 al 22 en relacién al niumero de muestras
tomadas. Luego se colocaron en cada pocillo 50 ul de cada una de las soluciones

sobre la superficie del medio y se dejé reposar por 30 minutos antes de incubarlo.
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Incubacion

Posteriormente se procedié la colocacion de las placas Petri en una jarra,
incorporandole luego una vela encendida y cerrandola herméticamente (método de la
vela) para después llevarla a la incubadora a 37 °C por 48 horas para luego proceder

con la lectura.

Coloracion Gram

Se tomd microorganismos que crecieron alrededor de los halos y se procedio a
realizar la coloracion Gram, al llevarlo al microscopio se observdé que estos
pertenecian al grupo de bacterias cocos Gram positivos y Gram negativos.

El efecto antibacteriano se consideré en funcién al didametro de los halos de
inhibicion del crecimiento del microorganismo: nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm;
sensibilidad limite (sensible = +) de 9 a 14 mm; media (muy sensible = ++) de 15 a 19

mm y sumamente sensible (S.S. = +++) si fue igual o superior a 20 mm.

4.5 Procesamiento de datos
El presente trabajo se utilizé un instrumento que fue llenado por el investigador.

El instrumento tuvo la siguiente caracteristica:

» Tuvo la funcién de recolectar y registrar los datos sobre la
medida individual de los halos en mm, formados alrededor
de cada pocillo presente en las placas sembradas.

» A las 48 horas de haber realizado la siembra se procedio a
hacer las lecturas y el llenado de la ficha de recoleccion,

tomando en cuenta:
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1. Identificaciéon de la muestra.
2. ldentificacion de la concentracién utilizada

3. Medida en milimetros del halo de inhibicion formado.

4.6 Analisis de resultado

Para interpretar los resultados del estudio de acuerdo a los objetivos e
hipotesis, se midieron y compararon los diametros de halo de inhibicion, entre los
grupos que presentaban extracto etandlico de Rosmarinus officinalis y clorhexidina
0,12 %.

El analisis se realizd con Software SPSS v20. Se utilizé la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Para determinar la normalidad de la distribucién de los
datos, asi como también la prueba de Levene para verificar la homogeneidad.

Para interpretar los resultados obtenidos en la investigacion se compararon
estos utilizandose el método de analisis estadistico: medias de tendencia central y
dispersién; tales como el promedio, maximo, minimo y desviacion estandar.

Para establecer si hubo diferencias de los halos de inhibicién por solucion se
utilizé la prueba de Anova. Se aplicd la prueba de Bonferroni de comparaciones
multiples entre el grupo de estudio (extracto etandlico de Rosmarinus officinalis), el
grupo de control positivo (clorhexidina 0,12%) y de control negativo (agua destilada), a
fin de evaluar las diferencias significativas que puedan existir en relacién al promedio

del diametro de inhibicion.
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V. RESULTADOS

Gréafico N° 02: Promedio del halo de Inhibicién del efecto antibacteriano

de las diferentes concentraciones de EERO sobre flora salival.
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EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

En la figura 02. Se observa los promedios del halo de inhibicién de las
soluciones experimentales. EI menor promedio del halo de inhibicion corresponde
al agua destilada 5 mm, seguido por el EERO de 25 mg/ml 12,47 mm, la clorhexidina
0,12 % 15,56 mm, el EERO de 50 mg/ml 17 mm y el EERO de 75 mg/ml 20,56 mm,

con un intervalo de confianza del 95 %.
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Cuadro N° 03: Halos de inhibicion del efecto antibacteriano de las

diferentes concentraciones de EERO sobre flora salival

concentraciéon de la sustancia

EERO EERO EERO  Clorhexidina agua
25 mg/ml 50 mg/ml 75 mg/ml  al0.12 % destilada

Media 12,47 17,00 20,56 15,56 5,00
" 24.0 29,0 32,0 17,0 5,0
Maximo
halo de
inhibicion - 9,5 12,5 15,0 13,5 5,0
INiMo
Desv. Tip. 3,66 4,82 4,69 0,83 0,00

EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

Para la concentracion del EERO de 25 mg/ml se observa el mayor diametro
de halo de inhibicion mide 24 mm y el menor 9,5 mm; para la concentracién del EERO
de 50 mg/ml se observa el mayor diametro de halo de inhibicion mide 29 mm vy el
menor 12,5 mm; para la concentracién del EERO de 75 mg/ml se observa el mayor
diametro de halo de inhibicion mide 32 mm y el menor 15 mm, para el grupo control
positivo clorhexidina 0.12% se observa el mayor didmetro de halo de inhibicién
miden 17 mm y el menor 13,5 mm, para el grupo control negativo agua destilada se
observa el mayor y menor diametro mide 5 mm. Los promedios de halo de inhibicion
incluye el diametro del pocillo (5mm).

Al realizar la prueba de Anova one way, entre las diferentes concentraciones
de EERO vy las soluciones de control clorhexidina 0,12 % y agua destilada, se

obtuvo un valor (p < 0.05), por tanto existe diferencia significativa entre ellos.
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Cuadro N° 04: Diferencias entre la actividad antibacteriana promedio del

EERO de 25 mg/ml y las soluciones de control

Sustancia (1) Sustancia (J) Diferencia
de medias
(I-9)

EERO 25 mg/ml clorhexidina 0.12 % -3,09 0,03
agua destilada 7,47 0,00
clorhexidina 0.12 % EERO 25 mg/mi 3,09 0,03
agua destilada 10,56 0,00
agua destilada EERO 25 mg/mi 7,47 0,00
clorhexidina 0.12 % -10,56 0,00

EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

La prueba de Bonferroni, demuestran la comparaciéon multiple entre el EERO

de 25 mg/ml, clorhexidina 0,12 %, y agua destilada. (Cuadro 02.)

En la comparacion por pares entre el EERO de 25 mg/ml y clorhexidina
0,12 % (p <0.05); por tanto no tienen similar actividad antibacteriana, con una
diferencia de media de 3,09 mm a favor de la clorhexidina.

En la comparacién por pares entre el EERO de 25 mg/ml y el agua
destilada (p <0.05); por tanto no tienen similar actividad antibacteriana, con una

diferencia de media de 7,47 mm a favor del EERO de 25 mg/ml
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Cuadro N° 05: Diferencias entre la actividad antibacteriana promedio del

EERO de 50 mg/ml y las soluciones de control

Sustancia (I) Sustancia (J) Diferencia
de medias
(I-9)

EERO 50 mg/ml clorhexidina 0.12 % 1,43 1,00
agua destilada 12,00 0,00
clorhexidina 0.12 % EERO 50 mg/mi -1,43 1,00
agua destilada 10,56 0,00
agua destilada EERO 50 mg/ml -12,00 0,00
clorhexidina 0.12 % -10,56 0,00

EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

La prueba de Bonferroni, demuestran la comparaciéon multiple entre el EERO

de 50 mg/ml, clorhexidina 0,12 %, y agua destilada. (Cuadro 03.)

En la comparacion por pares entre el EERO de 50 mg/ml y clorhexidina
0,12 % (p >0.05); por tanto si tienen similar actividad antibacteriana, con una
diferencia de media de 1,43 mm a favor del EERO de 50 mg/ml.

En la comparacién por pares entre el EERO de 50 mg/ml y el agua
destilada (p <0.05); por tanto no tienen similar actividad antibacteriana, con una

diferencia de media de 12 mm a favor del EERO de 50 mg/mi

66



Cuadro N° 06: Diferencias entre la actividad antibacteriana promedio del EERO

de 75 mg/ml y las soluciones de control

Sustancia (I) Sustancia (J) Diferencia
de medias
(1-9)

EERO 75 mg/ml clorhexidina 0.12 % 5,00 0,00
agua destilada 15,56 0,00
clorhexidina 0.12 % EERO 75 mg/ml -5,00 0,00
agua destilada 10,56 0,00
agua destilada EERO 75 mg/mi -15,56 0,00
clorhexidina 0.12 % -10,56 0,00

EERO: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

La prueba de Bonferroni, demuestran la comparaciéon multiple entre el EERO

de 75 mg/ml, clorhexidina 0,12 %, y agua destilada. (Cuadro 04.)

