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RESUMEN

El uso de las plantas como métodos alternativos de medicina viene
incrementandose con el paso del tiempo, es asi que la Organizacion Mundial de
Salud mediante politicas sanitarias, ayuda a las autoridades y promueve el
desarrollo de fitofarmacos, con la utilizacién segura y eficaz de la medicina
tradicional y complementaria, con la reglamentacion de productos, practicas y
profesionales.

La investigacion tiene tres etapas; la primera consta de un estudio
etnofarmacologico, realizado en la Provincia de Manabi, donde se establecio que
el comino presenta un nivel de uso significativo (UST) de 20% e indice de valor
de uso (IVU) de 1,4.La segunda, marcha fitoquimica, establecio la presencia de
metabolitos secundarios como terpineol y acido cuminico relacionados con la
accion antimicrobiana. La tercera evaluo el efecto in vitro antimicrobiano del
aceite esencial y extracto etanolico de Comino sobre Porphyromonas gingivalis,
mediante técnica de difusion de disco en agar Mueller Hinton-Sangre; se
midieron concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% de aceite esencial y
extracto etanolico de comino; se usé amoxicilina como control positivo y agua
destilada como control negativo. Los efectos inhibitorios del extracto etandlico y
aceite esencial fueron de 84,08% y 89,76% respectivamente, presentando una
sensibilidad media segun la escala de Duraffour. En cuanto a la estadistica se
utilizd6 ANOVA, determinandose los valores para aceite esencial p=0.008; y el
extracto etandlico p=0.001, lo que concluye que las hipotesis nulas son

rechazadas.

PALABRAS CLAVES: Comino, Cuminun cyminum, Porphyromonas gingivalis,

antimicrobiano.



ABSTRACT

The use of plants as alternative methods of medicine increases with time. The
World Health Organization, through health policies, helps the authorities and
promotes the development of Phytopharmaceuticals by using traditional and
complementary medicine and also by ruling products, practices and
professionals.

The present research has three stages: the first consists of an
ethnopharmacological study conducted in Manabi where it was established that
cumin has a significant usage level (UL) 20% and use value index (UVI) 1, 4. The
second, phytochemical march, established the presence of secondary
metabolites such as terpineol and cuminic acid, which are related to the
antimicrobial action. The third stage evaluated the in vitro antimicrobial effect of
the essential oil and Comino ethanolic extract on Porphyromonas gingivalis, by
using disc diffusion on Mueller Hinton agar-Blood. Concentrations were
measured at 25%, 50%, 75% and 100% of essential oil and cumin ethanol
extract. Additionally, amoxicillin was used as positive control and distilled water
as negative control. The inhibitory effects of the ethanolic extract and essential
oil were 84.08% and 89.76% respectively. This shows an average sensitivity
according to the Duraffour scale. In terms of statistics, ANOVA was used,
determining the values for essential oil p = 0.008 and the ethanolic extract p =

0.001. It can be concluded that null hypotheses are rejected.

Key Words: Cumin, Cuminun cyminum, Porphyromonas gingivalis,

antimicrobial.



INTRODUCCION
Antecedentes de la Investigacion.

En varias partes del mundo, las instancias normativas, los profesionales de la
salud y el publico estan afrontando cuestiones relativas a la seguridad, eficacia,
calidad, disponibilidad, preservacion y reglamentacion de la medicina tradicional
y complementaria (MTC). La utilizacion de la MTC sigue siendo amplia y
difundida en 183 paises, mostrando un rapido crecimiento en los demas. En
consecuencia, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) efectu6é un andlisis
general de la situacion de actual de la MTC en todo el mundo y colabor6 con
expertos en la elaboracién de la estrategia sobre medicina tradicional 2014-2023,
para fomentar el uso de la MTC en la practica médica. @,

La medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos, aptitudes y
practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las
diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la
salud, asi como para la prevencion, el diagnéstico, la mejora o el tratamiento de
enfermedades fisicas 0 mentales. El uso tradicional de medicamentos herbarios,
se entiende como un empleo prolongado a lo largo de la historia. Su uso esta
bien establecido y ampliamente reconocido como inocuo y eficaz, teniendo la

capacidad de ser aceptado por las autoridades nacionales @,

Las plantas aromaticas y medicinales, a través de sus metabolitos secundarios,
proporcionan una mezcla compleja de moléculas volatiles presentes en el aceite
esencial y en los extractos de las mismas. Estos metabolitos secundarios,
ejercen una actividad antibacteriana que se ha utilizado en la medicina popular
durante siglos. Durante las ultimas décadas, la aparicion de resistencia
antibacteriana nos ha obligado a buscar agentes antimicrobianos nuevos y
eficientes. El importante nimero de estudios sobre el uso de aceites esenciales
y sus componentes contra bacterias resistentes a mdultiples farmacos, como
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,
Mycobacterium tuberculosis y Pseudomonas aeruginosa, muestran el
excepcional potencial de estos productos naturales para frenar el desarrollo de
resistencia antibacteriana. Ademas, el uso de aceites esenciales y sus
componentes en combinacién con antibioticos puede incrementar susceptibilidad

bacteriana ®,



Los aceites esenciales tienen como ventaja, que son obtenidos de material
vegetal, los cuales han sido consumidos histéricamente como alimentos de uso
comun y tienen demostrada su inocuidad en humanos, los aceites en hierbas y
especias como el comino, en el cual se identific6 componentes mayoritarios
como el aldehido cuminico y taninos ®, demuestran que son compuestos
determinantes en preparaciones meédicas, veterinarias, industria alimentaria y

preparacion de fungicidas ©.

El comino (Cuminum cyminum) es un ingrediente habitual en la comida india. Ha
sido usado desde hace mucho tiempo en la medicina tradicional para curar la
diarrea, dispepsia y trastornos gastricos, asi como agente antiséptico; el comino
tiene una potente actividad antimicrobiana sobre diversas especies de bacterias
y hongos. Los estudios quimicos realizados indican que la mayor parte de esta
actividad antimicrobiana es debida al cuminaldehido (p-isopropil benzaldehido)

presente en el fruto desecado de esta planta ©).

Planteamiento del problema.

El acceso a documentos de grado cientifico sobre el uso de plantas sobre
enfermedades es muy limitado, lo que ocasiona que la gran cantidad de
informacion que se usa a la actualidad es de origen empirico basado en la MTC;
existen paises y poblaciones que utilizan la etnofarmacologia como método de
tratamiento a patologias de manera oficial sin tener un protocolo especifico. El
comino, por ciertas propiedades en la MTC, se ha utilizado como espasmolitico

y anti flatulento, actuando directamente sobre el sistema digestivo del paciente.

La resistencia anti microbiana (RAM), se produce cuando los microorganismos
(bacterias, hongos, virus y parasitos) sufren cambios al verse expuestos a los
antimicrobianos (antibiéticos, antifingicos, antiviricos, antipalidicos o
antihelminticos, por ejemplo). Los microorganismos resistentes a la mayoria de
los antimicrobianos se conocen como ultrarresistentes, como resultado, los
medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones persisten en el organismo,

lo que incrementa la morbilidad y mortalidad de varias patologias ©.



El Porphyromonas gingivalis es una bacteria anaerobia que habita el area
subgingival y tiene un importante papel en la etiologia y patologia de la
enfermedad periodontal. Existe evidencia que la infeccion por Porphyromonas
gingivalis genera aumento de riesgo de enfermedades cardiovasculares; se
descubrié que las personas que tienen algun tipo de enfermedad de las encias,
tienen casi el doble de probabilidad de sufrir una enfermedad de las arterias

coronarias, en comparacion con las que tienen una encia sana. 19,

Los aspectos anatomicos Y fisiologicos del surco y las bolsas periodontales
permiten que sean sitios resistentes al efecto de limpieza de la saliva, de la
actividad mecéanica de la lengua y de las mejillas, se convierten en un area de
retencion y estancamiento de bacterias, inducen reacciones que tienen
repercusion a nivel sistémico y pueden incluso generar o exacerbar procesos
patognomonicos que afectarian no solo la salud oral, sino también la salud
general del hospedero (V. Ademas de ser un factor predominante en enfermedad
periodontal, la Porphyromonas gingivalis estd implicada en condiciones
sistémicas, como la aterosclerosis, la nheumonia por aspiracion, alteraciones

durante el embarazo, la artritis reumatoide, entre otras ©®).

Formulacion del Problema.

¢, Cual seré el efecto antimicrobiano del aceite esencial y extracto
etandlico del comino (Cuminum cyminum) sobre Porphyromonas

gingivalis.
Delimitacion del problema.

Espacial: La investigacion tendra lugar en la zona norte de la Provincia de
Manabi, en Chone, Canuto y Calceta, ademas, se recolectaran muestras

vegetales en el mercado de transferencia de viveres en el norte de Guayaquil.

Objeto de la Investigacion.

Actividad antimicrobiana del aceite esencial y extracto etanélico del comino

(Cuminum cyminum).



Campo de Accion.

Estudio etnofarmacoldgico, andlisis bibliogréfico fitoquimico, obtencién de la
esencia y extracto etandlico del comino (Cuminum cyminum) y estudio

microbioldgico frente a Porphyromonas gingivalis.
Linea de Investigacion.
Estudios Microbiolégicos

Objetivo General.

Determinar el efecto in vitro antimicrobiano del comino (Cuminum

cyminum) sobre Porphyromonas gingivalis.

Objetivos Especificos.

e Realizar un estudio etnofarmacolégico a la poblacion de Chone, Canuto
y Calceta de la Zona norte de Manabi.

e Determinar mediante literatura la marcha fitoquimica del comino
(Cuminum cyminum)

e Extraer el aceite esencial del comino (Cuminum cyminum) mediante
destilacion de arrastre de vapor.

e Preparar el extracto etandlico del comino (Cuminum cyminum), mediante
extraccion por maceracion.

e Realizar un estudio microbiolégico del aceite esencial y el extracto

etandlico de comino (Cuminum cyminum)
Hipotesis
Positiva: El aceite esencial y extracto etandlico del comino (Cuminum cyminum)

presenta actividad antimicrobiana frente a la cepa Porphyromonas gingivalis.

Ho: u=0
Nula: El aceite esencial y extracto etandlico del comino (Cuminum cyminum) no

presenta actividad antimicrobiana frente a la cepa Porphyromonas gingivalis.

Hi: p#0



Variable de la Investigacién.

INDEPENDIENTE.- Porphyromonas gingivalis

DEPENDIENTE.- Efecto in vitro antimicrobiano del aceite esencial y extracto
etanolico de comino (Cuminum cyminum) frente a la cepa de porphyromonas
gingivalis ATCC® 33277.

Justificacion del tema.

La presente investigacion se enfocard en estudiar los habitos de uso de la
medicina tradicional y complementaria, ya que debido a la alta resistencia
bacteriana se esta volviendo a los saberes ancestrales para el tratamiento de
ciertas patologias, sin embargo, no existe documentacion de peso cientifico que
respalde el uso de plantas en salud humana. Asi, el presente trabajo permitiria
mostrar la capacidad antimicrobiana de una especie vegetal frente a una cepa
de un patégeno especifico, ademas de ofrecer una mirada integral la posible

produccion de fitofarmacos seguros y eficaces.

Breve explicacion de la metodologia investigativa a emplear.

Este estudio consta de tres fases, la primera de un estudio etnofarmacolégico
gue permitira saber la importancia del uso del comino en la poblacién a
encuestar, la segunda de una revision bibliografica de la marcha fitoquimica
donde se explicard los metabolitos que contiene el comino, ademas de los
procesos de extraccion del aceite esencial y el extracto etandlico del mismo y
tercero, se realizara un estudio microbiolégico bajo la modalidad cuali-
cuantitativa de tipo descriptiva y exploratoria. El método a aplicar sera hipotético
deductivo como guia en la descripcion del método cientifico. Se haré al final un
analisis estadistico con ANOVA de los resultados que permitirdn establecer la

discusion final.

