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TEMA: “Efecto inhibitorio del extracto de manzanilla (matricaria chamomilla), extracto de
[lantén ( plantdgo major 1.) y la combinacion del extracto de manzanilla y Ilantén comparado

con la clorhexidina sobre cepa de Porphyromona gingivalis”.

AUTOR: VALERIA CAROLINA BORJA VALVERDE
TUTOR: DR. JUAN PABLO JARAMILLO BURNEO

RESUMEN

En la Enfermedad Periodontal el uso de terapias convencionales junto con las
complementarias, proporcionan una mayor recuperacion de las condiciones periodontales;
el mundo moderno esta retomando el empleo de la medicina natural para curar o aliviar
ciertas enfermedades, no solamente por ser un medio mas saludable, eficaz y accesible para
la mayor parte de la sociedad, sino porque también brinda un amplio campo para el estudio
y la investigacion, bajo la perspectiva de que lo empirico tenga un sustento cientifico. La
presente investigacion tiene como objetivo demostrar mediante un estudio in — vitro el
efecto inhibitorio del extracto de manzanilla (matricaria chamomilla), extracto de llantén (
plantadgo major 1.) y la combinacion del extracto de manzanilla y llantén sobre cepa de
Porphyromona gingivalis. Este estudio se realizé en 30 cultivos bacterianos, colocando en
su interior discos blancos estériles embebidos de cada extracto, tomando como control
positivo la Clorhexidina al 0,12% y agua destilada como control negativo. Los resultados
obtenidos en este estudio reflejaron un efecto positivo de inhibicién de los tres extractos
frente a Porphyromona gingivalis; demostrando asi su potencial inhibitorio en la medicién
de sus halos de inhibicion, obteniendo un promedio de efectividad de 10,20mm para el
extracto de manzanilla, el extracto de llantén obtuvo 12,47mm, y la combinacion del extracto
de manzanilla y llantén un promedio de 16,57mm, siendo mayor el efecto inhibitorio para la
combinacion de extracto de manzanilla y llantén seguido al halo inhibitorio de la sustancia
de control Clorhexidina al 0.12% de 17,50mm; resultando éstos dos ultimos
estadisticamente similares entre si, determinados por la prueba de analisis Kruskall Wallis.

Palabras claves: Enfermedad Periodontal, Porphyromona gingivalis, matricaria

chamomilla, plantdgo major
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THEME: “Inhibitory effect of chamomile extract (feverfew chamomile), plantain extract
(plantago major) and the blend of the chamomile extract and plantain one compared with the

chlorhexidine on Porphyromona gingivalis stain.”

AUTHOR: VALERIA CAROLINA BORJA VALVERDE
TUTOR: DR. JUAN PABLO JARAMILLO BURNEO

ABSTRACT

In the Periodontal disease the use of conventional therapies together with the complementary
ones, provide a major recovery of the periodontal conditions; the modern world is retaking
the use of the natural medicine to heal or relieve certain diseases, not only for being a
healthier, effective and accesible means to the higher part of the society, but because it offers
a wide field for study and research, under the perspective that the empirical has a scientific
basis. The present research has as aim to demonstrate through an in vitro study, the inhibitory
effect of chamomile extract, plantain extract and the blend of chamomile and plantain on
Porphyromona gingivalis strain. This study was made up in thirty (30) bacterial crops,
putting in its interior sterile white embedded discs of each extract, taking as positive control
the chlorhexidine at 0,12% and distilled water as negative control. The obtained results in
this study reflected a positive effect of inhibition of the three extracts face Porphyromona
gingivalis; demonstrating thus its inhibitory potential in the measure of its inhibition halos,
obtaining an average of the effectiveness of 10,20mm for the extract of chamomile, the
plantain extract got 12,47mm, and the blend of the of the chamomile extract and plantain an
average of 16,57mm, being higher the inhibitory effect for the blend of the chamomile
extract and plantain followed to the inhibitory halo of the control substance Chlorhexidine
0.12% of 17.50mm; resulting these two lasts statistically similar from each other, determined
by the Kruskall Wallis analysis test.

KEY WORDS: Periodontal Disease, Porphyromona gingivalis, Feverfew chamomilla,

plantago major
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INTRODUCCION

La cavidad oral posee una microbiota diversa e importante; que se coloniza normal y
permanentemente en los individuos, logrando asi una homeostasis con el huésped, vy
ejerciendo sobre éstos un efecto beneficioso. Sin embargo, la presencia de cambios
ambientales, fisico — quimicos, nutricionales, y otros; provocan un desequilibrio en el
ecosistema oral, y es ahi donde los patdgenos se aprovechan y pueden desencadenar la

enfermedad.

Las afecciones de la cavidad bucal constituyen un problema de Salud Publica padecidas por

el hombre en todo el mundo dada su alta prevalencia. (1)

A la enfermedad periodontal se la considera como una afeccién infecciosa-inflamatoria, de
etiologia multifactorial que afecta a las estructuras que conforman el periodonto en
diferentes grados. (2)

La Periodontitis crdnica, clinicamente se caracteriza por la presencia de bolsas
periodontales, pérdida de insercion al sondeo, destruccion de hueso alveolar y movilidad
dentaria, se ha propuesto que el patron de afeccion por la enfermedad es bilateral simétrica,

con una mayor frecuencia de destruccion en los sitios interdentales. (3)

Bacterias como: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Treponema denticola y Campylobacter rectus, constituyen patdgenos importantes de ésta
enfermedad;  convirtiéndose en el grupo agresivo de la lesion, pero la bacteria

predominante de ésta patologia es la Porphyromonas gingivalis. (4)

En la actualidad, la terapia periodontal consiste en un tratamiento mecanico convencional;
con la ayuda de métodos complementarios como el uso de antibidticos para apoyar la terapia;
asi como de agentes antimicrobianos; es indispensable recalcar que la salud oral, esta
limitada tanto por factores locales individuales como por factores sociales, que afecta en
mayor proporcion a la poblacion vulnerable, donde la ruralidad generalmente se ve ligada a
un mayor nivel de pobreza, menor nivel educacional y menor nivel socioeconémico (5), lo
que indica que no toda la poblacion logra obtener éstos métodos, ya que no disponen de

mayores ingresos para solventar un tratamiento dental tradicional; o porque a su vez el



individuo puede exteriorizar varios problemas como resistencias bacterianas o alergias a

farmacos. (4)

La clorhexidina es el antiseptico mas utilizado en Periodoncia, considerado el de mayor
eficacia, concentrado en la reduccion de masas bacterianas de los sitios infectados;
numerosos ensayos clinicos han evidenciado inhibicion de la formacion de placa, asi
como también ha presentado beneficios clinicos y microbiologicos, pero con el pasar del

tiempo se ha observado que el uso de este antiséptico puede provocar efectos colaterales. (6)

Por lo anteriormente expuesto se pretende, a través de una evidencia cientifica presentar una
alternativa para el profesional Odontologo a la hora de recomendar un método
complementario para el tratamiento periodontal, que no provoque efectos secundariosy que
sea del alcance de toda la poblacion.

Y es asi, como la presente investigacion; estudio in vitro, busca determinar el efecto
inhibitorio de dos plantas medicinales en las que se ha evidenciado valiosa actividad
farmacoldgica, asi como del sinergismo de las mismas, mediante la elaboracion del extracto
de manzanilla (matricaria chamomilla), extracto de llantén ( plantdgo major 1) y la
combinacion del extracto de manzanilla y llantén comparado con la clorhexidina sobre cepa
de Porphyromona gingivalis, microorganismo que afecta gravemente a los tejidos
periodontales, recordando que el uso de las plantas medicinales con fines curativos es una
practica que se ha utilizado desde tiempo inmemorial, siendo incluso el Unico recurso del
que disponia la humanidad para prevenir, aliviar o curar un estado patolégico y mantener

la salud, considerando que en el pasado el uso de éstas era de forma empirica.

En los dltimos afios la utilizacion de las plantas medicinales ha ido aumentando en todo el
mundo, por lo que hoy en dia el uso de éstas, debe hacerse de una forma ética sobre la base
de la informacion precisa y transparente, que permita llegar a un sustento cientifico validado
por numerosos estudios; ésta investigacion desea sumarse a dicho sustento, en donde los

sistemas de salud los puedan usar con maxima garantia y efectividad.



CAPITULO |

1. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La enfermedad periodontal es una de las enfermedades bucales con mayor frecuencia en el
ser humano, constituye la segunda patologia méas padecida por el hombre después de la caries
dental, y afecta a mas 75% de poblacién en todo el mundo. (7)

Son infecciones causadas por bacterias periodonto patdgenas que colonizan la superficie
dentaria en el margen gingival o por debajo de él; provocando asi la aparicion de signos
clinicos de inflamacion tisular compleja, destruccion de los tejidos periodontales blandos y

duros que dan soporte al diente. (8)

La Porphyromona gingivalis es una bacteria Gram negativa, anaerobia estricta; de alta
prevalencia, en donde la evidencia cientifica actual la ha asociado mayoritariamente con la

destruccidn activa del aparato de soporte periodontal. (9)

En los dltimos afios, han planteado cuantiosos informes en base a estudios epidemioldgicos,

en los que las enfermedades periodontales en su mayor extremo se relacionan con
enfermedades sistémicas, alteraciones cerebrovasculares, respiratorias, diabetes mellitus y
resultados adversos del embarazo, debido a que las bacterias gramnegativas viables del
biofilm pueden ingresar al torrente sanguineo e influir en la salud general y susceptibilidad
a ciertas enfermedades; (10) lo cual ha provocado un impacto considerable tanto sobre la
Salud Publica general como sobre los recursos econémicos dedicados a mantenerla. (11)

La salud oral, estd condicionada tanto por factores locales individuales como por factores
sociales, comunitarios, econémicos, culturales, ambientales y geograficos; afecta en mayor
proporcién a la poblacion vulnerable, entre estos dltimos la condicion urbano-rural, asi la
ruralidad generalmente se ve ligada a un mayor nivel de pobreza, menor nivel educacional

y menor nivel socioecondmico. (5)



El tratamiento de la enfermedad periodontal, hoy en dia consiste en un tratamiento mecanico
convencional; orientados a minimizar la carga bacteriana: (tartrectomia, raspado y alisado
radicular) y quimicos (agentes antimicrobianos, antibioticos); mediante el uso de sustancias

bacteriostaticas y bactericidas. (4)

A pesar de los esfuerzos tanto de la medicina como de la industria farmacéutica, el
incremento en la prevalencia de resistencia en bacterias patogenas frente a antibioticos se ha
convertido en uno de los mayores problemas en la medicina moderna. El &rea odontoldgica
tampoco se encuentra exenta, siendo comun el uso excesivo de antibiéticos lo que contribuye

al desarrollo de resistencia antimicrobiana. (12)

Muchos han sido los factores que han contribuido al incremento de cepas multiresistentes a
antibidticos, entre ellos su uso inadecuado e indiscriminacion de los farmacos,
transformandose en un serio problema clinico, es entonces necesaria la planificacion de
modalidades alternativas que permitan curar las infecciones en la medicina moderna, asi

como también infecciones de la boca. (11)

Han sido las plantas las que ocupan un lugar preponderante en la vida de muchos
pobladores, especialmente en éstas comunidades que dependen, casi exclusivamente, de los
recursos vegetales para curar sus dolencias (5)

Por todo ello, se intenta sugerir una oferta oportuna sobre el uso idéneo de fitoterapia, que
se convierta en una herramienta valiosa como método complementario en el tratamiento de

la enfermedad periodontal.