En la comparacion por pares entre el EERO de 75 mg/ml y clorhexidina
0,12 % (p <0.05); por tanto no tienen similar actividad antibacteriana, con una
diferencia de media de 5,00 mm a favor del EERO de 75 mg/ml.

En la comparacién por pares entre el EERO de 75 mg/ml y el agua
destilada (p <0.05); por tanto no tienen similar actividad antibacteriana, con una

diferencia de media de 15,56 mm a favor del EERO de 75 mg/ml
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VI. DISCUSION

En las ultimas décadas, los fitofarmacos han asumido un papel importante
como medio terapéutico alternativo en la odontologia a través de sus propiedades
antimicrobianas contra microorganismos que producen patologias orales,
especialmente contra los que producen la caries dental y enfermedades periodontales.
En estudios realizados con fitofarmacos para comprobar una eventual actividad
antibacteriana, se emplea métodos de difusién en agar con discos, pocillos, métodos
de diluciones en caldo o en agar. El método de difusién en pocillos consiste en realizar
pocillos 5 mm de diametro en el agar luego se coloca el extracto vegetal sobre los
pocillos y se incuba a 37° C por 24 horas. Al hacer la lectura, en caso de actividad, se
observa halos de inhibicién que se miden con un calibrador. El efecto antibacteriano
se consideré en funcion al diametro de los halos de inhibicion del crecimiento del
microorganismo: nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm; sensibilidad limite (+) de 9 a 14
mm; sensibilidad media (++) de 15 a 19 mm y sumamente sensible (+++) si fue igual o

superior a 20 mm.*°

En el presente estudio se ha determinado la efectividad antibacteriana del
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis contra microorganismos presentes en la
flora salival. Nuestros resultados demostraron que los microorganismos presentes en
la flora salival, son susceptibles a la accion del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis, con halos de inhibicién del EERO de 25 mg/ml se obtuvo halos de inhibicion
de 12.47 mm de diametro como promedio, mientras que a una concentracion del
EERO de 50 mg/ml se obtuvo halos de inhibicion de 17 mm de didmetro, a la
concentracién del EERO de 75 mg/ml se obtuvo halos de inhibicion de 20,56 mm de
diametro; estadisticamente se encontré diferencias  significativas entre los
diametros de los halos de inhibiciébn de las diferentes concentraciones de los
extractos. En relaciéon al control positivo (clorhexidina al 0,12 %), se observa que

también inhibi6 el crecimiento de la flora salival, con un halo de inhibicion en promedio
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de 15,56 mm; mientras que para el control negativo (agua destilada), no se

encontraron ningun efecto antibacteriano con halo de crecimiento 5 mm.

Abreu, m. y col. (2012). Evaluaron “in vitro” las actividades bacteriostaticas y
bactericidas del Rosmarinus officinalis (romero), en concentraciones que varian entre
100 y 0,78 mg/ml. La lectura se realiz6 después de 24 horas por el método visual
comprobando que el romero mostré actividades bactericidas y bacteriostaticas a una
(MIC) de 0,78 mg/ml; contra los Streptococcus mutans y Streptococcus oralis.™
Dalirsani, z. y col. (2011). Evaluaron “in vitro” los efectos antimicrobianos del extracto
de Rosmarinus officinalis (romero) contra Streptococcus mutans, y se compard con
clorhexidina al 0.12 % que utilizaron como control positivo. Para dicho trabajo se
utilizé 30 gr de Rosmarinus officinalis (romero). Observé que la inhibicion alrededor de
los discos de extracto de romero fue 11.5 mm el que mas se aproxima al de la
clorhexidina que fue de 14,6 mm."® Estos resultados concuerdan con los encontrados
en nuestro estudio, que se aproximan a los halos de inhibicion del EERO de 25 mg/ml
que mide en promedio de 12,47 mm. Similar a los resultados que obtuvieron Monroy,
a. y col. (2009). En la que valuaron “in vitro” la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis contra Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y
Listeria monocytogenes. Las concentraciones que se utilizaron fueron de 0.6 a 1.4
mg/ml; los resultados de Ila evaluacion inhibieron el crecimiento de los
microorganismos patdégenos en rangos que van de 0.8- 1.2 mg/ml, la (CIM) para el