Extructura de la tesis.
El presente trabajo de investigacion esta conformado por tres capitulos que
contienen la informacion bibliografica y técnica que sustentara en lo posterior a

los resultados que se obtengan.



- Capitulo 1:- Marco Tedrico.

- Capitulo 2: Marco Metodoldgico.

- Capitulo 3: Analisis de resultados.
- Conclusiones generales

- Recomendaciones

Elementos de novedad.
Aporte tedrico.

El uso de plantas en la medicina tradicional y complementaria, nos centra a
trabajar sobre el comino como una especie de significacion en el uso cultural y
nos enfoca en realizar encuestas etnofarmacoldgicas con el fin de determinar la
aceptacion cultural; el estudio de la capacidad antimicrobiana de los metabolitos
secundarios del comino frente a cepas que no han sido investigadas, lleva a
realizar una recopilacion bibliogréafica sobre la MTC, ademas, del uso de técnicas
cientificas para extraer estos compuestos con eficacia y seguridad para el

usuario, precautelando el efecto beneficioso sobre la salud.
Significacién practica.

Aportar a la comunidad una alternativa a la medicina contemporanea, con
el desarrollo y uso de fitofarmacos, seguros y eficaces frente a varios
patégenos responsables de enfermedades comunes y recurrentes con

alta incidencia en la poblacion.

Novedad cientifica.

El aceite esencial y el extracto etandlico del comino (Cuminum cyminum) estan
constituidos por una presencia importante de aldehido cuminico, monoterpenos,
compuestos polifendlicos y flavonoides, los cuales son metabolitos secundarios
del fruto desecado y presentan actividad antimicrobiana en distinto grado
confiriéndose gran utilidad para el tratamiento de patologias, pudiendo de esta

manera determinar los metabolitos que sean responsables del efecto



antimicrobiano y de su inminente uso en la elaboracion de fitofarmacos que

puedan ser utilizados por la poblacion de manera eficaz y segura.

CAPITULO 1. Marco Tebrico.
1.1 Comino. Historia

El comino es una especia indispensable en casi todos los preparados de curry,
sopas, pasteles, pan, queso, picantes, salsas y todas las mezclas de especias.
Ha sido muy cotizado por las culturas antiguas, a lo largo y ancho del mundo.
Fue la especia favorita del mundo antiguo y fue usada como condimento y
medicina por los babilonios y egipcios. Los egipcios no solo lo usaron para

aromatizar carnes, pescados y guisos, sino también para momificar sus muertos
(30)

La planta es posiblemente originaria del area mediterranea, tal vez de Egipto y
Siria, ahora crece extensivamente en Turquia e Iran. Parece que ha sido
cultivada en Palestina desde hace mucho tiempo. El primer exportador de
comino a los Estados Unidos fue Iran, antes de las restricciones llevadas a cabo

en 1979, suplidas actualmente sobre todo por Turquia, India y China 9.

Hipocrates y Dioscérides describieron las propiedades medicinales del comino.
En la Edad Media fue habitualmente usado como medicinal en Europa y Asia,
siendo bien conocidos sus efectos positivos sobre la digestion. Aunque el aceite
esencial de comino fue usado como medicinal en el mundo antiguo, carece de

gran importancia en la medicina occidental actual 0,
1.2 Taxonomia, morfologia, distribucion geografica

Su nombre botanico, Cuminum cyminum, procede del griego kyminon (que
significa comunion), pertenece la familia Umbeliferas (apiaceae). Una umbelifera
es una planta con racimos de flores planos o redondeados, que sobresalen de la
parte alta de los tallos partiendo desde un Unico punto central (como una

sombrilla) G9).

La planta del comino es pequefia, tierna y anual, creciendo hasta una altura de
aproximadamente 30 cm y produciendo pequeias flores blancas, rosas o lilas,
incluidas en umbelas con 10 a 20 flores. El fruto, se le conoce como semilla de

comino, es amarillo pardusco, alargado y con nueve prominencias G9.

7



El aceite esencial de comino contiene como componentes quimicos mayoritarios
al alfapineno, limoneno, 1,8-cineol, y en una menor concentracion el linalool y

alfaterpineol Gb).

Figura 1. Detalle de planta de comino con sus frutos.

Nota: Obtenido de http://herbgardening.com/growingcumin.html el 02 de mayo del 2018

Tabla 1. Composicion quimica del aceite esencial de frutos de C. cyminum L.

Compuesto %Composicidon
a-Tuyeno 0,2
a-Pineno 0,6
Sabineno 0,7
B-Pineno 10.3
Mirceno 0.8



http://herbgardening.com/growingcumin.html

a-Felandreno 0,4
p-Cimeno 7,2
B-Felandreno 0,7
y-Terpineno 19,0
p-Ment-3-en-7-al 51
Aldehido cuminico 25,2
p-Menta-1,3-dien-7-al 13.0
p-Menta-1,4-dien -7-al 16.6

Nota: Modificado de Derakhasan S et al., 2010
1.3 Usos generales

El comino ha sido usado como conservante en picantes y otros productos
alimentarios. Es conocido que inhibe el crecimiento de algunos hongos de la

putrefaccion de los alimentos y que controla la enfermedad del mildiu 2,

El aceite esencial del comino presenta un alto contenido en cuminaldehido y
otros aldehidos que son los responsables del fuerte aroma y sabor de este, es
también muy volatil y puede perderse la mitad tan so6lo durante el proceso de

molienda @9,

El aceite también puede ser utilizado en perfumeria y como aromatizante de
bebidas, por su alto contenido de metabolitos volatiles y aromaticos. ¢8). El
cuminaldehido se utiliza a veces en perfumeria por su olor caracteristico y como

esterilizante por su accion astringente y antimicrobiana %8,



1.4 Uso del comino como medicina tradicional

El comino presenta diversas propiedades medicinales. Es una hierba aromatica
y astringente que beneficia el aparato digestivo y actia como estimulante de los
organos sexuales. Ha sido usado en el tratamiento de trastornos digestivos
leves, como carminativo, eupéptico y astringente, en afecciones

broncopulmonares, y como analgésico 9.

Figura 2. Frutos deseados de comino, listo para su ventay consumo.

Nota: Obtenido de https://www.cocinista.es/web/es/enciclopedia-cocinista/especias-de-la-a-a-

la-z/comino.html el 02 de mayo del 2018.

Es util en diarreas y dispepsias. Puede utilizarse también tépicamente en forma

de cataplasmas para eliminar manchas y dolores ocasionales (%2,

Estudios preliminares de la Universidad de Chihuahua, México, muestran que el
comino presenta propiedades antimicrobianas. El extracto alcohdlico de comino
presentd una inhibicion significativa de microorganismos como Bacillus subtilis,
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, el componente del

extracto responsable de la actividad antimicrobiana no fue identificado %2,
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Con el extracto de comino, se observo una significativa inhibicion del crecimiento
para Agrobacterium tumefaciens y B. subtilis. En ambos casos, el crecimiento

fue inhibido a concentraciones minimas de 10 mg PEE/mL ©9),
1.5 Porphyromonas Gingivalis

Las Porphyromonas gingivalis pertenecen a la division de las Bacteroidetes y
son gram negativos inmoviles, forman colonias en agar sangre. Se encuentran
en la cavidad oral y estan implicadas en algunas formas de enfermedades
periodontales 28,

1.6 Morfologia

Las Porphyromonas gingivalis son un bacilo corto o cocobacilo, miden de 0.5 -
0.8 ym x 1 - 3.5 ym, anaerobio estricto, gram negativo 9,

1.7 Crecimiento

En el surco gingival encuentra las condiciones para su crecimiento,
interaccionando con el huésped produciendo una destruccion lenta pero

constante de los tejidos del periodonto 7).
1.8 Patogenicidad

Es predominante en la Periodontitis crénica, sus multiples factores de virulencia
la hacen sumamente agresiva. Su predominancia ha sido considerada como un
factor de riesgos para enfermedades sistémicas inflamatorios, como la del infarto
de miocardio. Aunque su susceptibilidad a una diversidad de farmacos hace
posible su manejo con antimicrobianos previa remocion mecanica de biofilm

subgingival 7,

Esta bacteria produce varios factores de virulencia, asi como su capacidad de
invadir células periodontales, dandose una proteccion contra el sistema de
defensa del huésped ?7)

1.9 Enfermedades dentales y bucales

1.10 Definicién

Las enfermedades bucales pueden definirse como aquellas que impiden gozar

de una buena salud bucodental. Entiéndase por estas el dolor orofacial, cancer
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de boca o de garganta, infecciones y llagas bucales, enfermedades
periodontales (de las encias), caries, pérdida de dientes y otras enfermedades y
trastornos que limitan en la persona afectada la capacidad de morder, masticar,
sonreir, y hablar, al tiempo que repercuten en su bienestar psicosocial 1%,

Algunas enfermedades bucales incluyen:

- Herpes labial.- Llagas dolorosas sobre los labios, alrededor de la boca, de

origen viral.
- Afta Oral.- Llagas dolorosas dentro de la boca, de origen viral o bacteriano.

- Leucoplasia.- Parches blancos producto de crecimiento celular excesivo en

mejillas, encias o lenguas, comunmente en fumadores.
- Enfermedades dentales y periodontales

- Hallitosis @7,

1.11 Placa Bacteriana

La placa dental es un biofilm o masa bacteriana que crece en la superficie dentro
de la boca. Es un depdsito pegajoso en un principio carente de color, pero
cuando se forma sarro, se torna de color amarillo palido a café. Es comunmente
encontrada entre los dientes, frente a los dientes, detras de los dientes, sobre
superficies de masticacion, a lo largo de la linea gingival, o debajo de los

margenes cervicales 18,
1.12 Caries.

La caries dental ha sido descrita como una enfermedad multifactorial relacionada

con la dieta, bacterias intraorales, composicion de la saliva y otros factores 9.