1.2. Formulacién de la pregunta de investigacion

¢ Tiene efecto inhibitorio el extracto de manzanilla (matricaria chamomilla), extracto de
[lantén ( plantdgo major 1.) y la combinacion del extracto de manzanilla y llantén; y clan
eficaz es frente a cepa de Porphyromona gingivalis ?



1.3. Objetivos

1.3.1.

1.3.2.

Objetivo General

Determinar el efecto inhibitorio del extracto de manzanilla (matricaria
chamomilla), extracto de llantén ( plantdgo major 1.) y la combinacién del

extracto de manzanilla y llantén sobre cepa de Porphyromona gingivalis

Objetivo Especificos

Determinar el efecto inhibitorio del extracto de manzanilla (matricaria

chamomilla), sobre cepa de Porphyromona gingivalis.

Determinar el efecto inhibitorio del extracto de llantén ( plantago major I.), sobre

cepa de Porphyromona gingivalis.

Determinar el efecto inhibitorio de la combinacidn del extracto de manzanilla y

Ilantén, sobre cepa de Porphyromona gingivalis.

Identificar qué extracto posee mayor efecto inhibitorio frente a cepa de

Porphyromonas gingivalis.

Comparar el efecto inhibitorio del extracto de manzanilla (matricaria
chamomilla), extracto de llantén ( plantago major 1.) y la combinacion del
extracto de manzanilla y llantén; con la Clorhexidina al 0,12% sobre cepa de

Porphyromonas gingivalis.



1.4. JUSTIFICACION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades periodontales se han
convertido en una de las mas prevalentes entre las patologias bucales, afecta entre el 60 y
90% de la poblacion; por lo que se las considera como un problema de Salud Publica a nivel
mundial. (13)

Claramente la periodontitis es mas significante: causada por infecciones bacterianas que
Ilegan afectar los tejidos de soporte del diente, ocasionando pérdida de dientes, discapacidad,
disfuncion masticatoria y estado nutricional deficiente: por lo que de manera indiscutible

reduce la calidad de vida de las personas. (14)

En la actualidad, la terapia periodontal generalmente se concentra en la reduccion de masas
bacterianas de los sitios infectados, existiendo métodos complementarios como el uso de
antibidticos para apoyar la terapia; asi como de agentes antimicrobianos; métodos que no
toda la poblacion logra obtener ya que no disponen de mayores ingresos para solventar un
tratamiento dental tradicional; o porque a su vez en el individuo puede exteriorizar varios

problemas como resistencias bacterianas o alergias a farmacos. (4)

Ademas que el Gluconato del Clorhexidina; agente microbiano mas utilizado en
Odontologia, después de un tiempo prolongado de uso ocasiona efectos colaterales como la
tincion de los dientes o alteraciones en el gusto, incluso estudios han evidenciado que en

ocasiones provoca un aumento del calculo supragingival. (6)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) elaboré un catastro de las plantas que
aparecen indicadas en la farmacopea de 73 paises donde el llantén y manzanilla se encuentra
en nueve de ellas, lo que ha provocado que sean una de las especies mas estudiadas, tanto
desde el punto de vista bioquimico como farmacolégico; gran interés esta dado también por
sus cualidades medicinales, dentro de las cuales se ha sefialado hasta un efecto

anticancerigeno. (15)



Por todo ello, es que se anhela trabajar con otro tipo de terapia complementaria, donde se
pretende utilizar plantas naturales como alternativa y que sean de gran utilidad tanto en el
sector rural como urbano, de bajo costo y simple accesibilidad; convirtiendose en una
promocion de estilos de vida saludables a fin de mejorar las condiciones de salud,;
demostrando en ésta ocasion mediante un estudio in — vitro el efecto inhibitorio del extracto
de manzanilla (matricaria chamomilla), extracto de llantén ( plantdgo major 1.) y la
combinacion del extracto de manzanilla y llantén , plantas que en estudios anteriores se
ha observado que poseen gran actividad antimicrobiana; acotamiento importante para tratar
la Enfermedad Periodontal, actuando sobre su principal bacteria, la Porphyromona

Gingivalis; microorganismo que afecta gravemente a los tejidos periodontales.

Contribuiria también a los profesionales Odont6logos, quienes podran encontrar motivos
importantes evidenciados a la hora de recomendar esta alternativa para el tratamiento

periodontal.
1.5. Hipotesis

Hipotesis de Investigacion

- El extracto de manzanilla (Matricaria chamomilla), extracto de llantén ( Plantdgo
major 1.) y la combinacién del extracto de manzanilla y Ilantén posee efecto
inhibitorio sobre cepa de Porphyromona gingivalis; siendo el mayor efecto

inhibitorio de la combinacion del extracto de manzanilla y llantén.
Hipotesis Nula
- El extracto de manzanilla (Matricaria chamomilla), extracto de llantén ( Plantago

major 1.) y la combinacion del extracto de manzanilla y llantén no poseen efecto

inhibitorio sobre cepa de Porphyromona gingivalis.



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 Fitoterapia

A principios del siglo XX, el término fitoterapia fue acufiado por el médico francés Henri
Leclerc, neologismo formado a partir de dos vocablos griegos: phytén (planta) y therapeia
(tratamiento). Etimologicamente, por tanto, Fitoterapia se refiere al tratamiento de las

enfermedades con plantas. (15)

El uso de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se ha utilizado desde
tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las plantas
medicinales, han sido el principal e incluso el Unico recurso del que disponian la humanidad,
esto hizo que se estudie a profundidad a las especies vegetales que poseen propiedades
medicinales (16); permitiendo identificar y aislar compuestos quimicos con actividad
bioldgica o actividades farmacologicas, llamados principios activos, lo cual ha permitido

que se amplié su experiencia en el empleo de los productos que de ellas se extraen. (17)

En muchos paises del mundo, se empieza a desarrollar un cambio importante en cuanto al
estudio y empleo de las plantas medicinales; como respuesta de un llamado realizado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1977, con el fin de recuperar la “medicina
tradicional” y validar el conocimiento que sobre ella se tenia con el debido rigor cientifico.

(18)

Actualmente, se define a la fitoterapia como la utilizacion de los productos de origen vegetal
con finalidad terapéutica, para prevenir, aliviar o curar un estado patoldgico, o con el
objetivo de mantener la salud. Hoy en dia existe una base cientifica que apoya la eficacia
de muchos productos fitoterapicos para determinadas indicaciones. Demostrando asi, que el
lugar que debe ocupar la Fitoterapia en terapéutica debe ser aquél para el cual se ha
demostrado su utilidad. (15)

Las plantas medicinales en unos casos sera suficiente para curar una patologia y en otros

sera el coadyuvante de otras medicaciones, o ayudard a aliviar determinados sintomas



asociados. Su principal campo de accion son las afecciones leves y moderadas, asi como las
enfermedades cronicas, siendo Util en la terapia de méas del 90% de las afecciones tratadas

habitualmente en atencion primaria. (15)

Muchas comunidades en América Latina dependen de medicinas herbales para el cuidado
de su salud.

Ecuador es un pais muy diverso, se encuentra entre los 12 paises con mayor cantidad de
especies vegetales del mundo, en éste pais se pueden encontrar una gran variedad de plantas
con usos medicinales que se expenden en mercados de la Sierra, Costa y Amazonia
caracteristica y motivo importante para el estudio de varias plantas que pueden ser utiles

como alternativa al tratamiento convencional. (19)

2.2. Manzanilla
2.2.1. Clasificacién Botanica

2.2.1.1.Nombre Cientifico: Matricaria Chamomilla

2.2.1.2. Familia: Compuestas

2.2.1].3. Habitat: Es una planta herbacea originaria del sudeste de Europa, y de alli se ha
extendido a todos los continentes, principalmente a América. Hoy en dia la manzanilla se la

puede conseguir en todo el mundo ya que es muy resistente a cualquier clima. (15)

2.2.2. Descripcion Botanica

La manzanilla es una hierba aromatica anual que ha sido utilizada desde hace siglos con
fines medicinales. Posee un tallo cilindrico, erguido, ramoso, de hasta 50 o 60 cm de altura.
Presenta hojas alternas y sésiles. En posicion terminal, presenta una inflorescencia en forma
de capitulo paniculado. Las flores radiales son unas 20, con la ligula blanca que cuelgan a
medida de acuerdo a su maduracion y flésculos amarillos pentalobulados en un receptaculo
conico. Las flores son un poco amargas y fragantes, por lo que desprenden un olor
caracteristico a manzana, de ahi el nombre de manzanilla. Crece en tierras cultivadas, en

terrenos arenosos y baldios. (20)


http://es.wikipedia.org/wiki/Manzanilla

Figura 1 . Planta Manzanilla (Matricaria chamomilla) (16)

2.2.3. Parte utilizada

Moron Rodriguez Francisco y col. (21), indican que los capitulos florales son considerados
como la parte mas activa de la planta, pues es alli donde se encuentran la mayor cantidad de
compuestos quimicos. Se recogen las cabezuelas en el momento de la floracion, y se lo puede

mantener en un lugar a la sombra y aireado.