romero fue 1.2 mg/ml.?*

Los resultados que obtuvimos en nuestro estudio se aproximan mas a los
resultados obtenidos por Ardila, m. y col. (2009). Que evaluaron la actividad
antibacteriana “in vitro” de seis extractos de plantas, entre ellas utilizaron el extracto de
Rosmarinus officinalis (romero) y la vancomicina de 30 ug/ml. Contra Clostridium
perfringens; el extracto de romero presento una inhibicién de 14,4 mm. De diametro

en el crecimiento bacteriano, casi semejante a la vancomicina 14.5 mm. Que fue
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utilizado como control positivo.®® estos resultados concuerdan también con los
resultados de Silva, m. y col. (2008). Que determinaron la actividad antimicrobiana y
antiadherente “in vitro” del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis (romero)
a diluciones que varian de: 1:1 a 1:512 y clorhexidina al 0,12 %, contra cepas
estandarizadas de: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus sanguis y Lactobacillus casei; los resultados demostraron que
todas la cepas fueron sensibles al extracto de romero, excepto Streptococcus mitis.
Los halos de inhibicion formados varian de 11 a 18 mm. En las diluciones que van de
1:1 a 1:4; mientras que con la clorhexidina al 0,12 % halos de inhibicién fueron de 10 a
24 mm. En diluciones que van de 1:1 a 1.64; ademas se observdé que el romero
presenta una actividad antiadherente hasta una concentracion que va desde 1:1 a
1:18, mientras que la clorhexidina al 0.12 % llega hasta 1: 32 de actividad
antiadherencia.'? Estos resultados también concuerdan con los encontrados por Alves,
m. (2008). Que comparé la actividad antimicrobiana “in vitro” del extracto
hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis (romero) y clorhexidina al 0,12 %, contra
cepas estandarizadas de: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus sanguis y Lactobacillus casei; los resultados demostraron un
gran potencial antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis
(romero) frente a todas las cepas utilizadas, con halos de inhibicién de 11 a 20 mm.
Casi similar a la clorhexidina al 0,12 %, que tuvieron halos de inhibicién de 11 a 18

mm."

En la presente investigacién se encontraron halos de inhibicion mayores
a 9,5 mm con diametros promedios que varian entre 12,47 a 20,56 mm y se observa
que los diametros de los halos aumentan segun aumente la concentracion del
extracto de romero, se encontré6 como maximo halo de inhibicion 32 mm; estos
resultados se decidi6 comparar con un control positivo clorhexidina al 0.12% que

generalmente se usa como antiséptico oral, y un control negativo agua destilada,
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encontrandose que los halos de inhibicion obtenidos por EERO de 50 mg/mly 75
mg/ml, fueron mayores que los obtenidos por los grupos controles clorhexidina
0.12% y agua destilada. Los resultados de este estudio son prometedores, ya que los
microorganismos analizados son importantes en la etiologia de las caries y
enfermedades periodontales. También muestran la importancia de las aplicaciones
terapéuticas del Rosmarinus officinalis (romero) como método alternativo y su bajo
costo en la prevencién de las patologias orales. De esta manera pasaria a formar
parte del arsenal en el uso de las plantas medicinales en odontologia, ya que seria
una alternativa econdémica y facil acceso para la poblacion. Lo que se busca
actualmente, y en la mayoria de los casos, es validar el conocimiento cientifico en el

uso adecuado de los plantas.
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VII.CONCLUSIONES

>

El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis tiene efecto antibacteriano sobre
la flora bacteriana salival. Los valores de los halos de inhibicion se encuentran
entre los valores limite y sumamente sensible: nula (-) si fue inferior o igual
a 8 mm; sensibilidad limite (+) de 9 a 14 mm); sensibilidad media (++) de 15 a

19 mm y sumamente sensible (+++) si fue igual o superior a 20 mm.

A medida que aumenta la concentracibn del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis (de 25 mg/ml a 75 mg/ml) se obtiene un mayor diametro

del halo de inhibicion.

El efecto inhibitorio obtenido por la concentracion del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis de 25 mg/ml, es de menor didametro que el obtenido por
el grupo control positivo la clorhexidina 0,12 % y mayor que el grupo control

negativo el agua destilada.