Bajo otras circunstancias, puede considerarse como una enfermedad infecciosa
causada por la flora normal de la cavidad oral. Como muchas enfermedades
infecciosas, una masa critica de bacterias cariogénica es un prerrequisito, y esta
masa critica puede obtenerse solo en presencia de sacarosa, un sustrato en el

que la caries se desarrolla 19,
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Asi la caries dental involucra la interaccion en el tiempo de una superficie dental
susceptible, las bacterias cariogénicas, y la disponibilidad de una fuente de

carbohidratos fermentables, especialmente sacarosa *9).
1.13 Agentes etioldgicos

Para la leucoplasia el tabaco es el factor etiologico mas importante, le sigue con

frecuencia el alcohol, y, por dltimo, otros factores como irritativos o friccionales
(20)

Mientras que para la enfermedad periodontal la etiologia es principalmente
infecciosa (placa bacteriana). Todo comienza cuando las bacterias producen
factores de virulencia (Ej.: lipopolisacarido-LPS, acido lipoteicoico) y estos entran
en contacto con las células del epitelio del surco pero es en especial atencion,
las células del epitelio de union (EU) las que producen defensinas y citoquinas
pro-inflamatorias. Las defensinas son péptidos antimicrobianos que dafan la
superficie de las bacterias, permitiendo su eliminacion. Pero son de gran
importancia la produccion de IL-1 y TNF (factor de necrosis tumoral), generando
cambios a nivel vascular. Incrementan el calibre de los vasos sanguineos e
inducen la expresion de proteinas de adhesion celular. Adicionalmente,
producen IL8, wuna citoquina con actividad quimiotactica para PMNs
(polimorfonucleares). De esta forma, los PMNs son atraidos al sitio donde se
acumulan las bacterias, salen de los vasos sanguineos y se acumulan en el tejido
conectivo adyacente al surco alterando el tejido conectivo adyacente al EU.
Muchos PMNs se abren paso por los espacios intercelulares del EU y salen al
surco donde se degranulan.liberando consigo reactivos del oxigeno (ROISs) y
enzimas como catepsina G, lactoferrina, defensinas, mieloperoxidasa,

metaloproteinasas (MMP-8) y serin proteasas %V,

Si bien todos estos reactivos biolégicos son nocivos para las bacterias, también
lo pueden ser para los tejidos periodontales y algun dafio tisular microscopico
puede esperarse. No obstante, el agente infeccioso es controlado en la mayoria
de casos, el estimulo disminuye y se establece un balance de la respuesta

inmune @b,

Después de estimulada la respuesta inmune innata, desencadena la respuesta

inmune adaptativa y aparecen en el tejido conectivo linfocitos T CD4 vy linfocitos
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B, ayudando a resolver el proceso inflamatorio. La estimulacion de linfocitos toma
entre 5 y 7 dias en alcanzar su mayor activacion. Por lo tanto, una buena
respuesta innata es fundamental para mantener la salud periodontal. Los
linfocitos T CD4 producen citoquinas (IFN, IL-2) que promueven una mejor
actividad de macrofagos y co-estimulan a los linfocitos B a producir anticuerpos
tipo IgG e IgA neutralizantes. El resultado es una respuesta inmune que controla
los microorganismos que se estan acumulando en el surco periodontal, de forma
silenciosa y sin expresar signos clinicos inflamatorios evidentes a simple vista. A
medida que progresa el proceso inflamatorio éste se vuelve crénico y comienza
la degradacion de los tejidos de soporte, dando como resultado la formacion de

la bolsa periodontal, pérdida de insercion clinica y pérdida dsea @9,
1.13.1 Candidiasis oral (muguet)

Se define como una enfermedad de la piel y la mucosa, causada por un hongo

del género Candida ??

Los hongos del género Candida son habitantes habituales en boca, sistema
gastrointestinal, piel y vagina, por lo que se consideran agentes infecciosos
enddégenos especificos. Son poco virulentos, no son transmisibles y solo
producen infeccion de la mucosa en presencia de una predisposicion local o

general manifiesta o ambas, de ahi que sean considerados hongos oportunistas
(22)

Dentro de la clinica comienza con un eritema difuso e indoloro, que pasa
desapercibido durante unas dos horas. Posteriormente, aparecen una manchas
blanquecinas sobre la mucosa yugal, lengua, encias y paladar, que pueden
presentarse de forma difusa o agrupada semejando restos de leche coagulada

(alo que debe su nombre) 22,

Al frotar las lesiones con una gasa, estas lesiones desaparecen ofreciendo cierta
resistencia, y dejando una superficie enrojecida. El cuadro clinico desparece a

los 6-8 dias luego del inicio de tratamiento 2.

El hongo comienza, por lo general, en la lengua y dentro de las mejillas y se

puede esparcir al paladar, encias, amigdalas y garganta. En casos severos, la
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infeccion puede llegar hasta la laringe (cuerdas vocales), tracto digestivo,
sistema respiratorio o la piel ?2,

Se denomina muguet a unas lesiones que recuerdan las gotas de yogourt o leche
coagulada. La forma infantil puede ser por una contaminacion a través del canal
del parto, o por el uso del biberén poco limpio, asociado con la deficiencia del

sistema inmunolégico del huésped ?2).

Clinicamente se manifiesta por la aparicion de unas manchas blancas en toda la
boca, especialmente en surcos, mucosa yugal, lengua, paladar, amigdalas, etc.,
gue se desprenden facilmente al pasar una gasa, dejando en la zona en la que
se asentaba una superficie enrojecida. Se acompaia de halitosis 2.

1.13.2 Gingivitis no complicada

Es una enfermedad infectocontagiosa causada por una placa bacteriana
organizada, proliferante y patogénica, en la que se observan cambios en el color,
forma y textura; Dicha inflamacion gingival, debe cursar sin pérdida detectable

de hueso alveolar, ni de insercién de encia adherida ©®.

Esta enfermedad gingival es el resultado de la placa bacteriana localizada en la

encia marginal, que por mal aseo dentario coloniza el area ®.
Es el estadio inicial de muchas enfermedades periodontales ©.

Se plantea que la P. Gingivalis, A. Actinomycetemcomitans y T. Forsythensis
pueden colonizar a una edad muy temprana la boca, de manera que la presencia
de la placa supragingival podria colaborar con el desarrollo de estos
microorganismos de la placa subgingival predisponiendo a futuro el desarrollo de

enfermedades periodontopatégenas de mayor impacto 3,

1.13.3 Gingivitis ulcerosa aguda necrosante

Es una enfermedad infecciosa bacteriana, inflamatoria, destructiva y dolorosa,
es caracterizada por la muerte y desprendimiento de tejido gingival. Provoca una
destruccion rapida de tejido, provocando con ello su inflamacion, posterior
necrosis del tejido y por lo tanto una gran pérdida de hueso de soporte, lo que

da lugar a la perdida de los 6rganos dentales @4,
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Las lesiones caracteristicas provocadas por la GUNA son depresiones
socavadas crateriformes en la cresta de la papila interdental y se extiende

después hacia la encia marginal @4,

Se describen fases dentro de la gingivitis ulcerosa aguda necrosante, en la cual
cada fase supone empeoramiento de la enfermedad: Necrosis de la punta de la
papila interdental, necrosis de la papila entera, extension de la necrosis hacia la
encia marginal, extension de la necrosis hacia la encia adherida, extension de la
necrosis hacia la mucosa labial o bucal, exposicion de hueso alveolar por

necrosis, perforacion de la piel de la mejilla por la necrosis @4,

1.13.4 Estomatitis herpética/herpes labial (calentura)

El virus del herpes simple (VHS) es un patdgeno humano comun que posee dos
serotipos: el tipo 1 afecta fundamentalmente a la cavidad oral, mientras que el
tipo 2 se encuentra mas relacionado con las infecciones genitales. El contagio

se produce por contacto directo 9.

Las manifestaciones clinicas varian en funcion de si la infeccion es primaria o
secundaria, asi como de la localizacion anatomica. La infeccion primaria puede
cursar de forma subclinica, identificada solo por la seroconversion o por la
aparicion de recurrencias posteriores, 0 bien puede presentarse de una forma

aguda, conocida como gingivoestomatitis herpética primaria ),

Los pacientes, generalmente nifios menores de 4 afios, presentan una serie de
signos y sintomas prodromicos caracterizados por malestar, artralgias, cefalea,
eritema faringeo, fiebre y adenopatias regionales. A los 3-5 dias aparece una

gingivitis, con las encias enrojecidas, tumefactas y hemorragicas, y odinofagia
(25)

Después del 2do o tercer dia aparecen en los labios, la lengua, la mucosa yugal,
el paladar y la faringe mdultiples vesiculas de 1-2 mm de diametro que
rdpidamente se rompen formando Ulceras dolorosas, poco profundas que

tienden a coalescer 9,

Remiten espontaneamente sin dejar secuelas en un periodo de 8-10 dias .
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1.13.5 Ulceras orales

Las Ulceras orales, también llamadas de Ulceras aftosas, estomatitis aftosas,
aftas bucales, llagas o simplemente aftas, son lesiones muy comunes de la

mucosa oral 29,

Las aftas son lesiones benignas que no suelen causar mayores problemas mas
alla de la incomodidad. No obstante, algunas enfermedades mas graves de la
cavidad oral pueden manifestarse con lesiones ulceradas muy semejantes, lo
gue puede causar alguna confusién. Un ejemplo es el cancer de la cavidad oral,
que en las fases iniciales puede parecerse a un afta 9.

La afta es una ulcera que puede surgir en cualquier punto de la cavidad oral:
lengua, labios, encia, garganta, uvula, etc. Son lesiones de forma ovalada,
blancuzcas (a veces amarillentas), poco profundas y limpias. Pueden ser Unicas

o multiples, pequefias o grandes ).
1.13.6 Periodontitis

A diferencia de la gingivitis, la periodontitis es la inflamacién de la encia y el
periodonto de soporte, afectando de forma significativa el tejido conectivo

gingival, ligamento periodontal, cemento y hueso 7).

Patognomonicamente se observa inflamacion, sangrado al sondaje, formacion

de la bolsa periodontal, pérdida de insercion y pérdida ésea radiogréafica 7,

Oficialmente se define un caso confirmatorio de periodontitis como: =2 sitios
independientes con pérdida de insercion 23 mm proximal y formacién de bolsa
periodontal. Asi mismo, la extension puede ser clasificada como localizada

(<30% de sitios afectados) y generalizada (>30% de sitios afectados) @7,

En cuanto a la severidad de la destruccién periodontal, el Gnico parametro que
muestra la magnitud del dafio, es el nivel de insercion clinica. Por lo tanto, la
severidad de la enfermedad puede ser clasificada como leve, moderada y severa
dependiendo del grado de pérdida de insercion en un diente en particular,

teniendo como referencia la longitud radicular 7,
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Existe una periodontitis agresiva (La velocidad de destruccion periodontal es
rapida y dado que comienza temprano en la vida, la destruccién se observa en
sujetos jovenes), que se ha clasificado en dos formas clinicas de la siguiente
manera: periodontitis agresiva localizada que presenta: establecimiento durante
la pubertad y afecta incisivos y primeros molares; y periodontitis agresiva
generalizada presentando: afeccion de sujetos menores de 30 afios, pero se
puede presentar en sujetos mayores y aparte de incisivos y primeros molares,

afecta mas de 3 dientes adicionales @7,
1.14 Conclusiones parciales.

1. El comino, ha servido desde tiempos ancestrales en la medicina tradicional y
comunitaria, se lo utiliza para varias dolencias por su alto contenido de

metabolitos secundarios.

2. Los compuestos quimicos como los polifendlicos del aceite esencial de
comino, el gama terpineol y el aldehido cuminico, son los principales

metabolitos secundarios del comino.

3. Los antibioticos sintéticos pueden ser sustituidos con polifenoles con
catequinas, los cuales proveen un producto de origen natural e inocuo para
la salud humana, estos, tienen una gran actividad antimicrobiana sobre

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

4. El Porphyromonas gingivalis es un microorganismo que puede adquirir
nuevas propiedades, las cuales permiten la expresién de determinantes de
patogenicidad para definir su virulencia en condiciones ambientales

especificas.
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CAPITULO 2. Marco metodolédgico.

2.1 Caracterizacion.

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en modalidad cualitativa y
cuantitativa, con disefio experimental. Por su alcance es una investigacion

correlacional

Se tomé la informacion etnofarmacolégica de encuestas realizadas a la
poblacion de Chone, Canuto y Calceta, de la zona norte de la Provincia de

Manabi.

Se realiza el analisis bibliografico de la marcha fitoquimica para comino, luego la
extraccion de metabolitos por medio de arrastre de vapor para el caso de aceites

esenciales y por extraccion hidroalcohdlica para el caso de extracto etandlico.

Se evaluo la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y extractos
etandlicos a distintas concentraciones de comino, mismo que es expendido en
la ciudad de Guayaquil, siendo las muestras adquiridas en el Mercado de Sauces

9, al Norte de la ciudad.

Se realiza valoracion estadistica de las variables usadas por medio de ANOVA.

2.2 Propuesta.

El disefio experimental de esta investigacion conlleva a realizar tres fases:
e Encuestas etnofarmacoldgicas.
e Obtencion de metabolitos por extracto etandlico y aceite esencial.

e Estudio microbioldgico
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2.2.1 FASE 1: Estudio etno-farmacologico / etno-botéanico.