2.2.4. Componentes de la manzanilla

Segun estudios realizados por un grupo de expertos de "Botanical-online SL" (22), sefialan

que la manzanilla tiene principios activos excelentes para la salud, estos son:

Vitamina C, betacarotenos, colina

e Hidratos de carbono: fructuosa, galactosa (planta), glucosa (flor), mucilagos

e Acidos grasos: linoleico, palmitico, oleico.

e Flavonoides: apigenina, hiperosido, aigetrina, quercetina, rutina, apiina

 Acido antémico, salicilico, cafeico, gentisico, pectico (planta).

e Sesquitepernos azuleno, alfa-bisabolol (50%), camazuelo (1-15%), farneseno,

cadineno, furfural, Proazulenos matricarina, matricina. (23)
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2.2.5. Accién farmacoldgica

- Antiinflamatoria potente (matricina, camazuleno, alfa-bisabolol, y flavonoides). El
camazuleno inhibe la 5-lipooxigenasa y la sintesis de leucotrienos (LTB4) y la
apigenina bloquea la adhesion de leucocitos. Inhibicion de la transcripcion de los
genes COX-2 (flavonoides). (24)

- Espasmolitica produce relajacion del musculo liso (apigenina, flavonoides, alfa-
bisabolol). (21)

- Antiulcerosa (alfa-bisabolol y flavonoides). El alfa-bisabolol reduce la actividad
proteolitica de la pepsina y ejerce un efecto protector frente a la formacion de Glcera
péptica por diversos agentes (&cido acetilsalicilico, etanol, estrés, indometacina).
(16)

- Carminativa y eupéptica por aumentar la produccion de jugos gastrointestinales lo
que favorece las digestiones (aceite esencial, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas).
(16)

- Antiséptica antimicrobiana, sobre todo frente al trichomonas vaginalis (flavonoides,
alfa-bisabolol, espiroéteres).

- Sedante suave y ligeramente hipndtica (aceite esencial, flavonoides). La apigenina
ejerce un ligero efecto sedante por ser un agonista del receptor de benzodiazepinas
(16)

- Antialérgica por el efecto antihistaminico del camazuleno y antieczematosa.-
Antioxidante y captadora de radicales libres (camazuleno, flavonoides y triterpenos).
Inmunoestimulante (polisacaridos).

- Cicatrizante de piel y mucosas, reepitelizante y suavizante (mucilagos).

- Colagogo: Estimula a la expulsion de la bilis por parte de la vesicula

- Diurético: Favorece la eliminacién de liquidos en el cuerpo, esta propiedad resulta
interesante en caso de obesidad o sobrepeso.

- Emenagogas: Es un buen remedio para la mujer, es decir que facilita el flujo de la
mujer, su periocidad y cantidad. Por sus propiedades antiespasmodicas y sedantes
ayuda aliviar.

- Estética sus aplicaciones externas se emplean para el tratamiento de la piel y el
aclarado del cabello rubio (camomila), al igual que en el cuidado del cuero cabelludo.
(20)
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2.2.6. Efectos Secundarios

El uso prolongado de manzanilla puede provocar mareos y vomitos. La planta fresca puede

ocasionar dermatitis por contacto a personas hipersensibles. (16)

2.2.7. Usos Reportados

El extracto fluido de manzanilla ha presentado actividad espasmolitica en 6rganos separados
demostrando una disminucion significativa en las contracciones del yeyuno. - Estudio in
vitro. (21)

Segtn el estudio descriptivo demostrado en el articulo “Camomile and their medicinal
properties”; basado en su dosis de consumo recomendado por Valera Jorge (2013), se pudo
evidenciar que la manzanilla contiene principios activos que coadyuvan a la mejoria de
algunos malestares y dolores. Actia como un excelente desinflamante, calmante,

ligeramente sedante y relajante. (25)

Estudios in vitro realizado por Pereira y cols en el 2006 han mostrado que tinturas de
Matricaria chamomilla tienen efectos sobre ciertos microorganismos formadores de biofilm

comparable al de la clorhexidina. (26)

En el afio 2012 se realiz6 un ensayo clinico caracterizado por la aplicacién de un Colutorio
de extracto de manzanilla donde se evidenci6 una reduccion relevante en la inflamacion

gingival. (24)
Linares J (27) indica que la utilizacion terapéutica en endodoncia relacionada con el uso

manzanilla podria aplicarse para una de las fases del procedimiento clinico, ya sea como

irrigante durante la sesién o como medicacion intraconducto entre sesiones.
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2.3. Llantén

2.3.1. Clasificacién Botanica

2.3.1.1. Nombre Cientifico: Plantago major L.

2.3.1.2. Familia: Plantaginaceas

2.3.1.3. Habitat: Es nativa de Europa, convertida en maleza universal; abunda en el

continente americano. (16)

2.3.2. Descripcion Botanica

El Plantago major es una hierba anual que crece hasta 60cm de altura, de hojas escasas en
roseta basal, ovaladas y elipticas de 5 a 20 cm de largo. Flores blanco verdoso, pequefias;
en espigas 10 a 20 cm de largo; Los frutos del Ilantén poseen capsulas de semillas ovaladas,
3 a4 mm, 2 celdas con 6 a 30 semillas ovoides, anguladas, café o negro, cubiertas de

mucilago. (28)

Figura 2. Planta Llantén ( Plantago major) (29)
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2.3.3. Parte Utilizada

Son las hojas y semillas las mas utilizadas por presentar en éstas la mayor parte de los

componentes quimico. (19)

2.3.4. Componentes del Llantén

- Fibra: mucilago,

- Flavonoides: taninos, apigenina, nepetina, plantaginina , homoplanginina

- Alcaloides: Plantagonina, indicaina

- Glucosidos iridoides (asperulésido, aucubosido),

- Acidos: &cido cafeico , acido clorogénico, neoclorogénico, cinamico , salicilico,
cafeico , citrico, ursolico, platedlico, fumarico.

- Agua

- Proteinas

- Azlcares Sacarosa, fructosa, xilitol, sorbitol

- Vitaminas: Acido ascorbico Vitamina C, Betacarotenos , Vitamina K

- Minerales: Potasio, magnesio, calcio, slicio, manganesio, otros (16)

2.3.5. Actividad Farmacoldgica

El llantén contiene gran cantidad de mucilago, tipo de fibra viscosa que le da propiedades
emolientes, antusigenas, antigastricas, antiinflamatorias y béquicas. (17)

Utilizada principalmente en el tratamiento natural de enfermedades respiratorias, gracias a
su contenido de aucubina que ayuda a calmar la tos. Posee actividades descongestionantes y
expectorantes.

Posee un efecto antibidtico por su contenido en taninos, por lo que también posee actividades
astrigentes que ayudan a parar la diarrea. (16)

Analgésico: Ayuda a disminuir el dolor de las Ulceras del estomago, también actia como
hepatoprotector.

Diurético y vulneraria es decir tiene la propiedad de desinfectar las heridas y favorecer a la
ciatrizacion. (16)

En un estudio, algunos compuestos puros que se encuentran en el extracto de la planta
mostraron una potente actividad antiviral. Entre ellos, el &cido cafeico mostro una fuerte
actividad contra el virus del herpes (HSV-1 y HSV-2) y adenovirus (ADV-3) y el acido

clorogénico mostro que la actividad contra el adenovirus 11 (ADV-11 (28)
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Estudios clinicos han comprobado sus efectos anti-inflamatorios, anti-oxidantes analgésico,
antibiotico, actividad inmunomodulatoria y anti-ulcerogénicos. También indica su
actividad celular anti-proliferativa en lineas celular de cancer. (30)

El llantén por via topica actla sobre ulceras de las encias y enfermedades de la piel, en
heridas y quemaduras. Posee propiedades analgésicas, astringentes, expectorante,

cicatrizante y hemostatico. (31)

2.3.6. Efectos secundarios

Normalmente esta planta no produce efectos secundarios, pero en muy pocos casos ha

ocasionado dermatitis por contacto. (16)

2.3.7. Usos reportados

El fitomedicamento realizado con extracto etandlico de Plantago major demuestra
estadisticamente una gran actividad gastroprotectora. En éste articulo el analisis
microbiolégico mostré ausencia de bacterias patdgenas y dentro la prueba cicatrizante que

se hizo, también existi0 actividad cicatrizante. (32)

Rodriguez Ayni y cols, en su estudio demostraron que el Llantén presenta actividad

antifungica muy efectiva ante la Candida Albicans. Estudio in vitro. (33)

Estudio realizado en La Habana, Cuba, en enero del 2002, en 25 pacientes portadores de
patologia bucodentarias, como la gingivitis en el que se intent6 demostrarla capacidad
antiinflamatoria, analgésica y cicatrizante de un gel de llantén. Demostro, que éstos
pacientes, tuvieron una evolucion muy favorable con el método indicado. No se reportaron

reacciones adversas, ni irritaciones dérmicas en los pacientes tratados. (34)
Neumann Fumeron (30) en el 2013 evidencia en su articulo que el uso de colutorio de llantén

durante el periodo del post operatorio de las exodoncias de multiradiculares mejora la

capacidad de cicatrizacion natural del organismo.
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2.4. Sinergismo de plantas medicinales

Antiguamente curanderos folcloricos empleaban muchas recetas y formulaciones basadas
en mezclas de extractos de plantas medicinales, como remedios efectivos para curar o aliviar
una determinada enfermedad, lo que conlleva a imaginar las innumerables mezclas que se
pueden investigar, sin embargo, los estudios biologicos y fotoquimicos de plantas

medicinales se reportan en forma individual, pero muy poco sobre sus mezclas. (35)

Arnazon y colaboradores en el afio 2004, sefiala que existen algunos estudios donde se ha
encontrado sinergismos entre extractos. Se considera que los compuestos se complementan
entre si para brindar una potencia mayor a la suma de cada uno de los componentes de las
mezclas de plantas medicinales; pero no se debe excluir la probabilidad de la formacion de

un nuevo componente responsable de tal efecto.