El efecto inhibitorio obtenido por las concentraciones del extracto etandlico
de Rosmarinus officinalis de 50 mg/ml y 75 mg/ml, es de mayor diametro que

los grupos control: la clorhexidina 0,12 % y agua destilada.

Las diferentes concentraciones del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis (25 mg/ml, 50 mg/ml y 75 mg/ml) tienen una diferencia
estadisticamente significativa entre ellas y con los grupos control Clorhexidina

0.12% y agua destilada.
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VIII.

RECOMENDACIONES

Realizar mas estudios que demuestren las propiedades de las plantas
medicinales para que tengan un respaldo cientifico y puedan utilizarse

como posible medicacion en la terapéutica clinica odontoldgica.

Realizar estudios del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis sobre

cepas bacterianas que producen patologias en la cavidad bucal.

Realizar estudios para determinar las Concentraciones Minimas

Inhibitorias (MIC) y Concentraciones Minimas Bactericidas (MBC) del

extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

Realizar estudios in vivo del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis

a fin de verificar si con los resultados in vitro son similares.

Ampliar la investigacién acerca de formulaciones de pastas y colutorios

dentales con extracto etandlico de Rosmarinus officinalis.
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IX. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la efectividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) a concentraciones de: 25
mg/ml, 50 mg/ml y 75 mg/ml contra microorganismos frecuentes en la flora salival y
compararlos con el control positivo la clorhexidina 0,12 % y control negativo el agua
destilada. Se seleccionaron 22 pacientes que acudieron a atenderse en la clinica de la
Facultad de Odontologia de la UNMSM. Se procedié a tomar la muestra de saliva no
estimulada, luego se llevaron las muestras al laboratorio de microbiologia para su
procesamiento. Se sembré en el medio Agar Tripticasa soya, se utilizé el método de
difusién en pocillos con las soluciones experimentales y se incubé durante 24h y 48h a
37° C, para luego proceder a la lectura de los diametros del halo de inhibiciéon. Los
resultados que se obtuvieron fueron halos de inhibicion en promedio de 12,47 mm
para 25 mg/ml, 17 mm para 50 mg/ml, 20,56 para 75 mg/ml, 15,56 para la clorhexidina
0,12 %, 5 mm para el agua destilada. Comprobandose que el extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis (romero), presenta una efectividad antibacteriana sobre flora

salival.

PALABRAS CLAVES: Flora salival, extracto etandlico, Rosmarinus officinalis,

clorhexidina.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the in vitro antibacterial
effectiveness of the ethanol extract of Rosmarinus officinalis (rosemary) at
concentrations of 25 mg / ml, 50 mg / ml and 75 mg / ml against common
microorganisms flora compared to the salivary and chlorhexidine positive control and
negative control 0.12% distilled water. We selected 22 patients who attended the clinic
care from the Faculty of Dentistry of San Marcos. He proceeded to take the sample of
unstimulated saliva, then took the samples to the microbiology laboratory for
processing. Were seeded in Trypticase Soy Agar was used well diffusion method with
the experimental solutions and incubated for 24h and 48h at 37 ° C, and then proceed
to read the inhibition zone diameters. The results obtained were averaged halos of
inhibition of 12.47 mm to 25 mg / ml, 17 mm to 50 mg / ml, 20.56 to 75 mg / ml, 15.56
to 0.12% chlorhexidine, 5 mm for distilled water. Proving that the ethanol extract of

Rosmarinus officinalis (rosemary), has effective antibacterial saliva on flora.

KEYWORDS: Flora salivary ethanol extract, Rosmarinus officinalis,

chlorhexidine.
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XI. ANEXOS
ANEXO 01: cuadros de consistencia

CLASIFICACION TAXONOMICA DEL ROSMARINUS OFFICINALIS

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Integracién Nacional y el Reconocimiento de Nuestra Diversidad"

CONSTANCIA N°.312-USM-2012

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (Tallo, con hojas y flor), recibida de Taylor Pitagoras
PURCA PENA, de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos; ha sido estudiada y clasificada como: Rosmarinus officinalis L.;

y tiene la siguiente posicion taxondmica, segun el Sistema de Clasificacién de
Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Rosmarinus

ESPECIE: Rosmarinus officinalis L.