Se realiz6 un estudio etno-farmacologico en las poblaciones de Chone, Canuto
y Calceta, de la Zona norte de Manabi; con una poblacién de 97450 habitantes,
para lo cual se aplicé la formula (Ecuacién 6), con una muestra de 1214

personas.
(Ecuacion 6).
3 Na?Z%a
n= e2(N—-1)+ 02Z%a
Donde:

n = el tamano de la muestra.
N = tamafio de la poblacién.

o = Desviacion estandar de la poblacion, que generalmente cuando no se tiene
su valor, suele utilizarse un valor estimado a 0jo 0 a partir de una pequefa
muestra o muestra piloto. Para ser conservador (prudente), mejor errar
estimando por exceso que por defecto.

Zq = Valor obtenido mediante niveles de confianza. Es un valor constante que, Si
no se tiene su valor, se lo toma en relacion al 95% de confianza equivale a 1,64
(como mas usual) o en relacion al 99% de confianza equivale 2,33, valor que
gueda a criterio del encuestador.

e = Limite aceptable de error muestral que, generalmente cuando no se tiene su
valor, suele utilizarse un valor que varia entre el 1% (0,01) y 9% (0,09), valor que
gueda a criterio del encuestador.

Reemplazando valores tendremos:

~ (2)21214 (0.5)(0.5)
M= 0D2(1214 = 1) + (2)2(0.5)(0.5)

1214

n=1313

El tamano de la muestra es:

n =97450 = 92
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Criterio de Inclusién.

e Adultos mayores (65 afios 0 mas)
e Conocimientos ancestrales de uso de plantas

Criterios de exclusion.

e Menores de 65 afios
e Que no tengan conocimientos ancestrales de uso de plantas.

Materiales.

Encuesta impresa y estandarizada para el uso de plantas en la medicina

tradicional y complementaria.

Tabla 2. Encuesta a realizar.

ITEM Resulltados Resultados 2 Resugados Resui‘fados Resulstados Resu:stados

PLANTA
INDICACION

SUGERIDA POR

MODO DE USO

PARTA USADA DE LA
PLANTA

MODO DE
PREPARACION
DONDE ADQUIERE LA
PLANTA

DURACION DEL
TRATAMIENTO

RESULTADO

CONJUNTA O SOLA

CONOCE SI LA PLANTA
TIENE ESTUDIOS
CIENTIFICOS

DONDE SE ENTERO DE
LOS ESTUDIOS

CONTRAINDICACIONES

PERSONAS EN LAS
QUE SE HAN USADO
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2.2.2 Evaluacion cuantitativa de la diversidad de especies.
Valor de Uso de las Plantas

Segun Martin (1995) Phillips et al., (1994), trabajando en la Amazonia peruana
propusieron un nuevo enfoque al valor de uso. Ellos basan sus estimaciones de
la importancia cultural en una técnica del indice de informante, la cual tiene que
ver con las coincidencias entre la gente local acerca de la utilidad de las distintas
especies.

Segun Martin (1995) no todos los usos tienen igual importancia. Otro aspecto
relevante mencionado por éste autor es el significado cultural que tienen muchas
plantas, pero a pesar de ello pueden mostrar un valor de uso bajo en relacion a
otras, debido al poco conocimiento de sus otros usos.

Ejemplo de lo anterior son muchas plantas del tropico cuyo uso esta restringido
a la alimentaciéon humana o animal pero que, ademas, presentan una diversidad
de usos potenciales como medicinal, control biologico, colorantes, entre otros.

indice de valor de uso (IVU)

Para evaluar las preferencias del pueblo hacia las plantas utilizadas, se empleo
el concepto de Valor de Uso (Philips y Gentry, 1993). Esta valoracion muestra la
cantidad de usos que se otorga a una determinada planta. Para determinar esta
valoracion se realizaron entrevistas a los tres informantes acerca de los nombres
y usos locales de las plantas, cada vez que un informante indicaba un uso se
catalogaba como evento. La formula es la siguiente:

(Ecuacién 7)

Donde:

VUis= es el valor de uso atribuido a una especie particular (s) por un informante
().
Uis = numero de usos mencionado por el informante.

Nis= ndmero total de eventos.

Luego el valor general de uso se obtiene con la sumatoria de los valores de uso
calculados anteriormente:

(Ecuacién 8)

»'VUis
Ns

VUs =
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Donde:

VUis= es el valor de uso atribuido a una especie particular (s) por un informante
().
ns= numero total de informantes entrevistados acerca de una especie particular

(s).

Los datos de cada informante son usados para calcular el nimero promedio de
usos de una especies en particular (Cotton, 1999). De esta forma, los usos
identificados por cada informante fueron promediados para obtener el indice de
valor de uso general para cada especie. Esta estadistica se puede aplicar a
cualquier técnica de obtencion de datos, en la que numerosas personas,
proporcionan informacion sobre la gama de usos de alguna planta (Martin, 1995).
Hay que sefialar que en nuestro caso para cada individuo, hubo un solo evento
por lo que el valor de uso general VUs se calcula directamente sin tener que
calcular previamente el VUis

Nivel de uso significativo

Para estimar el nivel de uso significativo para cada especie y verificar su
aceptacion cultural, se utilizé la metodologia propuesta por Germosén Robineau
(1995). Esta metodologia, expresa que aquellos usos medicinales que son
citados con una frecuencia superior o igual al 20%, por las personas encuestadas
gue usan plantas como primer recurso para un determinado problema de salud,
pueden considerarse significativos desde el punto de vista de su aceptacion
cultural y, por lo tanto, merecen su evaluacion y validacion cientifica. EI UST se
calcula dividiendo el nUmero de citaciones de uso para cada especie (S), entre el
namero de informantes encuestados, se propone la siguiente ecuacion:

(Ecuacién 9)

Uso Especie
UST = —— x 100
Nis

Doénde:

Uso Especie (s) = numero de citaciones para cada especie.
Nis = numero de informantes encuestados.

Valor de uso de las plantas medicinales

Es prioritario investigar sobre medicina tradicional con los recursos disponibles
en el pais para conseguir un aprovechamiento y uso de la misma con un respaldo
cientifico sdlido. Para lo cual la etnobotanica, la fitoterapia y fitoquimica estan
tomando un auge insospechado, tanto en la medicina complementaria como en
el &mbito académico. Los estudios orientan la investigacion farmacoldgica hacia
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aquellas plantas con mayor aval tradicional y contribuird a que la industria
farmacéutica identifigue nuevos agentes terapéuticos con menor toxicidad y
efectos secundarios.

Para el andlisis etnobotanico es necesario el empleo de 3 indices para
determinar la importancia de las diferentes especies identificadas en una
determinada &rea de estudio, los cuales son:

indice de valor de uso de especies (IVU)
Conocimiento relativo de la especie por varios informantes (RVU)
Nivel de uso significativo (UST)

EL indice de valor de uso de especies evalla la importancia o valor cultural del
uso de los recursos (especias, familias) para diferentes grupos humanos.

Existen diferentes metodologias para la evaluacion cuantitativa de la importancia
del uso de las plantas y se agrupan en tres enfoques principales:

Consenso de informantes.- Metodologia inicialmente desarrollada por Adu Tutu
et al. (1979) para el andlisis de la importancia relativa de cada uso, establecida
de acuerdo con el grado de consenso en las respuestas de los informante.
Generalmente se emplea con éxito en estudios etnobotanicos a largo plazo.

Ubicacion subjetiva.- La importancia relativa de las plantas o usos es
determinada de manera subjetiva por los investigadores, con base en el
significado cultural de cada planta o uso.

Sumatoria de usos (usos totalizados).- Es la forma mas rapida de cuantificar
datos etnobotanicos y ha sido la mas usada hasta el momento. Se argumenta en
gue cada uso mencionado para una especie determinada, contribuye al valor
total de importancia de dicha especie, independientemente de la categoria.

Ventaja: Rapidez de aplicacion y suministra informacion cuantitativa confiable
para grandes areas a un costo relativamente bajo.

Desventaja: Los resultados no pueden analizarse de manera estadistica y es
menos objetiva que la metodologia de consenso de informantes.

El Conocimiento relativo de la especie por varios informantes hace referencia al
valor de uso por cada informante respecto al indice de valor de uso de la especie.

El Nivel de uso significativo usa la metodologia propuesta por Germosén —
Robineau la cual expresa que aquellos usos medicinales que son citados con
una frecuencia superior o igual al 20% por los informantes, pueden considerarse
significativos desde el punto de vista de su aceptacion cultural y por tanto merece
su evaluacion y validacion cientifica.
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2.2.3 FASE 2: Obtencion de metabolitos por extracto etandlico y aceite

esencial.

Figura 3: Mapa de la ciudad de Guayaquil. Ecuador.
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Nota: Imagen obtenida de Google Maps — Detalle de mercado de
transferencia de viveres al norte de la ciudad de Guayaquil.

La muestra fue recolectada al norte de la ciudad en el mercado de transferencia

de viveres.

Se adquirieron 5 Kilos de comino (Cuminum cyminum) en el mercado de
transferencias de viveres (Guayaquil-Ecuador). Estos fueron desinfectados con

alcohol antiséptico en spray de 72 G.L, para luego ser seleccionados.
Criterios de Inclusion y Exclusion.

INCLUSION: Solo fruto desecado de comino, tamafio y color uniformes.
EXCLUSION: Piedras, ramas, hojas, otros frutos, otros contaminantes.
2.2.4 ldentificacion botanica.

Se solicitd la identificacidon botanica de la muestra recolectada a la Facultad de

Ciencias Agrarias de la Universidad de Guayaquil. (Anexo 1)
Evaluacién de la pureza del aceite esencial de comino

Parametro: terpenos totales
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Método: Interno-extraccion
Preparacion y obtencién de extractos.

Estos se obtienen mediante la separacion de porciones biolégicamente activas
presentes en los tejidos de las plantas, con el uso de un solvente (alcohol, agua,

mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado
(15)

Obtencién de los extractos.

Una vez colectadas las semillas con criterio de inclusién se secaron a 40°c luego
se trituraron manualmente, formandose un polvo color café claro, se obtuvo un

total de 72g.

Se prefiere etanol como solvente porque los compuestos alcohdlicos rompen la
membrana celular y asi se logra extraer grandes cantidades de material
endocelular, ademas de ser un disolvente que puede solubilizar un amplio rango

de metabolitos ¢,

1.1.1) Extracto Etéreo.

Pesar 25 g. de droga seca y molida y extraerlos con 200 ml de éter etilico por
maceracion durante 48 horas. Se obtiene el extracto y el residuo sdlido (secar y

pesar).

1.1.2) Extracto Etandlico

A la droga agotada con el éter etilico, extraer por maceracién con etanol al 75%
(tres veces el peso del residuo en volumen) durante 48 horas se obtiene el

extracto y el residuo sdlido (secar y pesar)

1.1.3) Destilacion por arrastre de vapor
Se toman 100g de semillas, que superan los criterios de inclusion, se trocean en

pedazos pequefios y se procede a refrigerar por un maximo de 2 horas, previo a

la destilacion.

Colocar en el balon A (agua destilada), en el balén B (muestra), ensamblar el
equipo de destilacion para arrastre de vapor y proceder a recoger el destilado,

verificar que el lugar tenga ventilacion adecuada. Una vez colectado el liquido
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gue debe tener un color blanco lechoso, se procede a sangrarlo con cloruro de
sodio y extraerlo con cloroformo. Guardar el aceite esencial obtenido en frascos
ambar de tapa rosca. Repetir el procedimiento hasta agotar las hojas. El
proceso llevara alrededor de 3-5 dias.