Asi como también considerar, que si bien es cierto que las plantas medicinales son las
responsables de las propiedades terapéuticas que se les otorga, también lo son de las
intoxicaciones y reacciones adversas que pueden aparecer si se emplean en dosis
inadecuadas o por periodos no apropiados , factor de mayor importancia a la hora de producir
un sinergismo entre éstas, por lo que para realizar dicha accion debe estar sustentada

cientificamente el uso eficaz, seguro y racional de las plantas medicinales. (18)

El articulo denominado “Aloe Vera, llantén y mentol para uso odontologico” realizado en
Costa Rica, donde se elabor6 un gel con la mezcla de éstos tres componentes y se los aplicd
a pacientes post- quirargicos a extracciones dentales; demostrd una diferencia significativa
en la recuperacion y cicatrizacion de tejidos; de aquellos que se utiliz6 la planta medicinal
individualmente; sin embargo éste articulo sefiala que se deberia realizar mas estudios que

demuestren lo expuesto ya que éste fue realizado con una mezcla pequefia. (34)

Lo expuesto anteriormente, motivé a Freddy Pérez Azahuanche y cols en el afio 2010, a la
ejecucion de un estudio con una mezcla de extractos de dos plantas medicinales de uso
comun (mentdl y anis), para demostrar la mayor efectividad curativa de los extractos de las
plantas medicinales debido al sinergismo de éstas, o si existe la presencia de un nuevo
componente que ayude a potenciar dicha efectividad. Este estudio a través de un analisis

cromatografico indico que una vez obtenida la mezcla de los dos extractos se evidencid la
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presencia de un nuevo componente, dejando éste acotamiento de gran utilidad que impulsa

a la realizacion de estudios posteriores, acerca del sinergismo. (35)

2.5. Enfermedad Periodontal

2.5.1. Definicién

Botero J. (36) la define como una enfermedad infecciosa-inflamatoria, de etiologia

multifactorial que afecta a las estructuras que conforman el periodonto en diferentes grados.

Se define también como infecciones causadas por bacterias periodonto patdgenas que
colonizan la superficie dentaria en el margen gingival o por debajo de él; provocando asi la
aparicion de signos clinicos de inflamacién tisular compleja, destruccion de los tejidos
periodontales blandos y duros que dan soporte al diente en los que se incluye hueso alveolar,

ligamento periodontal y encia. (37) (38)

La enfermedad periodontal es la causa méas importante de la pérdida de dientes y de la
halitosis en la edad adulta, segun lo han demostrado diferentes investigadores (Loe y
Theilade, 1965), (Ramfjord, 1959), vy esto ocurre en pacientes cada vez mas jovenes,
(Lindhe, Socransky). (39)En su forma mas leve se presenta como gingivitis la cual se
caracteriza por la inflamacion limitada de la encia, debido al acimulo de placa bacteriana
alrededor de los dientes, es decir en el periodonto de proteccion, que se elimina mediante
un control cuidadoso de la misma y es reversible ; mientras que la periodontitis es un proceso
destructivo y progresivo que afecta al ligamento periodontal, cemento y al hueso alveolar,
es decir al periodonto de insercion, donde su proceso de destruccidn 6sea es irreversible.
(29)

Lindhe (37) considera entonces que las reacciones inflamatorias e inmunitarias que se
desarrollan en respuesta a la placa bacteriana, son caracteristicas predominantes de la
gingivitis y periodontitis; ésta reaccion inflamatoria es notoria tanto en el examen clinico

como en el analisis microscopico del periodonto afectado.
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2.5.2. Epidemiologia

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la enfermedad periodontal es una de las
enfermedades bucales mas frecuentes en el ser humano, ocupa el segundo lugar dentro de
las afecciones bucales mas padecidas por el hombre, afecta entre el 60 y 90% de poblacion
en todo el mundo, dentro del cual el 50% se debe a la Gingivitis. (7)

Generalmente afectan a todos las personas en alguna etapa de su vida y pueden comenzar

desde edades muy tempranas. (36)

2.5.3. Etiologia

Hoy en dia las enfermedades periodontales son consideradas como un grupo de
enfermedades infecciosas, complejas, donde las bacterias constituyen un factor esencial
etioldgico pero no suficientes para producir por si mismas las patologias (40). Estas son
solamente el estimulo para el sistema inmune, donde actian varios mecanismos de defensa
que al tratar de parar la infeccion, provocan un desequilibrio en el metabolismo de los tejidos

periodontales, causando la pérdida de soporte periodontal. (41)

Es asi que como en cualquier otra enfermedad se requiere de otros factores para que el ciclo

infeccioso se desarrolle.

1. Lasusceptibilidad del huésped (respuesta inmune local o sistémica alterada), pueden
ser los adquiridos a lo largo de la vida, los medioambientales y los genéticos,

2. Ausencia de bacterias consideradas beneficiosas y

3. Presencia de microorganismo periodonto patdgenos. (42)

Se cree que 700 especies diferentes son capaces de colonizar la cavidad oral y que un
individuo aloja 150 especies distintas. (38)

Tres especies A. Actinomycetemcomitans, Porphyromona Gingivalis, y Tannerella
Forsythia, estan estrechamente relacionadas con la enfermedad periodontal y la progresién
de la enfermedad. Como tales, éstas especies fueron designadas por el Informe Consensuado
(Consensus Report), del Congreso Mundial de Periodontologia de 1996, donde se las
designé como patdgenos periodontales. (38) Otras especies como el F nucleatum,

Campylobacter rectus, Prevotella intermedia, Pr. Nigrescens, E. nodatum y Pe. Micros
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también pueden causar enfermedades periodontales, aunque sus datos como su papel causal
son menos claros. (43)

Estos microorganismos se encuentran en el proceso destructivo de las enfermedades
periodontales a través de la evasion de las defensas del huésped, invasion de los tejidos

periodontales y elaboracion de enzimas destructoras de los tejidos. (41)

2.5.4. Biofilm Dental

Socransky y cols (43) lo define como comunidades de microorganismos, unidos a una
superficie solida, embebidos en un glicocéliz. EI motivo de la existencia de un biofilm, es
que permite que estos microorganismos se adhieran a las superficies y se multipliquen,
desplegando una amplia gama de caracteristicas que ofrecen una serie de ventajas sobre
aquellas bacterias solas.

También permite proteger a la especie colonizadora frente a mecanismos competitivos de
factores ambientales, asi como los mecanismos de defensa del huésped y de sustancias
potencialmente toxicas que se encuentran en el ambiente, como productos quimicos o
antibidticos letales.; ademas de permitir la nutricion cruzada, eliminacion de metabolitos

perjudiciales, asi como el desarrollo de ambiente fisicoquimico apropiado. (37)

2.5.4.1 Estructura del Biofilm

Carranza (8) menciona que dicha comunidad heterogénea, de estructura compleja esta
formada por un 15- 25% de células bacterianas y un 75- 85% de agua y matriz extracelular;
generalmente polisacaridos segregados por las bacterias.

Conforme a su ubicacion y relacion con el margen gingival, el biofilm se diferencia en

supragingival y subgingival.

2.5.4.2. Biofilm Supragingival

Bascones (44) sefiala que el biofilm supragingival se desarrolla basicamente sobre la
superficie dental préxima al margen gingival, primordialmente en areas fisuradas, rugosas y
restauraciones desbordantes.

La adherencia de nuevas bacterias con su posterior multiplicacion y maduracion define el

crecimiento y la sucesion microbiana; son gérmenes Gram positivos los principales
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colonizadores en éste biofilm cuya unidn se da por la formacion de polisacaridos que éstas
bacterias crean. (8)
El valor patogeénico que recibe el biofilm supragingival es el de ser el autor del crecimiento,

acumulacién y progresion del biofilm subgingival. (44)

2.5.4.3. Biofilm Subgingival

Aqui se encuentran organismos predominantes que difieren de los que existen coronalmente
al margen gingival (37). El surco gingival debido a su morfologia no permite que se logre la
actividad autolimpiante propia de la boca, lo que conlleva a que microorganismo que adn
sin poseer la capacidad de adhesidn a la superficie dental, logren colonizar sin dificultad,
formando también la bolsa periodontal El potencial de 6xido — reduccion es bajo en el surco
gingival por lo que microorganismos anaerdbicos estrictos pueden colonizar en ésta area. (8)
Existen dos tipos de biofilm subgingival. Uno asociado al diente que no cambia mucho del
que se encuentra en casos de la gingivitis, donde también hay un dominio de
mircroorganismos, pero estan ausentes en las partes mas profundas de la bolsa periodontal
lo que permite que no exista una orientacion particular. Y otro asociado al epitelio, el cual
invade y penetra en el tejido conectivo gingival demostrando una marcada diferencia de
capas de microorganismos en éstas zonas. (3)

Entonces, sera ésta parte del biofilm, el responsable de las bacterias invasoras localizadas en
el interior de los tejidos gingivales; invasion bacteriana que se ha encontrado en casos de la
periodontitis crénica. (43)

2.5. 5. Clasificacion

La clasificacion de Enfermedades Periodontales presentada en el International Workshop
for a Classification of Periodontal Diseases an Conditions, organizado por la American
Academy of Periodontology el 2 de Noviembre de 1999, es la que se usa en la actualidad a
nivel mundial, Esta clasificacion las divide en grupos de estudio, las mismas que resultan
uatiles a la hora de establecer un diagnostico, determinar el prondstico y facilitar la
planeacion del tratamiento. (44)

Asi tenemos entonces:

a. Enfermedades Gingivales (Gingivitis)
b. Enfermedades Periodontales (Periodontitis)
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Tabla 1: Clasificacién de la Enfermedad Periodontal

Enfermedades de las encias ( Gingivitis)
Enfermedades gingivales inducidas por placa
Enfermedades gingivales no inducidas por
placa