Nombre vulgar: “Romero”.
Determinado por: Blgo. Mario Benavente.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines

de estudios.
Fecha, 05 de Noviembre de 2012
A WSTOR
.v",}-:")\)\f AN =
2 %Kjt / |
i = DfaHAY| NTOYA TERREROS
i1 JEFA DEL HERBARIO DE SAN MARCOS (USM)
e, JEFE
,.x_:__\;‘.’_o\saﬂ Wt
Av.Arenales 1256, Jesus Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail; muscohn@unmsm,cdu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Pera 470-7918, 619-7000 anexa 5703 http://musmhn.unmsm.cdu.pc
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TAMIZAJE FITOQUIMICO

Metabolitos Reaccion Resultado
Antraguinonas Bortranger (-)
Fenoles Cloruro férrico (+++)
Flavonoides Shinoda (-)
Alcaloides Dragendorff (+++)
Mayer (+)
Popoff (+)
Bertrand (+)
bouchardart (+)
Taninos gelatina (-)
Esteroides Lieberman-Buchard (+++)
Saponinas Espuma (+++)
Azucares reductores Fehling A (+++)
Fehling B (+++)
Nitrato de plata amoniacal
Grupo carbonilo (=,
Aminoécidos libres Ninhidrina (++)

Leyenda:

(+++) Abundante
(++) Bastante
(+) Regular

(-) No presenta
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ANEXO 02: Instrumentos de recoleccién de datos.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de la investigacion: Efectividad antibacteriana “in vitro” del extracto etandlico
de Rosmarinus officinalis (romero) sobre flora salival

Investigador: Purca Pefa Taylor Pitagoras
Institucion: Facultad de Odontologia Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Objetivo de la investigacién: Determinar el efecto antibacteriano “in vitro” en
diferentes concentraciones del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero)
sobre flora salival.

Procedimientos que se seguiran durante la investigacion

Usted sera uno de los 22 pacientes de la clinica de la facultad de Odontologia
de la U.N.M.S.M. cuya muestra salival sera recolectada en vasos estériles a razén de
alrededor de 20 ml y se procesaran dentro de un maximo de 60 minutos subsiguientes
en tubos de ensayo estériles hasta obtener la concentracion a la escala N° 0,5 de Mac
Farland. Después de ello, dichas muestras se sembraran en placas de Agar Tripticasa
Soya (TSA).

Luego mediante el método de pocillos que se confeccionaran sobre las placas,
se colocaran las diferentes concentraciones del extracto de romero.
Complementariamente se utilizara la clorhexidina al 0,2 % como control positivo y
agua destilada como control negativo.

Las placas se incubaran por 24 — 48 horas en aerobiosis por 37°C para su
posterior lectura y medicion de sus halos de inhibicion.

Confidencialidad:

La ficha de datos en la cual se identifica a usted y el consentimiento informado
que firmoé seran revisados por el investigador. Los resultados de esta investigacion
podran presentarse para su exposicion, sin embargo, su identidad no sera divulgada
en tales presentaciones.

Consentimiento:
He leido y conversado con el investigador sobre esta hoja de informacion vy

formato de consentimiento y entiendo el contenido. Por tanto doy consentimiento
voluntario para participar en la investigacion.

DNI: Fecha:

Nombres y Apellidos Firma
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FICHA PARA EL ENVIO MUESTRAS PARA EL ESTUDIO
MICROBIOLOGICO DE LA MICROBIOTA ORAL

I. DATOS DEL PACIENTE

Apellido paterno Apellido materno Nombre
Edad: Sexo: H.C.:
Tipo de paciente
Sintomatico () Asintomatico ()
Terapia antibidtica previa:

Si()No() Tipo: Duracion:

Antecedentes patoldgicos

Diabetes ()

HTA ()

Enf. Cardiovasculares ()

Enf Renales ()

Enf Hepaticas ()

Enfermedad periodontal: Leve () Moderada () Severa ()
Caries: Bajo () Medio () Alto ()

Otra referencia:

II. TIPO DE MUESTRA

Saliva estimulada () Saliva no estimulada ()
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ANEXO 03: Gréficos

FLUXOGRAMA: Siembra de la muestra

Muestra: 3 ml de

saliva no estimulada

Suero fisiolégico a un nivel

:
N

turbidez de 0.5 Mc Farland

Siembra por diseminacion TSA

alicuotas 100 L

Realizar los pocillos mediante sacabocado

Colocacion de las sustancias

en los pocillos

Tiempo: 24 horas a 37 °C se coloco en un recipiente, incorporandole luego una
vela encendida y cerrandola herméticamente.