2.2.5 Pruebas analiticas.

Todos los andlisis y procedimientos se realizaron por triplicado.

2.2.5.1 Humedad

Llevar al horno secador las semillas previamente molidas para extraer la
humedad de las mismas a 60°C durante 4 horas ¢4
Porcentaje de humedad de la muestra:

(Ecuacion 1)

%H=(p-p")px100

p = peso inicial de la muestra

p”= peso final de la muestra

2.2.5.2 Cenizas totales
Con la ayuda de 2 crisoles previamente tarados, pesamos 2 gr. de muestra
vegetal seca y molida en cada crisol, y llevamos a la mufla por el lapso de 3

horas a 750°C, pasado este tiempo dejar en secador y pesar ¢4

(Ecuacién 2)

M2-M
M1-M

C= X100

M2 = Masa de crisol con cenizas
M1 = Masa de crisol con muestra de ensayo

M = Masa de crisol vacio
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2.2.5.3 Cenizas totales en agua

Pesar 2 g de muestra vegetal seca y molida en dos crisoles respectivamente,
llevar a la mufla por 3 horas a 750°C, pasado este tiempo dejar en secador y
pesar 34

M2 = Masa de crisol con cenizas

M1 = Masa de crisol con muestra de ensayo

M = Masa de crisol vacio

(Ecuacion 3)

M2-M
M1-M

C= X100

2.2.5.4 Cenizas totales en acido clorhidrico.

En el crisol con ceniza colocar 2 mL de HCI al 10 %, tapar el crisol con papel
aluminio, poner agua a hervir previamente en un vaso de precipitacion,
posteriormente procedemos a filtrar el contenido del crisol con papel filtro tarado,
con la ayuda del agua caliente realizamos varios enjuagues al papel filtro con
residuo descartando el liquido del filtrado, en la dltimo enjuague tomamos una
muestra el liquido y le adicionamos 1 gota de HNO3 y de 1-2 gotas de AgNOs3, si
se obtuviese un color blanco en el liquido se procedera a seguir los enjuagues
del papel filtro con agua caliente hasta que el liquido, al adicionarle las gotas de
reactivo, no tomasen ningun color es decir queden transparente. Luego de esto
poner el papel filtro con residuo en el crisol correspondiente para llevarlo a la

mufla por 2 horas a 750 °C ¢4

2.3 FASE 3: Estudio microbioldgico

Se trabajé con diluciones del 25%, 50%, 75% y 100% para el extracto etandélico

y aceite esencial®¥

Se realizara el método de Kirby-Bauer para la determinacion de los halos
inhibitorios. Los discos a utilizar tienen un tamafio de 5 a 7 mm y un espesor de
0,02 mm, la cantidad de antimicrobiano selectivo debe ser preciso, puesto que
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un exceso daria lugar a falsos positivos, en este caso vamos a utilizar 20 pL
(microlitros) en cada disco de papel los mismos que fueron esterilizados en el

autoclave y secados en la estufa ¢4

Con una micropipeta se coloco 20 uL de aceite esencial y extracto etandlico de
Cuminum cyminum, en cada uno de los discos correspondientemente. Las
muestras se trabajan por triplicado; para el control positivo se utilizaran discos
de amoxicilina de 10 ug y mientras que como control negativo se utilizara agua

destilada estéril®4
Materiales.

* Incubadora de conveccion natural
= Autoclave

= Estufa eléctrica

= Bafio maria.

= Mechero de Bunsen

= Cajas de Petri

= Asade platino

= Discos de sensibilidad

= Varilla de vidrio

= Matraz Erlenmeyer de 500ml

Siembra en el agar Mueller Hinton-sangre

La cepa utilizada es de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Para la
preparacion de esta cepa encontraremos un tubo con la cepa liofilizada y un
liquido, las cuales hay que mezclar para diluir la cepa, este contenido lo
transferimos a 10 mL de T.S.B. (Tryptic Soy Broth-por sus siglas en inglés), el
cual nos permite un crecimiento vigoroso de la bacteria, al ser una base nutritiva
y de gran variedad de suplementos. En el caso de la muestra de aceite esencial
se coloca aceite mineral para hacer anaerobiosis. Posteriormente se incuba a 35

grados centigrados por 18 horas.

Una vez que tenemos la caja Petri con el agar Mueller Hinton-Sangre, realizamos

un hisopado con el in6culo bacteriano, que consiste en tomar la caja y hacer
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estrias en la superficie del agar en las tres direcciones y alrededor, lo que nos
permite que la bacteria crezca en toda la extension de la caja.

Realizado esto dejamos secar las placas por 5 minutos y luego con una pinza
estéril se colocan los discos de papel filtro impregnado con 20 pL de la muestra
a las diferentes concentraciones.

Se deja reposar las placas por 15 minutos a temperatura ambiente para que el
disco absorba agua del medio de cultivo y asi permita difusion radial del
antimicrobiano para luego trasladar a una jarra de incubacién de anaerobios por
48 horas y a 37 grados centigrados. Después de dos dias se procedio a la lectura
de las medidas de los halos de inhibicion.

Evaluacion de la actividad bacteriana del extracto etanélico preparado

con latécnica de difusion en disco.

Una vez conocidas las concentraciones para cada extracto, se preparo inéculos
bacterianos de Porphyromonas gingivalis con criterios de sensibilidad: difusion
12mmy se sembro en cajas Petri con agar sangre. Se rotul6 las placas indicando
el numero de ensayo y la posicion de los discos, asi como también el control

positivo 3,
Pruebas microbiolodgicas.

El presente trabajo de investigacion se lo realiz6 con una cepa de
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Para la preparacion de esta cepa
encontraremos un tubo con la cepa liofilizada y un liquido, las cuales hay que
mezclar para diluir la cepa, este contenido lo transferimos a 10 mL de T.S.B.
(Tryptic Soy Broth-por sus siglas en inglés), el cual nos permite un crecimiento
vigoroso de la bacteria, al ser una base nutritiva y de gran variedad de
suplementos. En el caso de la muestras de aceite esencial se coloca aceite
mineral para hacer anaerobiosis, posteriormente se incuba a 35 grados

centigrados por 18 horas “9).

El propoésito de esta investigacion fue determinar la actividad antibacteriana de
la Cuminum cyminum frente a Porphyromonas gingivalis. Se elaboré un aceite
esencial utilizando la técnica de destilacion por arrastre de vapor de agua, el

mismo que fue diluido para obtener concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%,
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se utilizé amoxicilina 10ug como control positivo y agua como control negativo.

El porcentaje de efecto inhibitorio se calcul6 utilizando la siguiente expresion “8):

(Ecuacion 4)

o Media diametro halo de inhibicion
% Efecto inhibitorio = — — —— X 100
Diametro halo de inhibicion control positivo

Diluciones del Aceite Esencial y Extracto Etandlico al 75%

Para realizar el trabajo microbioldgico se procede a realizar las diluciones del
aceite esencial y del extracto etandlico a concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100%, aplicando la siguiente ecuacion “9):

(Ecuacidn 5)

V1C1=V2Co

Tabla 3 Diluciones de Aceite Esencial y Extracto etandlico de comino

(Cuminum Cynimum)

EXTRACTO ETANOLICO DILUCION VOLUMEN FINAL

75%
% mL
ACEITE ESENCIAL

Volumen inicial mL

24.99 ml 25 99.96 ml
24.99 ml 50 49.98 ml
24.99 ml 75 33.32 ml
24.99 ml 100 24.99 ml
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Escala de Duraffourd

Para determinar el intervalo de milimetro de los halos de inhibicion de
crecimiento de microorganismos se utilizd la escala de Duraffourd que
demuestra la sensibilidad de la bacteria frente al aceite esencial y extracto

etandlico, conforme a los resultados a continuacién presentados:

Tabla 4 Escala de Duraffourd — Sensibilidad bacteriana

HALOS DE INHIBICION (mm)
SENSIBILIDAD Mm
Nula <6mm
Limite 6 -14 mm
Media 14 - 20 mm
Superior > 20mm

2.4 Conclusiones parciales

1. Para el estudio etnofarmacoldgico, se usa una matriz de recoleccion de
resultados, la cual se aplica en forma de encuesta en la poblacion de
Chone, Canuto y Calceta de la Zona norte de Manabi.

2. Se obtienen por métodos de arrastre de vapor para el caso del aceite
esencial y extraccion hidroalcohdlica para el caso del extracto etandlico.

3. Los procedimientos microbiol6gicos se basaran en la técnica de difusion
de disco en agar Mueller Hinton-Sangre, con controles positivos de
amoxicilina y control negativo de agua destilada sobre Porphyromonas
gingivalis.

4. Se tomaran los resultaros para verificar las variables de investigacion por
medio de ANOVA.
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CAPITULO 3

3. Analisis de resultados.

3.1 Estudio etno-farmacoldgico / etno-botéanico.

La informacion recabada en la poblacién de Chone, Canuto y Calceta de la zona

norte de la Provincia de Manabi, en un total 92 personas adultos mayores y con

conocimientos ancestrales de uso de plantas, se registra en una matriz para

poder analizar los datos.

Tabla 5. Resultados de estudio Etno-farmacoldgico.

ITEM Resulltados Resultados 2 Resultados 3 Resugados Resu|5tados Resugados
PLANTA Valeriana Ajo Eucalipto Llantén Manzanilla Comino
o . Colicos,
INDICACION Nervios An_tlblotlco, Tos, bronquitis Infe_cmo_nes Dolor dolor
diabetes Urinarias estomacal )
abdominal
SUGERIDA POR Familiar Curandero Familiar Familiar, Curandero Familiar,
Curandero curandero
MODO DE USO Infusién - te Crudo Crudg, Infusion Infusion Infusion,
Infusion machacado
PARTA USADA DE LA ; . . Flores y
PLANTA Hojas Bulbo Hojas Hojas hojas Fruto seco
MODO DE Te en agua Crudo. tragar Ma;:tiréladro Te Te agua Te agua Te agua
PREPARACION caliente »rag N caliente caliente caliente
agua caliente
DONDE ADQUIERE LA Tiendas y Tienda,
PLANTA Mercado mercados Mercado Mercado Mercado mercado
DURACION DEL . . - -
TRATAMIENTO Diario Diario Semanal Mensual Diario Diario
RESULTADO Mejoria Mejoria Mejoria Mejoria Mejoria Mejoria
CONJUNTA O SOLA Sola Sola Sola Sola Sola Sg'gr'ecji‘l’”
CONOCE SI LA PLANTA
TIENE ESTUDIOS Si Si Si Si Si No
CIENTIFICOS
DONDE SE ENTERO DE
LOS ESTUDIOS TV TV Internet TV TV nh
CONTRAINDICACIONES | Hipertensos Ulcera No No No No
PERSONAS EN LAS agtrl‘tgz Adultos Nifios, adultos |  Adultos, a(';‘l:rl‘tgz a('j\‘l:rl‘tgz
QUE SE HAN USADO Y y mayores Mayores y y
mayores mayores mayores.

3.2 Resultados de estudio etno-farmacologico.

El resultado del estudio, logré realizar una valoracién del uso de varias plantas

en la MTC, entre las cuales, el comino se usa como tratamiento ancestral para

varias dolencias; con un promedio de 20% en el uso significativo, puede




considerarse como una planta de uso y aceptacién cultural, por lo que es factible

la investigacion sobre la misma.

Tabla 6 Resultados de estudio etno-farmacoldgico.

Nombre Nombre VU VU UST
Comun Cientifico

Comino Cum_lnum 1,4 0,028 20%
cyminum

3.3 Resultados de muestra vegetal.

Para la determinacion del efecto inhibidor del aceite esencial y extracto etandlico
de Cuminum cynimum al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el crecimiento in vitro de
Porphyromonas gingivalis, se realizaron analisis estadisticos de los datos
usando ANOVA.