Enfermedades Periodontales
Periodontitis cronica

Localizada

Generalizada

Periodontitis Agresiva

Localizada

Generalizada

Periodontitis como manifestacion
enfermedades sistémicas

Asociada con enfermedades hematoldgicas
Asociada con desdrdenes genéticos

de

Abscesos del periodonto

Absceso gingival

Absceso periodontal

Absceso pericoronario
Periodontitis relacionada con
endoddnticas

Lesion endoddntica — periodontal
Lesion — periodontal - endodontica
Lesion combinada
Malformaciones y lesiones congénitas o
adquiridas

Factores localizados y relacionados con
dientes que predisponen a enfermedades
gingivales inducidas por placa o periodontitis
Malformaciones mucogingivales y lesiones

lesiones

Otros no especificos alrededor de los dientes

Enfermedades periodontales necrotizante
Gingivitis ulcerativa necrotizante (NUG) rebordes desdentados
Periodontitis ulcerativa necrotizante (NUP) Trauma oclusal

Fuente: Armitage — Ann Periodontal 1999 (8)

2.5.5.1. Gingivitis

La gingivitis se caracteriza fundamentalmente por la inflamacion de la encia, ‘esta es una
condicion reversible gue se produce como consecuencia de inadecuado control de la placa
bacteriana; proceso inflamatorio que se encuentra afectando Unicamente a los tejidos
supragingivales. (8)

Desde un punto de visto histopatolégico y atendiendo a un grado de lesion tisular creciente,
se ha clasificado a la gingivitis como Fase | o lesion inicial, gingivitis subclinica con
predominio de polimorfonucleares y vasculitis subepitelial. Fase 1l o lesién precoz con
sangrado al sondaje, eritema gingival y predominio de linfocitos. Fase Il O Lesion
establecida, fase de gingivitis cronica con cambios de color, tamafio y textura con
predominio de células plasmaticas. (42)

Debido al proceso inflamatorio por el primer signo clinico por el que atraviesan es la
hemorragia y pueden presentar cambios de color, tamafio y forma, asi mismo, alteracion en
su consistencia y textura, incluso en algunos casos presencia de dolor, ya sea provocado o

espontaneo. (42)
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Clasificacion
Gingivitis inducidas por placa

Gingivitis no inducida por placa

2.5.5.2. Periodontitis

Lindhe (37) define a la Periodontitis como una enfermedad inflamatorio de los tejidos de

soporte de los dientes provocada por microorganismos 0 grupo de microorganismos

especificos, que tiene como resultado la destruccion progresiva del ligamento periodontal y

el hueso alveolar con formacién de bolsas, recesién o ambas.

Clasificacion

Se presentan tres manifestaciones clinicas: (8)

Tabla 2. Clasificacion de la Periodontitis

+ Periodontitis Croénica
Es la forma mas comUn de periodontitis. E
presenta mas en adultos.Puede ser:
Forma Localizada : < 30% de sitios implicados
Forma Generalizada: > 30% de los sitios
implicados
Leve: 1- 2 mm de pérdida clinica de insercion
Moderada: 3- 4 mm de pérdida clinica de
insercion
Grave: <5 mm de pérdida clinica de insercion

+ Periodontitis Agresiva
Forma localizada
Localizada en el primer molar o incisivo con
pérdida de la insercion en dos dientes permanentes,
por lo menos, uno de los cuales es un primer molar
Forma generalizada
Pérdida de la insercidn proximal generalizada que
afecta tres dientes, por lo menos, que no sean los
primeros molares e incisivos

+ Periodontitis como manifestaciones de
enfermedades sistémicas

1. Trastornos hematol6gicos
2. Trastornos genéticos

Fuente: Armitage — Ann
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2.6. La Enfermedad Periodontal Crénica

Lindhe (37) sefiala que la periodontitis cronica comienza con una gingivitis inducida por
placa, lesion reversible, que si no se trata puede evolucionar a ésta afeccion; produciendo la

perdida de insercion y destruccion del hueso alveolar.

Clinicamente se caracteriza por la presencia de bolsas periodontales, pérdida de insercion
al sondeo, destruccion de hueso alveolar y movilidad dentaria, se ha propuesto que el patrén
de afeccion por la enfermedad es bilateral simétrica, con una mayor frecuencia de

destruccion en los sitios interdentales. (3)

Bacterias  como: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Treponema denticola y Campylobacter rectus, constituyen patdgenos importantes de ésta
enfermedad; siendo el grupo agresivo de la lesion. Sin embargo; la bacteria predominante

de ésta patologia es la Porphyromonas gingivalis (45)

Es asi como Donald Ramos y cols (9), sefialan que ésta bacteria una vez que llega a su
habitat, se condiciona al medio para vivir y debido a su diversidad de factores de virulencia,
rompe la homeostasis en el surco, ocasionando una destruccion continua y agresiva de los

tejidos de sostén del diente, llegando a degradar hueso y tejidos blandos.

P, gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis
C. rectus
C.showae
E. nodatum
E nucleatum nucleatum
E nucleatum polymorphum
P, intermedia
P. micros
P, nigrescens
S. constellatus

S. mitis
S. oralis
S. sanguis
Streptococcus sp.
S. gordonii
.4(‘unan.1‘ yees ‘{( s. intermedius
species il

> )
o

V. parvula
A. odontolyticus
) E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. actino. a

Figura 3. Diagrama de la asociacidn entre especies subgingivales Fuente: Socransky S,
Haffajee AD y cols. Periodontal microbial ecology. Periodontology, 2000 (43)
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Los datos procedente de 13.321 muestras de placas subgingivales obtenidas de la cara mesial
de cada diente en 185 adultos. Cada muestra se analizé de forma individual con respecto a
la presencia de 40 especies subgingivales utilizando analisis tablero de ajedrez por
hibridacion DNA-DNA. Las asociaciones entre especies se registraron a travées de técnicas
de anélisis de grupo y de ordenacion comunitaria. La base de la piramide comprende las
especies que se creen que colonizan la superficie del diente y que proliferan en una fase
temprana. ElI complejo naranja se vuelve numéricamente predominante mas tarde y se cree
que sirve de puente entre los colonizadores tempranos y las especies del complejo rojo donde
en mayor porcentaje se encuentra la Porphyromona Gingivalis, que predominan

numericamente en las fases tardias del desarrollo de la placa. (43)

2.6.1. Caracteristicas Generales de la Periodontitis Crénica

Las caracteristicas generales de la Periodontitis Cronica incluyen sintomas como:

- Mayor prevalencia de la periodontitis cronica en adultos.

- La gran pérdida de los tejidos periodontales tiene relacion con la higiene oral y los
niveles de placa; donde intervienen factores locales como fumar, estrés y factores de
riesgo sistémicos.

- La composicion del biofilm cambia entre individuos y sitios, asi el biofilm

subgingival acoge una gran diversidad de especies bacterianas.

- Los estudios epidemioldgicos demuestran que el progreso de la enfermedad es
generalmente lento y continuo y la severidad se relaciona directamente con la

presencia de placa bacteriana y célculo dental. (8)

2.7. Porphyromona Gingivalis

Dias Zufiiga y cols (46), sefialan a la Phorphyromona Gingivalis como una bacteria patdgena
de alta prevalencia, en donde la evidencia cientifica actual ha asociado a ésta bacteria con la
destruccion activa del aparato de soporte periodontal, ademas de ser identificado como
factor de riesgo para producir graves patologias como infecciones extraorales, incluyendo
mediastinales, de planos faciales, cerebro y abscesos pulmonares, enfermedades cardiacas,

parto prematuro y bajo peso al nacer.
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Ramos, Moromi, & Martinez (9), sefialan entonces que la Porphyromonas gingivalis es un
patdgeno que coloniza sitios donde la tension de oxigeno es baja, pero en los cuales hay
substratos abundantes en nitroégeno, convirtiéndose asi el ecosistema subgingival debido a

su potencial redox es bajo en un ambiente idéneo para la colonizacidn de esta especie.

2.7.1. Taxonomia

Se trata de una bacteria gram - negativo, anaerobio. (3) El género perteneciente al grupo de
los “Bacteriodes negro — pigmentados™; lo agrup6 en su primera clasificacion, como una
asociacion de bacterias heterogéneas, con caracteristicas de ser anaerobios obligados, gram
negativo, con la utilizacion de nuevas técnicas de identificacion mediante biologia
molecular, como el ADN-ADN hibridacion, ademéas de estudios en sus caracteristicas
biogquimicas, se pudo reconocer un grupo homogéneo de especies a partir de los bacteroides,
denominados ahora Porphyromonas, que en sus inicios estuvo formando por 3 especies, P.
gingivalis, P. ascharolyticus y P. endodontales; identificandose ahora alrededor de doce
especies. Estas especies presentaban la caracteristica de ser no fermentadores, y utilizar

como sustrato el nitrégeno. (9)

2.7.2. Estructura y morfologia

Porphyromona gingivalis es un bacilo corto o cocobacilo anaerobio estricto ,que mide de
0.5-0.8umx 1 - 3. Su pared celular muestra en su membrana externa las endotoxinas, son
capsulados, no esporulados, sin flagelos y gran cantidad de fimbrias de varios tipos. A nivel
superficial presenta vesiculas que engloban una diversidad de enzimas que juegan un rol
importante en su virulencia; segrega también multiples enzimas con capacidad de degradar

compuestos proteicos. (46)

2.7.3. Factores de virulencia

La virulencia se define como la capacidad de un microorganismo para provocar una
enfermedad o interferir con los procesos metabolicos o fisiologicos del hospedero. Un

microorganismo virulento se caracteriza por expresar y producir metabolitos, toxinas,
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enzimas y componentes de la superficie o pared celular que sirvan evadir las barreras

defensivas e invadir y sobrevivir en los tejidos y células del hospedero. (46)

2.7.3.1. Capsula: Formada por polisacaridos, existiendo 6 serotipos capsulares de K1 — K®6.
Su principal actividad es apartarse del sistema inmunolégico, evitando la fagocitosis,
opsonizacion y accionar del complemento. (9)

2.7.3.2. Endotoxina (LPS): contiene 3 componentes: polisacaridos (exterior),
oligosacaridos (centro) y lipido A (interior), siendo esta Ultima la porcion inmunogénica mas
activa. Esta actla en la interrupcion de la homeostasis inmunoldgica del huésped,
induciendo de ésta manera a la inflamacion gingival, destruccion del tejido conectivo y la
reabsorcion del hueso alveolar por participacion de osteoclastos y provocando también la

liberacion de prostaglandinas. (9)

2.7.3.3. Vesiculas de membrana externa: Son bolsas cerradas ubicadas en la parte mas
externa de la bacteria en su interior existen abundantes enzimas como; fosfolipasa C,
proteasas, fosfatasa alcalina, hemolisinas, lipopolisacaridos. Estas son liberadas, provocando
dafio a las células periodontales y neutrofilos. (46)

2.7.3.4. Hemaglutininas: Son proteinas que inducen a la colonizacion; debido a la

intervencion de la union bacteriana a receptores oligosacaridos en células humanas.