Luego lectura y medida de los halos de inhibicion.
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ANEXO 04: Tabla de interpretacién de datos

MEDIDA DE HALO DE INHIBICION EN LA PLACA TSA

Extracto etandlico de Control Control

Rosmarinus officinalis (romero) | positivo negativo
Flora salival Clorhexidina | agua

25mg/ml | 50mg/ml | 75mg/m| | al 0,12 % destilada

13.5 14 18 16 5
Cultivo N° 01

9.5 12.5 18 13.5 5
Cultivo N° 02

11.5 16 18 16 5
Cultivo N° 03

11.5 15.5 19 15 5
Cultivo N° 04

10 14.5 18.5 14.5 5
Cultivo N° 05

10.5 25 28 15 5
Cultivo N° 06

13 15 23 15 5
Cultivo N° 07

10.5 13 15 15 5
Cultivo N° 08

11 16 17.5 15.5 5
Cultivo N° 09

11 14.5 18 15.5 5
Cultivo N° 10

11 15 23.5 15.5 5
Cultivo N° 11

12.5 17.5 23 17 5
Cultivo N° 12

13 16.5 20 16 5
Cultivo N° 13

24 29 32 16 5
Cultivo N° 14

9.5 25 27 15 5
Cultivo N° 15

11 14.5 16 16.5 5
Cultivo N° 16

11 15.5 16.5 16.5 5
Cultivo N° 17

12 15 20.5 16 5
Cultivo N° 18

22.5 27 29 15 5
Cultivo N° 19

12.5 14 17 17 5
Cultivo N° 20

11 14 17 15 5
Cultivo N° 21

11.5 13 18 16 5
Cultivo N° 22
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ANEXO 05: Fotografias

MATERIALES Y MUESTRAS

Fig. 2. Extracto de Rosmarinus
officinalis

) A
(T 1]

[ Fig. 3. Materiales utilizados en el laboratorio de Microbiologia ]
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PROCEDIMIENTO
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Fig. 6. Maceracion de las hojas en [ Fig. 7. Obtencion del extracto puro.

J

solucién hidroalcéholica al 80% (etanol)
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Fig. 8. Toma de la muestra de saliva no estimulada

Fig.9. Dilucion del extracto de Rosmarinus officinalis en concentraciones de 75, 50 y
25 mg/ml
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v

Fig. 11. Dilucién de la muestra de saliva en 2ml de suero fisioldgico
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Fig. 12. Estandarizacion con la escala de turbidez del tubo N° 0.5 del Nefelémetro
de McFarland

Fig. 13. Rotulado de las placas petri para colocar los extractos y
sustancias control
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Fig.14. Siembra de la muestra salival mediante hisopado directo.

Fig.15. Confeccidn de los pocillos donde se colocaran las muestras, cada
pocillo tiene una capacidad de 50ul y un didmetro de 5mm.

94



Fig. 16. Pipeteado de las sustancias en cada pocillo que
les corresponde

Fig.17. Colocacioén de las placas petri en un recipiente, incorporandole dos velas
encendidas (método de la vela) para después llevarlo a la incubadora.
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Fig.18.A las 48 horas de haber realizado la siembra se procedié a hacer las lecturas y el llenado de
la ficha de recoleccidén, tomando en cuenta: la identificacion de la muestra, concentracion y
medida en milimetros del halo de inhibicidn formado.

Fig.19. Resultados: se observan halos de inhibicién alrededor de cada concentracion de
R. officinalis, el control positivo (clorhexidina al 0,12 %) y en el control negativo (agua
destilada) no se observa ningun halo de inhibicién.
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Fig. 20. En la coloracidon Gram al microscopio dptico se observa en la gran mayoria
cocos Gram positivos

Fig. 21. En los resultados se observa los halos de inhibicion alrededor de cada sustancia
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