Se realizo diluciones para cada una de las muestras de aceite esencial y extracto
etandlico de Cuminum cyminum; se usaron discos de amoxicilina de 10 ug como

control positivo y como control negativo se utilizé agua destilada.

Por cada diluciéon bacteriana de Porphyromonas gingivalis se utilizaron 3 placas
de agar Mueller Hinton con sangre desfibrinada al 5% y aplicando los discos
previamente impregnados con los aceites esenciales y extractos etandlicos de
Cuminum cyminum, se procedié a la incubacion, para luego continuar con la

lectura de halos de inhibicion.
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Tabla 7. RESULTADOS DE HALOS DE INHIBICION RESULTADOS DE HALOS DE INHIBICION
DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO: Aceite Esencial de Cuminum cyminun frente a
Porphyromonas gingivalis

DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO: Aceite Esencial de Cuminum cyminun frente a
Porphyromonas. gingivalis

ESTUDIO DE EFECTO ANTIMICROBIANO VALORES
HALOS DE INHIBICION
(mm) Estadisticas
DILUCION Plac
a 1 Control | Control | Mini | Maxi | Media | Mod Desviacion Varian
+ - mo mo na a Estandar za

P1 |10,7 17,2 <6
P2 10,8 17,2 <6

125% 10,7 | 10,8 10,8 |10,7 0,058 0,0025
P3 10,7 17,2 <6
P4 10,8 17,2 <6
P1 |11,2 17,2 <6
P2 11,2 17,2 <6

50% 11,2 | 11,2 11,2 |11,2 0,000 0,0000
P3 11,2 17,2 <6
P4 11,2 17,2 <6
P1 |11,6 17,2 <6
P2 |11,6 17,2 <6

75% 116 | 11,6 11,6 | 11,6 0,000 0,0000
P3 |11,6 17,2 <6
P4 |11,6 17,2 <6
P1 154 17,2 <6
P2 154 17,2 <6

100% 15,4 15,5 154 (154 0,050 0,0019
P3 | 15,5 17,2 <6
P4 154 17,2 <6
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3.4 Promedio de halos de inhibicion del aceite esencial de Cuminum cyminum.

Los halos resultantes obtenidos por los discos impregnados con aceite esencial
de Cuminum cynimum dilucién al 25% presen un valor promedio de 10,8 mm
para las tres placas de la mencionada diluciéon con cuatro discos cada una. El
valor maximo que se obtuvo fue de 10,8 mm y el minimo de 10,7 mm, con una
desviacion estandar de 0,025 lo cual nos indica que los valores obtenidos por

medio del procedimiento son cercanos al valor medio, resultando confiables.

Con la dilucién al 50% se obtuvo un valor promedio del halo de inhibicion de 11,2
mm, siendo su valor minimo 11,2 mm y 11,2 el valor maximo; la desviacion
estandar fue de 0,026.

La dilucién al 75% obtuvo un valor promedio de la inhibicion de 11,6 mm, con
valores minimos y maximos correspondientemente a 11,6 mm y 11,6 mm; la

desviacion estandar fue de 0,012.

Para la dilucion al 100% el valor del halo de inhibicion medio fue de 15,4 mm, el
valor minimo correspondié a 15,34, y el maximo a 15,5; mientras que la

desviacion estandar fue de 0,022.

Aplicando la formula de porcentaje de efecto inhibitorio para las diluciones de
25%, 50%, 75% y 100%; tomando como control positivo al diametro promedio
del disco de Amoxicilina 10 ug con un valor de 17,2 mm; se obtuvo un valor de
efecto inhibitorio del 62,57% para la dilucion al 25% de aceite esencial de
Cuminum Cynimum al 15%; para la dilucion del 50% el porcentaje de efecto
inhibitorio fue de 62,57%, en la dilucion al 75% el porcentaje del efecto inhibitorio
fue de 67.46%; y para la dilucién al 100% fue de un 89,76%.

Al realizar un analisis de las frecuencias hemos encontrado que 36 valores se
encuentran dentro del rango de 6-14 mm, indicando con esto que el efecto
inhibitorio se encuentra dentro de la “Sensibilidad Limite” de la escala de

Duraffourd. Mientras que 12 valores presentan “Sensibilidad media”

Los valores analizados evidencian que todas las concentraciones presentan

efecto inhibitorio al obtenerse halos de diametro mayor a 6,00 mm.
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Con esto se indica que la sensibilidad del Porphyromonas Gingivalis frente al
aceite esencial de Cominum Cynimum esta en un rango entre “Sensibilidad
media” a “Limite

Tabla 8. Efecto Inhibitorio de Aceite esencial de Comino.

EFECTO INHIBITORIO DE
ACEITE ESENCIAL DE COMINO

20 17,2

15

=

10,8
10 =
5 =
15 = =
i = =
O f — | f — | =
Control - 25 50 75 100 Control +
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Utilizando el analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos de los
Halos de Inhibicibn del Aceite Esencial de Cuminun cyminun frente a
Porphyromonas gingivalis, se obtienen los siguientes resultados.

Tabla 9. Regresion de la variable HI (mm):

Estadisticos de bondad
del ajuste (HI (mm)):

Observaciones 23,000

Suma de los

pesos 23,000
GL 17,000
R2 0,576
R2 ajustado 0,451
MEC 5,804
RMSE 2,409
MAPE 7,049
DW 1,556
Cp 6,000
AlIC 45,495
SBC 52,308
PC 0,723

El cuadro de anadlisis de la varianza, es el primer resultado a analizar
detenidamente, con este, podemos determinar si la variable que estamos usando
origina una cantidad de informacion significativa al modelo de la investigacion o
en su defecto determinar una hipétesis nula.

Dado el valor R?, la variable explicativa explica el 58% de la variabilidad de la
variable dependiente HI (mm).

Tabla 10. Andlisis de varianza (HI (mm)):

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 5 134,123 26,825 4,622 0,008
Error 17 98,671 5,804
Total corregido 22 232,794

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Utilizando la prueba F de Fisher, se puede determinar que el valor de la variable
gue se utiliza aporta gran cantidad de informacién significativa a este modelo de
investigacion.

Dado el valor p asociado al estadistico F calculado en la tabla ANOVA, y dado
el nivel de significacién del 5%, la informacién aportada por las variables
explicativas es significativamente mejor que la que podria aportar Unicamente
la media.
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Tabla 11. C1/ Tukey (HSD) / Analisis de las diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza de 95% (HI (mm)):

Limite  Limite
Diferencia Valor Pr> inferior superior  Limite inferior

Contraste Diferencia estandarizada critico  Dif _ Significativo  (95%)  (95%) (95%) Limite superior (95%)
CONTROL vs DILUCION 1 6,435 3,777 3,199 0,016 Si 0,986 11,884 TR
CONTROL vs DILUCION 2 6,000 3,522 3,199 0,026 Si 0,551 11,449 (TTIEFETEOEETCEITERER
CONTROL vs DILUCION 3 5,608 3,292 3,199 0,042 Si 0,158 11,057 R
CONTROL vs RANGO 3,852 2,093 3,199 0,336 No -2,034 9,737 LT AR AERI
CONTROL vs DILUCION
4 1,760 1,033 3,199 0,900 No -3,689 7,209 (TRIER TOUPOAE IR
DILUCION 4 vs
DILUCION 1 4,675 2,744 3,199 0,117 No -0,774 10,124 TR
DILUCION 4 vs
DILUCION 2 4,240 2,489 3,199 0,182 No -1,209 9,689 10 AT
DILUCION 4 vs
DILUCION 3 3,848 2,259 3,199 0,263 No -1,602 9,297 LR ARRAR
DILUCION 4 vs
RANGO 2,092 1,137 3,199 0,859 No -3,794 7,977 T TR
RANGO vs
DILUCION 1 2,583 1,404 3,199 0,724 No -3,302 8,469 (VINTERIT TRV
RANGO vs
DILUCION 2 2,148 1,168 3,199 0,846 No -3,737 8,034 T TR
RANGO vs
DILUCION 3 1,756 0,954 3,199 0,926 No -4,130 7,642 A TR
DILUCION 3 vs
DILUCION 1 0,827 0,486 3,199 0,996 No 4,622 6,277 (NI TIOUE T
DILUCION 3 vs
DILUCION 2 0,393 0,230 3,199 1,000 No -5,057 5,842 {[[{[I1UTITINCETNE CPCTRRUTROU R
DILUCION 2 vs
DILUCION 1 0,435 0,255 3,199 1,000 No -5,014 5,884 [[[[[0NTLOOTOOCEO CCLOOTEORUEROUFEDLEEERbeTLE
Valor critico del d de Tukey: 4,524
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Tomando en consideracion la Hipétesis de la investigacion, podemos concluir,
segun los datos (Tabla 9.), que el caso es afirmativo, con la utilizacién de la
prueba de Tukey HSD (Honestly Significantly Different), se realizan
diferenciaciones entre parejas de diferencias que puedan ser posibles, al parecer
los datos mas significativos se encuentran entre las variantes “CONTROL”,
“‘DILUCION 4” y “RANGOQO?” El porcentaje de riesgo elegido es de 5% al igual que
otras pruebas estadisticas normalizadas. Es importante notar que no existe
transitividad, es decir, que no es significativamente diferente con un valor de
p=0.008.

Tabla 12. Cuadro de Reagrupamientos

Error
Categoria Medias LS estandar Grupos
CONTROL 17,185 1,205 A
DILUCION
4 15,425 1,205 A B
RANGO 13,333 1,391 A B
DILUCION
3 11,578 1,205 B
DILUCION
2 11,185 1,205 B
DILUCION
1 10,750 1,205 B

Se observa el predominio de las variantes “CONTROL”, “DILUCION 4” y
‘RANGOQO” en la reagrupacion con valores como A.

Paralelamente se realizan los estudios de Fisher (LSD) (Tabla 13.) y el REGWQ
(Tabla 14.), los que proporcionan resultados levemente diferentes, por lo que hay
gue ser cuidadosos en el momento de tomar procedimientos de comparaciones
multiples.