2.7.3.5. Fimbrias: La fimbria es una estructura filamentosa localizada en la superficie de P.
gingivalis . Se compone de una subunidad proteica llamada fimbrilina, codificada por el gen
fimA, diferenciandose 6 genotipos distintos, denominados 1, Ib, II, 111, IV y V. Se ha podido
detectar que en personas con periodontitis cronica, los genotipos de P. gingivalis mas
frecuentes son el tipo 11y IV, pues en efecto, se ha comprobado que el genotipo fimA 1l es
capaz de inhibir a los receptores que ocasionan la fagocitosis en macréfagos; mientras que
en personas sanos el genotipo que prevalece es el tipo I, lo que conllevaria a una
especificidad genotipica que relaciona al gen fimA entre salud y enfermedad periodontal.
(46)

2.7.3.6. Proteinas Cisteinproteasas: EIl 85 % de la actividad proteolitica estd generada por

éste factor de virulencia. Las proteinas cisteinproteasas brindan nutrientes para el desarrollo
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bacteriano, provocando destruccion colateral al huésped, a través de la degradacién de
varios tipos de colageno. Estas proteinas se denominan gingipainas, que resultan de tres
genes RgpA, RgpB y Kgp los cuales son los responsables de varias acciones como: inactivar
citoquinas y sus receptores, estimular la agregacion plaquetaria, debilitar la actividad
antibacteriana de los neutrofilos mediante la inhibicion del receptor de LPS, incrementar la

permeabilidad vascular y la apoptosis de los queratinocitos gingivales. (9)

2.7.3.7. Inductor de metaloproteinasas de la matriz: A pesar de no ser un producto propio
de la bacteria, ésta impulsa a que lo generen fibroblastos, leucocitos y macréfagos;
provocando la destruccion de la mayor parte de moléculas de la matriz; que incluye al

colageno, fibronectina y la laminina.

Entonces se puede decir que los factores de virulencia al asociarse debido a sus
caracteristicas; le otorga al microorganismo como: factores de adhesidn, multiplicacion,
invasion y evasion de las defensas del huésped convirtiéndose cronico el proceso de

destruccion del periodonto.

2.8. Gluconato de Clorhexidina

En la década de los 40 la clorhexidina fue fabricada por Imperial Chemical Industries en
Inglaterra; cientificos que fueron capaces de desarrollar un grupo de compuestos

denominados polibiguanidas demostrando un amplio espectro antibacteriano.

Salié al mercado en 1954 como antiséptico para las heridas de la piel, luego comenzé a
utilizarse en medicina y cirugia tanto para el paciente y el cirujano. En odontologia para
desinfeccion de la boca y en endodoncia; sin embargo en el afio 1970 el estudio definitivo
que la introdujo en el mundo de la Periodoncia fue el realizado por Lée y Schiott en donde
se evidencié que un enjuague de 60 segundos dos veces al dia con una solucién de
clorhexidina en ausencia de cepillado normal, inhibia la formacién de placa y el desarrollo

de gingivitis. (47)

Se considera que el control quimico de la placa bacteriana es una definicion que se sostiene

con el fin de sobrepasar las deficiencias en la limpieza mecanica. Un antiseptico es un agente
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guimico antimicrobiano que posee efectividad y eficacia; siendo idéneo en la destruccién o

inhibicién de microorganismos. (48)

Negroni Martha (6) la define como una bisbiguadina catiénica que posee gran actividad
antimicrobiana; que constituye uno de los desinfectantes mejor conocidos y de uso méas
extendido. También sefiala que de los numerosos ensayos clinicos la clorhexidina representa

beneficios clinicos y microbioldgicos.

2.8.1. Espectro de accion.

Clorhexidina tiene un extenso espectro de actividad antimicrobiana. Es activa frente a un

amplio rango de organismos Gram + y Gram- asi como sobre hongos. (47)

2.8.2. Mecanismo de accion

Se junta fuertemente a la membrana celular bacteriana, a bajas concentraciones ocasiona u
incremento de la permeabilidad con filtracion de los componentes intracelulares (efecto
bacteriostatico). En concentraciones mas altas produce la precipitacion del citoplasma
bacteriano y muerte celular (efecto bactericida) (47)

En la cavidad oral se absorbe velozmente a las superficies de contacto, incluidos los dientes
con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita, gracias a la interaccion
reversible de la molécula de clorhexidina con grupos fosfato, sulfato y carboxilo de los
tejidos blandos y duros, impidiendo de ésta manera la asociacion, agregacion y coagregacion

que determina el biofilm. (6)

2.8.3. Indicaciones y usos

La clorhexidina esta recomendada como coadyuvante en el tratamiento de la gingivitis,
enfermedades periodontales necrosantes, personas que no pueden lograr una higiene oral
adecuada como para aquellos que usan aparatologia ortodontica; también para las cirugias y

en casos de irrigacion para endodoncia. (6)

28



Segun Altannir y colaboradores en 1994 la clorhexidina es de uso corriente en mas de
noventa paises. Se presenta en distintas presentaciones para su aplicacion clinica: pastas o

geles, barnices dentifricos y enjuagues. (26)

Lindhe sefiala que es el antiséptico mas utilizado en casos de periodontitis, debido a su

sustantividad por méas de 12 horas y a sus propiedades. (37)

2.8.4.Toxicidad

En la revision ampliamente documentada en la literatura y estudiada desde varias
perspectivas se puede verificar la seguridad que posee la clorhexidina en cuanto a su baja
toxicidad. (Clark 1991, Hennessey 1973, Greenstein 1982, Schiott 1970, Fardal 1986 y Loe
1976). (47)

2.8.5. Efectos colaterales

Negroni nos menciona ciertos efectos tras su uso prolongado de clorhexidina: (6)
» El efecto colateral mas frecuente es la tincién pardo — amarillentas de dientes
naturales, restauraciones, asi como de resina y porcelanas, que parecen depender de
la concentracion del productos y de la susceptibilidad individual.

» Alteraciones transitorias del gusto

A\

Descamacion de la mucosa bucal que desaparece al parar el tratamiento
» Incluso se ha evidenciado un aumento del calculo supragingival, como composicion

distinta a la habitual; pero de eliminacién menos dificil. (6)
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CAPITULO 111

3. Metodologia

3.1. Disefio de la Investigacion

Experimental: Se manejaron los procedimientos en el Laboratorio de Quimica
Orgénica de la Facultad de Ingenieria Quimica y Agroindustria de la Escuela
Politécnica Nacional y en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central del Ecuador, y a través de un protocolo se
determiné el efecto inhibitorio del extracto de manzanilla (matricaria chamomilla),
extracto de llantén ( plantdgo major I.) y la combinacion del extracto de manzanilla

y llantén comparado con la clorhexidina sobre cepa de Porphyromona Gingivalis.

In vitro: Este modelo experimental se realiz6 en microorganismos con ambiente

controlado y adecuado apartado de un organismo Vvivo.

Comparativo: Se identifico de tres tipos de estudio (extractos): cual poseia mayor

efecto inhibitorio frente a cepa de Porphyromonas gingivalis.

3.2. Poblacién de estudio y muestra

3.2.1. Unidad de investigacion

Cepa de Porphyromona Gingivalis ATCC33277 (American Type Culture Collection);
el mismo que fue adquirido en el Centro Quimico MEDIBAC (Anexo 1)

3.2.2. Tamafo de muestra : En este estudio de investigacion la muestra fue no
probabilistica, 0 denominada también muestras por conveniencia, es decir, que los
elementos se escogen de acuerdo a la opinidn del investigador/a, aquellos que

resultan mas sencillos para su examinacion.
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El presente estudio se elabor6 con una poblacion establecida por parte del investigador,
tomando como base las muestras de experimentos realizadas anteriormente; sobrepasando

el nimero de dichas muestras.

En articulos cientificos en los que se utiliza este tipo de experimento, realizado con medios
de cultivo para identificar si existe o no efecto inhibitorio sobre Porphyromona Gingivalis
se trabajé con 8 0 10 muestras para cada grupo. Por lo que, en este estudio la muestra
establecida fue de 30; que por ayuda didactica se los clasificaron en tres grupos para sus

posteriores analisis.

Tabla 3: Grupos de estudios
GRUPOS CANTIDAD TIPO DE EXTRACTOS

Colocacion de discos blancos estériles

A 30 cultivos bacterianos embebido de Extracto de manzanilla

B 30 cultivos bacterianos Colocacion de discos blancos estériles
embebido de Extracto de llantén

C 30 cultivos bacterianos Colocacion de discos blancos estériles
embebido de Extracto de la

combinacién de manzanilla y llantén

Fuente: Autora

3.3. Criterios de inclusion y exclusion

3.3.1. Criterios de Inclusion:
- Cepa de Porphyromonas gingivalis que no ha sido expuesta a alguna solucion o

contaminacion.
3.3.2. Criterios de Exclusién:

- Cepa de Porphyromona gingivalis que ha sido expuesta a alguna solucion, o

contaminacion.
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3.4. Conceptualizacion de variables

3.4.1. Variables Independientes

3.4.1.1. Extracto de Manzanilla: Es una sustancia obtenida de una mezcla
compleja biosintetizada, extraidas de una parte de una materia prima; que
poseen propiedades medicinales, en este caso de la planta de manzanilla;

a menudo usando un solvente como etanol o agua. (49)

3.4.1.2.Extracto de llantén: Es una sustancia obtenida de una mezcla compleja
biosintetizada, extraidas de una parte de una materia prima; que poseen
propiedades medicinales; en este caso de la planta de Ilantén; a menudo

usando un solvente como etanol o agua. (49)

3.4.1.3.Extracto de la combinacién de manzanilla y llantén: Es una sustancia
obtenida de una mezcla compleja, extraidas de una parte de una materia
prima; en este caso de la planta de manzanilla y llantén par ser utilizadas
en su combinacion (49)

3.4.2. Variables Dependientes

3.4.2.1.Efecto Inhibitorio: Es la capacidad que tienen algunas sustancias para

inhibir el crecimiento o limitar el desarrollo de una bacteria. (27)
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3.4.3. Operacionalizacion de las variables

VARIABLE DEFINICION TIPO CLASIFICACION INDICADOR ESCALAS
OPERACIONAL CATEGORICO DE
MEDICION
Extracto Es una sustancia obtenida de | Independiente Cualitativa Manzanilla 1
una mezcla compleja Nominal Llantén 2
biosintetizada, extraidas de Combinacion de 3
una parte de una materia manzanilla y llantén
prima que poseen
propiedades medicinales.
Efecto Inhibitorio Dependiente Cuantitativa I. Nula (-) si fue inferior | Distancia del
Capacidad que tienen algunas Continua o igual a8 mm halo medida
sustancias para inhibir el en milimetros
crecimiento o limitar el I1. Sensible (Sensible
desarrollo de una bacteria ; en =+)de9al4 mm
esta ocasion de
Porphyromonas I11. Muy sensible (muy
Gingivalis. sensible = ++) de 15a
19 mm
V. Sumamente sensible
(S.S.= +++) si fue igual
0 superior a 20 mm .
Sustancias de Sustancias comprobadas bajo | Independiente Cuantitativa 1.- Control negativo: 0
Control método cientifico su accion Agua destilada
de inhibir o no el crecimiento
de Porphyromonas gingivalis
1

2.- Control positivo:
Clorhexidina
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3.5. Materiales y métodos

3.5.1. Infraestructura

El presente estudio se realizo en:

» Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ingenieria Quimica y

Agroindustria de la Escuela Politécnica Nacional. (Anexo 2)

» Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Central del Ecuador. (Anexo 3)

3.5.2. Técnicas y procedimientos

A. Obtencién del extracto de manzanilla, llantén y de la combinacion de

manzanilla y llantén

Un extracto es la separacion de las sustancias bioldgicamente activas de una planta,
basandose siempre en un procedimiento adecuado, donde siempre se obtiene por lo menos

dos componentes: las solucién extraida ( el extracto) y los residuos ( el bagazo). (50)

La estandarizacion del proceso, esto garantizara la calidad, rendimiento, seguridad y eficacia

del producto medicinal. (51)
A partir de los métodos de extraccion se ha logrado obtener las sustancias activas en forma

pura para la elaboracién mas sofisticada y adecuada, de acuerdo al lugar de accion que se

recomiende. (51)
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Extraccién
MMecanica

Metodos de B acion - Atermperatura
Extraccion P
amhiente
Extraccion -
con [ MACERACION L3 _ Disolventes
disolventes
W W
Agua Agua + Alcohol

Y

‘ Técnica Usada en este estudio

Figura 4. Meétodos de extraccion (49)

Elaborado por: Autora

Materiales:

Balanza analitica

- 2 Envases &mbar de 1000 mL

- Estufa

- Embudo Bushner con filtro estéril
- Probetas

- Equipo de evaporizacion- Rotavapor

Reactivos: Alcohol etilico al 70 %o.

Recoleccion del material: Al medio dia, en la Provincia de Pichicha - Parroquia de Nayon,
se recolectaron muestras representativas de manzanilla y llantén respectivamente, plantas
frescas y con la misma maduracion).

Se obtuvieron 2 kg de manzanilla (matricaria chamomilla), y 2 kg de llantén (plantago

major 1.) .
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Figura 5. A) Mazanilla (matricaria chamomilla)
Fuente. Autora

Figura 6. B) Llantén plantago major I.)

Fuente. Autora

Pretratamiento de la materia prima:

Limpieza y preparacion: se separ6 aquel material ajeno que no pertenecia a la especie

y se lavé la muestra.
e Separado: Se hizo una separacion manual de las raices de cada especie, dejando las

partes principales.
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Extraccién de manzanilla (matricaria chamomilla), llantén plantago major 1.) vy la

mezcla de manzanillay llantén

Una vez que se encontraba la materia prima (manzanilla y llantén) completamente lavado y
limpio; se procedié a colocar 500 g de manzanilla 'y 500 g de llantén (peso humedo) en una

estufaa 60 °C durante un dia, como se observa en la figura 7 y 8.

Figura 7. Manzanilla (matricaria chamomilla), y llantén dentro de la estufa

Fuente. Autora

A las 24 horas, se retird la muestra tanto de manzanilla y llantén de la estufa; y se determin6

su peso correspondiente (peso en seco).

- Manzanilla (matricaria chamomilla) : 82.9¢

- Llantén plantago major I.) : 89,449

37



Figura 8. Manzanillay llantén secos

Fuente. Autora

Seguidamente se pulverizd y se colocé individualmente las muestras en un envase ambar de
capacidad de 1000 mL; en el mismo se coloco alcohol etilico al 70 % hasta que cubra la
muestra; y se cerrd herméticamente el envase para que se produzca desde ese momento el

proceso de maceracion, (técnica utilizada para la obtencion de los extractos).

El mismo procedimiento explicado anteriormente se lo elabor6 exactamente en la muestra

de llantén.

Figura 9. A) Materia prima dentro de los envases ambar B) colocacion de alcohol etilico al
70% C) envases ambar de mazanilla y llantén con alcohol

Fuente. Autora
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El proceso de maceracion se di6 durante 7 dias con agitacion periddica. Luego se abrieron
los envases que contenian los macerados, Yy se procedio a retirar todo el contenido acuoso
separandolo de la materia prima respectivamente, mediante un sistema de filtracion en
embudo Bushner con filtro estéril adosado a un kitasato, con la finalidad que no haya ninguna

materia solida, como se observa en la Figura 10.
Se obtuvieron 329 mL de solucion luego de la maceracion de la muestra de manzanillay 234

mL de la muestra de llantén. Se determind la cantidad de alcohol a retirar del extracto

mediante el siguiente balance de masa.

Tabla 4. Cantidad de alcohol en la muestra de manzanilla (matricaria chamomilla).

Cantidad de Alcohol en la muestra Manzanilla = % Alcohol * VVolumen de muestra

Cantidad de Alcohol en la muestra Manzanilla=  0.70 % * 329 mL

Cantidad de Alcohol en la muestra Manzanilla= 230.3 mL de alcohol en la muestra

Fuente. Autora

Tabla 5. Cantidad de alcohol en la muestra de llantén

Cantidad de Alcohol en la muestra Llantén = % Alcohol * Volumen de muestra

Cantidad de Alcohol en la muestra Llantén = 0.70 % * 234 mL

Cantidad de Alcohol en la muestra Llantén = 163.8 mL de alcohol en la muestra

Fuente: Autora
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Figura 10: Sistema de filtracion de las muestras

Fuente: Autora
Para finalizar con la obtencidn de los extractos, se colocé el contenido completo recogido de
la maceracién de manzanillay llantén individualmente en el rotavapor, para que se volatice
todo el alcohol que se encontraba en la muestra, con el fin de obtener en la culminacién del
proceso Unicamente el extracto puro; técnica que se comprueba nuevamente mediante el

balance de masa; ( antes y despues)

Figura 11. Rotavapor- Evaporacién del alcohol de las muestras

Fuente: Autora
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Con el proposito de no perder componentes activos termolabiles se disminuyé la temperatura
de ebullicion en el equipo de rotavapor mediante una bomba de vacio, como se observa en

la Figura 11.

Los ensayos se realizaron con el extracto de manzanilla y llantén de manera individual, y

en un tercer ensayo se lo hizo con la mezcla por igual de los extractos.

Figura 12. Extracto de manzanilla, llantén y combinacion de extracto de manzanillay
[lantén

Fuente. Autora

B. Determinacion del efecto inhibitorio in vitro

El andlisis de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una de las
funciones méas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica. Su elaboracion se
desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma, cuyo principal objetivo es
estudiar en el laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos,
traduciendo, en una primera aproximacion, su resultado como factor predictivo de la eficacia
clinica. (52)
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Fundamento: Método de difusion de disco - Tecnica Kirby-Bauer

El método de difusion de disco, basado orig inalmente en el descrito por Kirby-Bauer,

es uno de los métodos que el National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLYS)

recomienda para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos, pues

han desarrollado estandares para su interpretacion y esta apoyado por datos clinicos y de

laboratorio. (53)

Consiste en depositar en la superficie de una
placa de agar previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel de filtro
impregnados con los diferentes

antimicrobianos. Tan pronto el disco
impregnado se pone en contacto con la
superficie hiumeda del agar, el filtro absorbe
aguay el antimicrobiano difunde por el agar,
formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas 18 a 24 horas de incubacion,
los discos pueden o no aparecer rodeados
por una zona de inhibicién de crecimiento

bacteriano. (52)
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Figura 13. Fundamento Difusién en disco- Kirby Bauer

Fuente: Metodologia basica para el estudio de sensibilidad a los antomicrobianos

Materiales:

Camara de seguridad bioldgica

30 medios de cultivo de agar sangre

Jarra de anaerobiosis (anaerojar 2.51ts-Oxoid)

Sobres generadores de anaerobiosis (anaerogen 2.5 Its)



- Pinzas

- Mechero

- Hisopos estériles

- Cajas Petri estériles de vidrio
- Estufa

- Incubadora

- Micropipeta

- Material bioldgico:

Cepa de Porphyromonas gingivalis ATCC33277; material bioldgico certificado.