El cuadro de reagrupamientos de estas pruebas da como resultados grupos
parecidos, donde prevalecen las variables “CONTROL”, “DILUCION 47, y
‘RANGOQO” por lo que se ha hecho referencia a los 3 métodos por comparaciones
multiples del Analisis de las Variables.
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Tabla 13. C1/ Fisher (LSD) / Analisis de las diferencias entre las categorias con un intervalo de
confianza de 95% (HI (mm)):

Limite Limite Limite
Diferencia Valor Pr> inferior superior  inferior
Contraste Diferencia estandarizada critico  Dif _ Significativo (95%)  (95%) (95%) Limite superior (95%)
CONTROL vs DILUCION 1 6,435 3,777 2,110 0,002 Si 2,841 10,029 TR
CONTROL vs DILUCION 2 6,000 3,522 2,110 0,003 Si 2,406 9,594 TSR ARAR
CONTROL vs DILUCION 3 5,608 3,292 2,110 0,004 Si 2,013 9,202 TSR
CONTROL vs RANGO 3,852 2,093 2,110 0,052 No -0,030 7,734 AR
CONTROL vs DILUCION 4 1,760 1,033 2,110 0,316 No -1,834 5,354 e NI
DILUCION 4 vs DILUCION 1 4,675 2,744 2,110 0,014 Si 1,081 8,269 AR
DILUCION 4 vs DILUCION 2 4,240 2,489 2,110 0,023 Si 0,646 7,834 NPT T
DILUCION 4 vs DILUCION 3 3,848 2,259 2,110 0,037 Si 0,253 7,442 NI
DILUCION 4 vs RANGO 2,092 1,137 2,110 0,271 No -1,790 5,974 e T
RANGO vs DILUCION 1 2,583 1,404 2,110 0,178 No -1299 6,465 T TR
RANGO vs DILUCION 2 2,148 1,168 2,110 0,259 No -1,734 6,030 T
RANGO vs DILUCION 3 1,756 0,954 2,110 0,353 No -2,126 5,638 ([l TTHTTTHTTOTOTO
DILUCION 3 vs DILUCION 1 0,827 0,486 2,110 0,633 No 2,767 4,422 (e NI
DILUCION 3 vs DILUCION 2 0,393 0,230 2,110 0,821 No -3,202 3,987 (e NI
DILUCION 2 vs DILUCION 1 0,435 0,255 2,110 0,802 No -3,159 4,029 (it OEOALALI UL

LSD-valor: 3,594
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Tabla 14. C1 / REGWQ / Andlisis de las diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza de 95% (HI (mm)):

Limite  Limite Limite
Diferencia Valor Pr> alfa inferior superior inferior
Contraste Diferencia estandarizada critico  Dif  (Modificado) Significativo  (95%)  (95%) (95%) Limite superior (95%)
CONTROL vs DILUCION 1 6,435 3,777 3,199 0,016 0,050 Si 0,986 11,884 SRR
CONTROL vs DILUCION 2 6,000 3,522 3,043 0,019 0,034 Si 0,816 11,184 AR AR
CONTROL vs DILUCION 3 5,608 3,292 3,043 0,020 0,034 Si 0423 10,792 TR
CONTROL vs RANGO 3,852 2,093 3,043 0,121 0,034 No -1,748 9,451 (T TR I PR RO R
CONTROL vs DILUCION 4 1,760 1,033 3,043 0,316 0,034 No -3,424 6,944 {I[IIIHE THTRECTRET I
DILUCION 4 vs DILUCION 1 4,675 2,744 3,043 0,088 0,034 No -0,509 9,859 IR
DILUCION 4 vs DILUCION 2 4,240 2,489 3,043 0,098 0,034 No -0,944 9,424 (0 TEEIET TR
DILUCION 4 vs DILUCION 3 3,848 2,259 3,043 0,090 0,034 No -1,337 9,032 (T TR
DILUCION 4 vs RANGO 2,092 1,137 3,043 0,271 0,034 No -3,508 7,691 [[INIHTIIE (VOTERTIOTROLARR R
RANGO vs DILUCION 1 2,583 1,404 3,043 0514 0,034 No -3,016 8,183 ([INIIHT (ITEUTITOOUATRIU R
RANGO vs DILUCION 2 2,148 1,168 2,906 0,488 0,025 No -3,198 7,495 {[[INATNE TR R
RANGO vs DILUCION 3 1,756 0,954 2,906 0,353 0,025 No -3,590 7,202 [[HIHHITTINT (0PI n
DILUCION 3 vs DILUCION 1 0,827 0,486 2,906 0,879 0,025 No -4,122 5,777 1NN TR
DILUCION 3 vs DILUCION 2 0,393 0,230 2,647 0,821 0,017 No -4,116 4,901 [N THEATHTHTATITT
DILUCION 2 vs DILUCION 1 0,435 0,255 2,647 0,802 0,017 No -4,074 4,944 NNNIMHING: I
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Tabla 15 RESULTADOS DE HALOS DE INHIBICION RESULTADOS DE HALOS DE INHIBICION
DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO: Extracto de Cuminum cyminun frente a Porphyromonas gingivalis

DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO: Extracto de Cuminum cyminun frente a Porphyromonas. gingivalis

ESTUDIO DE EFECTO ANTIMICROBIANO VALORES
HALOS DE INHIBICION (mm) Estadisticas
DILUCION Placa L . ) L, , .
1 Control + Control - Minimo Maximo Mediana | Moda | Desviacién Estandar | Varianza

P1 8,7 17,2 <6
P2 8,8 17,2 <6

25% 8,7 8,8 8,8 8,7 0,058 0,0025
P3 8,7 17,2 <6
P4 8,8 17,2 <6
P1 10,2 17,2 <6
P2 10,2 17,2 <6

50% 10,2 10,2 10,2 10,2 0,000 0,0000
P3 10,2 17,2 <6
P4 10,2 17,2 <6
P1 10,8 17,2 <6
P2 10,8 17,2 <6

75% 10,8 10,8 10,8 10,8 0,000 0,0000
P3 10,8 17,2 <6
P4 10,8 17,2 <6
P1 14,4 17,2 <6
P2 14,4 17,2 <6

100% 14,4 14,4 14,4 14,4 0,000 0,0000
P3 14,4 17,2 <6
P4 14,4 17,2 <6
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3.5 Promedio de halos de inhibicién de extracto etandlico de Cuminum

cyminum

Los halos resultantes, obtenidos por los discos impregnados con extracto
etandlico de Cuminum Cynimum dilucién al 25% presen un valor promedio de
8,8 mm para las tres placas de la mencionada dilucion. El valor maximo que se
obtuvo fue de 8,8 mm y el minimo de 8,7 mm, con una desviacion estandar de
0,024 lo cual nos indica que los valores obtenidos por medio del procedimiento
son cercanos al valor medio, y el valor de la varianza indica que las muestras

son homogéneas y por ende los resultados.

Con la dilucién al 50% se obtuvo un valor promedio del halo de inhibicién de 10,2
mm, siendo su valor minimo 10,2 mm y 10,2 el valor maximo; la desviacion
estandar fue de 0,037.

En la dilucion al 75%, se obtiene un valor promedio de halo de inhibicion de
10,82mm, siendo su valor minimo 10,8 mm y 10,8 mm como valor maximo; la

desviacion estandar fue de 0,0113.

Para la dilucion al 100% el valor del halo de inhibicion medio fue de 14,4 mm, el
valor minimo correspondio a 14,4 mm y el maximo a 14,5 mm; mientras que la

desviacion estandar fue de 0,033.

Aplicando la formula de porcentaje de efecto inhibitorio para las diluciones de
25%, 50%, 75% y 100%; tomando como control positivo al diametro promedio
del disco de Amoxicilina 10 ug con un valor de 17,15 mm; se obtuvo un valor de
efecto inhibitorio del 51,02% para la dilucion al 25% de extracto etandlico de
Cuminum Cynimum; para la dilucion del 50% el porcentaje de efecto inhibitorio
fue de 59.41%; la dilucion del 75% el porcentaje de efecto inhibitorio fue de
63,09% Yy para la dilucién al 100% fue de un 84,08%.

Al realizar un analisis de las frecuencias hemos encontrado que 48 valores se
encuentran dentro del rango de 6-14 mm, indicando con esto que el efecto

inhibitorio se encuentra dentro de la “Sensibilidad Limite”.

Los valores analizados evidencian que todas las concentraciones presentan

efecto inhibitorio al obtenerse halos de didmetro mayor a 6,00 mm.
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Tabla 16. Efecto Inhibitorio de Extracto de Comino.

EFECTO INHIBITORIO DE EXTRACTO

20

18

16

14

12

10

)
o
2 i
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N o
o] [°)

DE COMINO

10,8
10,2

50 75 100

17,2

Control +

Utilizando el analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos de los
Halos de Inhibicion del Extracto de Cuminun cyminun frente a Porphyromonas
gingivalis, se obtienen los siguientes resultados.

Tabla 17. Regresion de la variable HI (mm):
Estadisticos de bondad del ajuste (HI (mm)):

Observaciones 23,000
Suma de los pesos 23,000
GL 17,000
R2 0,663
R2 ajustado 0,564
MEC 5,804
RMSE 2,409
MAPE 7,033
DW 1,557
Cp 6,000
AlC 45,494
SBC 52,307
PC 0,575

El cuadro de anadlisis de la varianza, es el primer resultado a analizar
detenidamente, con este, podemos determinar si la variable que estamos usando
origina una cantidad de informacion significativa al modelo de la investigacion o
en su defecto determinar una hipotesis nula.
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Dado el valor R?, la variable explicativa explica el 66% de la variabilidad de la variable

dependiente HI (mm).

Tabla 18. Analisis de varianza

(HI (mm)):
Suma de Cuadrados
Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 5 194,119 38,824 6,689 0,001
Error 17 98,669 5,804
Total corregido 22 292,788

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Utilizando la prueba F de Fisher, se puede determinar que el valor de la variable
gue se utiliza aporta gran cantidad de informacion significativa a este modelo de

investigacion.

Dado el valor p asociado al estadistico F calculado en la tabla ANOVA, y dado el
nivel de significacion del 5%, la informacién aportada por las variables
explicativas es significativamente mejor que la que podria aportar Unicamente la

media.
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Tabla 19. C1/ Tukey (HSD) / Analisis de las diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza de 95% (HI (mm)):

Limite Limite Limite
Diferencia Valor inferior superior inferior
Contraste Diferencia estandarizada critico  Pr>Dif  Significativo (95%) (95%) (95%) Limite superior (95%)
(T I T T T
CONTROL vs DILUCION 1 8,440 4,954 3,199 0,001 Si 2,991 13,889 Il
CONTROL vs DILUCION 2 7,035 4,130 3,199 0,008 Si 1,586 12,484 TR
CONTROL vs DILUCION 3 6,363 373 3199 0,017 Si 0,913 11,812 (TP I TT Tn
CONTROL vs RANGO 3,852 2,093 3199 0,336 No -2,034 9,737 LT TR AR RR AR
CONTROL vs DILUCION 4 2,768 1625 3,199 0595 No -2,682 8,217 (T TR
DILUCION 4 vs DILUCION 1 5,673 3,330 3,199 0,039 Si 0,223 11,122 I T
DILUCION 4 vs DILUCION 2 4,268 2,505 3,199 0,177 No -1,182 9,717 HHOE I
DILUCION 4 vs DILUCION 3 3,595 2,110 3,199 0,328 No -1,854 9,044 N TR
DILUCION 4 vs RANGO 1,084 0,589 3,199 0,990 No -4,802 6,970 ||||||||||||||||||1 I
RANGO vs DILUCION 1 4,588 2,494 3199 0,180 No -1,297 10,474 10 TR RR
RANGO vs DILUCION 2 3,183 1,730 3,199 0,532 No -2,702 9,069 T TTORTTI I  En
RANGO vs DILUCION 3 2,511 1,365 3,199 0,746 No -3.375 8,397 (FINTRIEE TR
DILUCION 3 vs DILUCION 1 2,078 1,220 3,199 0,822 No -3,372 7,527 I T
DILUCION 3 vs DILUCION 2 0,673 0,395 3,199 0,999 No -4, 777 6,122 ”|”“|““”””1 NI
DILUCION 2 vs DILUCION 1 1,405 0,825 3,199 0,959 No -4,044 6,854 |[IIIILHNHLNE - HOHIHLHuLmnm
Valor critico del d de Tukey: 4,524
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Tomando en consideracidn la Hipétesis de la investigacion, se obtiene el mismo
resultado que con el Aceite Esencial, podemos concluir, segun los datos (Tabla
19.), que el caso es afirmativo, con la utilizacién de la prueba de Tukey HSD
(Honestly Significantly Different), se realizan diferenciaciones entre parejas de
diferencias que puedan ser posibles, al parecer los datos mas significativos se
encuentran entre las variantes “CONTROL”, “DILUCION 4” y “RANGO”. El
porcentaje de riesgo elegido es de 5% al igual que otras pruebas estadisticas
normalizadas. Es importante notar que no existe transitividad, es decir, que no
es significativamente diferente, con un valor de p=0.001.

Tabla 20. Cuadro de Reagrupamientos de Tabla 19.

Medias Error
Categoria LS estandar Grupos

CONTROL 17,185 1,205 A

DILUCION 4 14,418 1,205 A B
RANGO 13,333 1,391 A B C
DILUCION 3 10,823 1,205 B C
DILUCION 2 10,150 1,205 B C
DILUCION 1 8,745 1,205 C

Se observa el predominio de las variantes “CONTROL”, “DILUCION 4” y
‘RANGOQO” en la reagrupacion con valores como A.

Paralelamente se realizan los estudios de Fisher (LSD) (Tabla 21.) y el REGWQ
(Tabla 22.), los que proporcionan resultados levemente diferentes, por lo que hay
gue ser cuidadosos en el momento de tomar procedimientos de comparaciones
multiples.

El cuadro de reagrupamientos de estas pruebas da como resultados grupos
parecidos, donde prevalecen las variables “CONTROL”, “DILUCION 4’ y
‘RANGQO’, por lo que se ha hecho referencia a los 3 métodos por comparaciones
multiples del Analisis de las Variables.
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Tabla 21. C1/ Fisher (LSD) / Analisis de las diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza de 95% (HI (mm)):

Limite  Limite Limite
Diferencia Valor Pr> inferior superior inferior
Contraste Diferencia estandarizada critico  Dif  Significativo  (95%)  (95%)  (95%) Limite superior (95%)
(FHTHTTHTOHTEUR R
CONTROL vs DILUCION 1 8,440 4,954 2,110 0,000 Si 4,846 12,034 Il
CONTROL vs DILUCION 2 7,035 4,130 2,110 0,001 Si 3,441 10,629 AT
CONTROL vs DILUCION 3 6,363 3,735 2,110 0,002 Si 2,768 9,957 AT AT
CONTROL vs RANGO 3,852 2,093 2,110 0,052 No -0,030 7,734 (HTTHEHTTTEIE
CONTROL vs DILUCION 4 2,768 1,625 2,110 0,123 No -0,827 6,362 M Iy
DILUCION 4 vs DILUCION 1 5,673 3,330 2,110 0,004 Si 2,078 9,267 (HTEUTEUTETER R
DILUCION 4 vs DILUCION 2 4,268 2,505 2,110 0,023 Si 0,673 7,862 T
DILUCION 4 vs DILUCION 3 3,595 2,110 2,110 0,050 Si 0,001 7,189 NI
T
DILUCION 4 vs RANGO 1,084 0,589 2,110 0,563 No -2,798 4,966 I I
RANGO vs DILUCION 1 4,588 2,494 2,110 0,023 Si 0,706 8,470 TR AR
RANGO vs DILUCION 2 3,183 1,730 2,110 0,102 No -0,699 7,065 (1 TUEETEOTEETRTR
RANGO vs DILUCION 3 2,511 1,365 2,110 0,190 No -1,371 6,393 (O TEEETEETETR
DILUCION 3 vs DILUCION 1 2,078 1,220 2,110 0,239 No -1,517 5,672 N0 DI
T
DILUCION 3 vs DILUCION 2 0,673 0,395 2,110 0,698 No -2,922 4,267 [ 0IHHIm
DILUCION 2 vs DILUCION 1 1,405 0,825 2,110 0,421 No -2,189 4,999 1NN jaiannninn
3,59
LSD-valor: 4
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Tabla 22. C1 / REGWQ / Anélisis de las diferencias entre las categorias con un

intervalo de confianza de 95% (HI (mm)):

Limite Limite Limite
Diferencia Valor Pr> alfa inferior superior inferior
Contraste Diferencia estandarizada critico Dif  (Modificado) Significativo  (95%)  (95%) (95%) Limite superior (95%)
CONTROL vs DILUCION 1 8,440 4,954 3,199 0,001 0,050 Si 2,991 13,889 TR AR
CONTROL vs DILUCION 2 7,035 4,130 3,043 0,005 0,034 Si 1,851 12,219 (EVINTERITEERATRR TR
CONTROL vs DILUCION 3 6,363 3,735 3,043 0,008 0,034 Si 1,178 11,547 N eym
CONTROL vs RANGO 3,852 2,093 3,043 0,121 0,034 No -1,748 9,451 L1111 TR
CONTROL vs DILUCION 4 2,768 1,625 3,043 0,123 0,034 No -2,417 7,952 NI T
DILUCION 4 vs DILUCION 1 5,673 3,330 3,043 0,028 0,034 Si 0,488 10,857 NHTHRAIAANTH IR
DILUCION 4 vs DILUCION 2 4,268 2,505 3,043 0,095 0,034 No -0,917 9,452 N0 IR ennnmmn
DILUCION 4 vs DILUCION 3 3,595 2,110 3,043 0,117 0,034 No -1,589 8,779 NI IO
DILUCION 4 vs RANGO 1,084 0,589 3,043 0,563 0,034 No -4,515 6,684 [N DT
RANGO vs DILUCION 1 4,588 2,494 3,043 0,097 0,034 No -1,011 10,188 T
RANGO vs DILUCION 2 3,183 1,730 2,906 0,223 0,025 No -2,163 8,530 HONTH THHAVTHRII i
RANGO vs DILUCION 3 2,511 1,365 2,906 0,190 0,025 No -2,835 7,857 NONTHHE DRI
DILUCION 3 vs DILUCION 1 2,078 1,220 2,906 0,458 0,025 No -2,872 7,027 NINTHRE IERE AN
DILUCION 3 vs DILUCION 2 0,673 0,395 2,647 0,698 0,017 No -3,836 5,281 |[IIIN0O0NN BO0mWHAnanm
DILUCION 2 vs DILUCION 1 1,405 0,825 2,647 0,421 0,017 No -3,104 5,914 OO OO
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3.6 Conclusiones parciales.

Se realizé la verificacidon de nivel de uso significativo del comino (UST).
Se realizaron las extracciones de aceite esencial y extracto etandlico por
medio de arrastre de vapor y extraccién hidroalcohdlica
correspondientemente.

Se verifico el nivel de sensibilidad por medio de la escala de Duraffourd
del Porphyromona gingivalis frente al aceite esencial y el extracto
etanolico de comino.

Se realiz6 ANOVA para el andlisis de datos estadisticos.

Conclusiones generales.

[EEN
1

El Comino, es muy usado en diferentes tipos de procedimientos de MTC,
con un 20% de Nivel de uso Significativo (UST) y lo hace una planta con
alta aceptacion cultural.

El comino presenta actividad antimicrobiana en aceite esencial y extracto
etandlico, siendo el primero de mayor porcentaje inhibitorio con un
89,76%.

Segun la escala de Duraffourd, implica que la bacteria en estudio
Porphyromona gingivalis presenta sensibilidad media al aceite esencial
de Cuminum Cynimum.

Los valores obtenidos de los halos de inhibicion aumentaron a medida
gue aumentaba la concentracion del extracto etandlico y aceite esencial
de Cuminum cyminum frente a P gingivalis, siendo asi que el valor mas
alto se alcanzo6 en concentracion 100% con un promedio de 14.4 mmy
15.4 mm respectivamente.

El aceite esencial de comino no pudo alcanzar el porcentaje inhibitorio
del control positivo, pues solo lleg6 a 74.05 %.

Se us6 ANOVA para verificar la significancia de las variables usadas, se
determind un p=0.008 y p=0.001, para aceite esencial y extracto etandlico

de comino respectivamente, rechazando la hipétesis nula.
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Recomendaciones.

e Realizar investigacion del aceite esencial y extracto etandlico de comino
frente a otros agentes patdgenos.

e Continuar con lainvestigacion de uso de plantas en la medicina tradicional
y complementaria, con posible desarrollo de fitofarmacos.

e Obtener practicas y métodos profesionales protocolizados para el acceso
a medicina tradicional y complementaria de manera segura y eficaz.

e Generar acuerdos con organismos de Salud Publica para la adhesion al
uso de la medicina tradicional y complementaria.
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ANEXOS

De: Msc. Xavier Cornejo, curador asociado

Para: Dra. Carmen Bonifaz, Decana Fact. CCNN y Directora de Herbario GUAY
Fecha: Viernes, 3 de febrero de 2018

Asunto: Identificacidn de 1 espécimen y descripcion.

Registro GUAY de Identificacion: 69

Saludos Cordiales. Por medio de la presente se entrega la identificacion y descripcidon de
1 espécimen de planta vascular, recibido en el Herbario GUAY el 1 de febrero de 2018.

Atentamente,

MSc. Xavier Cornejo
Curador
Herbario GUAY

Adj.: Identificaciéon
cc: Herbario GUAY



Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Superorden: Apiales
Orden: Apiales
Familia: Apiaceae
Género: Cuminum

Nombre cientifico: Cuminum cyminum

Nombre vernaculo: Comino

Descripcion taxondmica:

El comino es una planta anual que puede llegar a alcanzar una altura de 60 a 90 cm, con hojas
largas y finas, flores pequefas, blancas o rosas agrupadas en umbelas, cuyas semillas de
figura fusiforme constituyen también una especia con el mismo nombre



https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Cuminum

CUESTIONARIO ETNOFARMACOLOGICO

La Universidad Regional Autbnoma de los Andes (UNIANDES), se encuentra
desarrollando un proceso de investigacion sobre el uso tradicional de las plantas
medicinales por la poblacion ecuatoriana, es por ello que, teniendo en cuenta la
experiencia acumulada por usted al respecto le solicitamos su valiosa

cooperacion, la cual se materializara llenando el siguiente cuestionario.

1.- ¢Conoce Ud. alguna(s) planta(s) utilizada(s) con fines medicinales?

Si: __ No:__ ¢Cuéles? , ,

3.- ¢La(s) ha utilizado Ud. alguna vez? ¢Para qué? (Indicacién) Si: __ No:
Nombre de la Planta Indicacion o Uso
a) a)
b) b)
c) c)
d) d)

4.- ;Quién se la indic6 o le sugirié su uso?

a) Médico_ b) Curandero ___ c) Familiares __ d) Vecinos o amigos

5-¢En qué forma la ha utilizado? (Modo de uso)

a) __ Infusibnb) _ Cocimientoc) _ Planta cruda d)

Otraforma ¢Cual?




6.- ¢Coémo la prepardé? (Describa el modo de preparacion del remedio
especificando la parte de la planta empleada: hojas, tallo, raices, flores, frutos.

7.- ¢Dénde encuentra Ud las plantas?
a)  Elpatio b)__ Fueradelacasa c) __ Las compra.

¢Dispone de un ejemplar a su alcance? Si No (Recolectar muestra).

8.- ¢Durante qué tiempo la utiliz6? (Duracién del tratamiento)
a) Un dia b) Menos de una semana c) Mas de una semana

d__ Unmes e)  Variosmeses f)__ Unafiog)  Mas de un afio

9.- ¢ Qué resultados obtuvo con su empleo?

a) __ Mejoré b) __ No mejoro c) Empeoré

10.- ¢La ha consumido sola o conjuntamente con otras sustancias? En el caso de

gue la haya consumido con otras sustancias responda:

Con medicamentos ¢cuales? , ,

Con otras plantas medicinales ¢cuales? , ,

11.- ¢Conoce Ud si esa planta se ha estudiado cientificamente? Si: __ No: __



¢Por qué via le lleg6 la informacién de dicho(s) estudios (s)?

a)__ laradio b) __ T.V c)___ Libros, revista, periédico d) ___Internet

12.- ¢Conoce alguna precaucion que debe tomarse durante el tratamiento?

(Contraindicaciones) Si: __ No: __ ¢Cual (s)? , :

13.- En qué personas las ha usado:

En nifos:

En adultos:

En ancianos:

OBSERVACIONES:

GRACIAS