- Extracto de manzanilla (matricaria chamomilla),
- Extracto de llantén ( plantago major 1.)

- Combinacidn del extracto de manzanilla y llantén

- Quimicos para pruebas blanco positivas y negativas:

Clorhexidina al 0,12%
Agua destilada
Materiales de bioseguridad:

- Mandil

- Gorro

- Gafas

- Mascarilla

- Guantes

Procedimiento:
Activacion de la cepa bacteriana:

- Se elaboré la activaciéon como lo indica la casa comercial: Anexo 4.
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En un dispositivo llamado KWIK-STIK ™, se encuentra la cepa bacteriana Porphyromona
gingivalis, la misma que cuenta con una sola cepa de microorganismo en un sedimento

liofilizado, un deposito de liquido hidratante, y un hisopo de inoculacion.

Figura 14: Cepa Porphyromona Gingivalis: bolsa abierta

Fuente. Autora

Se empez6 el procedimiento dejando la bolsa sellada que se equilibre a temperatura
ambiente.

Para mayor seguridad el protocolo siguiente, se lo realiz6 dentro de la cémara de
bioseguridad; donde se procedié a romper la bolsa por donde indicaba la muesca y se retiré

la unidad KWIK-STIK ™, como se observa en la Figura 14.

En la parte superior de la unidad KWIK-STIK ™ se encuentra la ampolla que contiene el
liquido hidratante, la misma que sosteniendo verticalmente se presiond para que se produzca
la hidratacién completa de la cepa, con el fin de facilitar que pase el fluido al fondo de la
unidad y tener la cepa completamente diluida y homogénea; no se abrio el dispositivo hasta
que se complete este proceso.

Una vez realizado esto, inmediatamente abrimos el tubo y retiramos el hisopo con el material
hidratado para transferir al medio de cultivo Se utilizé el medio de cultivo agar sangre base
+ sangre humana O positivo).

A éste cultivo primario se inoculd suavemente con el hisopo, haciendo un estriado en toda
la extension de la caja petri para facilitar el aislamiento y crecimiento de las colonias en toda

la caja.
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Seguidamente en condiciones estériles, se procedié a realizar la incubacion de la cepa, en
una jarra de anaerobiosis que se mantuvo en la incubadora a 35 °C por 7dias.

Este procedimiento se observa en la Fig. 15.

Figura 15. A) Presion de la parte superior de la cepa B) Estriado en la caja Peri con
hisopo, C) Colocacion en la jarra de anaerobiosis, D) Jarra de anaerobiosis en incubadora a
35°C
Fuente: Autora.

Crecimiento y estandarizacion de la cepa bacteriana

Transcurrido los 7 dias, observamos la presencia de la bacteria en el medio de cultivo,

hallandose varias colonias de Porphyromona gingivalis.
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Figura 16: Crecimiento bacteriano Porphyromona Gingivalis Agar Sangre

Fuente: Autora

Para su estandarizacion con la ayuda de un hisopo estéril, se cogid delicadamente por arriba
colonias claramente identificadas y se transfirio hacia el medio de cultivo liquido Mueller
Hinton; el mismo que se dej6 en la incubadora a 35° por 12 horas para conseguir una
turbidez que supere o llegue a la solucion estandar de 0,5 McFarland, utilizada en pruebas
de sensibilidad.

Cumplido éste tiempo en un fondo blanco con lineas negras horizontales, se compard
aquella turbidez que presento el caldo con la estandar McFarland, verificando de ésta manera

que si hubo una suspension homogénea de la cepa bacteriana. Figura 17.
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Figura 17. Estandarizacion de la cepa Bacteriana Porphyromona Gingivalis

Fuente: Autora

Resiembra del inoculo en las placas:

Aqui se realizo la resiembra desde la suspensién ( caldo Mueller Hinton) en los medios de
cultivo (30 cajas petri con agar sangre base + sangre humana O positivo), previo a esto, se
procedi6 a rotular cada caja Petri con el uso de letras para su identificacion, en los sitios que

posteriormente irian los discos embebidos; quedando de la siguiente manera:
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A: extracto de manzanilla; B: extracto de llantén; C: Extracto de la combinacion de
manzanilla y llantén; D: Agua destilada como control negativo y E: Clorhexidina como

control positivo.

Figura 18. Rotulacion de las 30 cajas Petri

Fuente: Autora

Se sumergi6 un hisopo estéril dentro del caldo, rotando por varias ocasiones; luego se
procedio a pintar cada medio de cultivo en toda su superficie, vertical, horizontalmente y

alrededor de cada caja Petri con el fin de obtener un crecimiento uniforme.

Figura 19: Resiembra del indculo: Porphyromona Gingivalis

Fuente: Autora
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Preparacion de los extractos y los discos de papel

Se utilizaron 150 discos de papel de 6mm de diametro estériles, los mismos que se
encontraban a una temperatura de 8°C y previo a su utilizacion se los mantuvo dos horas a

temperatura ambiente.

Posteriormente, con la ayuda de una pinza estéril se embebio individualmente los discos de

papel en 15ml de cada extracto y los grupos de control; 30 para cada uno.

S
2
€

Agua Destilada

| ‘{.

: . Manzanilla
Clorhexidina + Llantén

Figura 20. Preparacion de cada extracto con los discos de papel embebidos

Fuente: Autora

Colocacidn de discos de papel en las placas inoculadas:

Los discos de papel embebidos se colocaron en cada medio de cultivo de Prophyromona
gingivalis, de acuerdo a la rotulacion que pertenecia, a una distancia no menor de 24mm
entre si y a 2 cm del borde de la placa; éstos fueron presionados ligeramente para que se

logre consolidar plenamente con el agar.
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Figura 21: Placas con los 5 discos de papel respectivamente

Fuente: Autora

Déspués de 15 minutos se colocaron las 30 cajas Petri en jarras de anaerobiosis con su

debido generador de anaerobiosis, para ser incubadas a 37°C, durante 48 horas.

Figura 22. Jarras de anaerobiosis con cultivos bacterianos Porphyromona Gingivalis

Fuente. Autora
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Lectura de los resultados

Al cabo de las 48 horas se observaron los resultados de cada uno los cultivos de
Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™, La determinacion del efecto inhibitorio se
realizd tanto cuantitativamente como cualtitativamente, de manera cuantitativa se procedid
a medir los halos de inhibicion que éstos presentaban respectivamente alrededor del disco,
utilizando una regla milimetrada, en este caso la denominada Hi Antibiotic Zone Scale,
basandose en la técnica de Kirby Bauer; mediciones que fueron tomados en un registro

respectivamente.

En la medicion de manera cualitativa nos basamos en las tablas de actividad inhibitoria, la
cual establece el diametro del halo de inhibicion de crecimiento bacteriano y lo encasilla

dentro de los pardmetros determinados como las pautas de Duraffourd que nos indica:

Para un diametro inferior a 8mm, se le otorga la caracteristica de Nula (-),

- Para un didmetro comprendido entre 9 y 14mm se lo define como sensible (+)

- Paraun didmetro entre 15y 19mm se lo encasilla como Muy sensible (++)

- Finalmente para un diametro igual o superior a 20mm se lo determina como

Sumamente sensible (+++)
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Figura 23. Cultivo bacteriano Porphyromona Gingivalis con halos de inhibicién — Regla
milimetrada Hi Antibiotic Zone Scale

Fuente: Autora

3.6. Eliminacion de desechos

El manejo de desechos se elabord tal como lo establece “El reglamento de Manejo de
Desechos Infecciosos para la red de servicios de Salud en el Ecuador”; establecido por el

Ministerio de Salud Publica Del Ecuador. Anexo 5y 6.
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3.7.Aspectos Bioéticos

» Estetrabajo in - vitro se realizo en el Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad
de Ingenieria Quimica y Agroindustria de la Escuela Politécnica Nacional y
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Central del Ecuador; con condiciones controladas, sujeto a normas bioéticas y de
bioseguridad en el que no existio compromiso con seres vivos, Unicamente con cepas
bioldgicas, por lo que los aspectos éticos no se usaran en éste estudio. Se contd con

los permisos respectivos.

3.7.1. Bondad Etica

En la presente investigacion se midieron los halos de inhibicion, demostrando la
susceptibilidad de Porphyromonas gingivalis frente al extracto de manzanilla (matricaria
chamomilla), al extracto de Ilantén ( plantago major I.) y a la combinacion del extracto de
manzanilla y llantén, convirtiéndose de tal forma en una alternativa de terapia
complementaria a los métodos mecanicos, con el objetivo de preveniry curar la Enfermedad

Periodontal.

3.7.2. Confidencialidad

Los resultados obtenidos en éste estudio perteneceran al autor y a la Universidad Central Del

Ecuador.
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CAPITULO IV

4. PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Resultados

Con el presente proyecto de investigacion se busco determinar el efecto inhibitorio de
extracto de manzanilla, extracto de llantén y combinacién de extracto de manzanilla y

llantén. Anexo 7

Los resultados obtenidos en este estudio a través de la medicion de los halos de inhibicion
de cada cultivo bacteriano de Porphyromona gingivalis, realizados en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia fueron registrados en un tabla de Microsoft

Excel, los mismo que se detallan en la Tabla 6. Anexo 8

Tabla 6. Halos de Inhibicion

1 11mm 12mm 18mm 19mm Omm
2 10mm 11mm 15mm 17mm Omm
3 12mm 13mm 16mm 18mm Omm
4 12mm 14mm 16mm 17mm Omm
5 10mm 15mm 19mm 16mm Omm
6 9mm 12mm 16mm 17mm Omm
7 10mm 12mm 15mm 17mm Omm
8 9mm 14mm 18mm 18mm Omm
9 11mm 13mm 16mm 18mm Omm
10 11mm 14mm 17mm 18mm Omm
11 10mm 12mm 16mm 19mm Omm
12 10mm 12mm 16mm 18mm Omm
13 11mm 11mm 16mm 17mm Omm
14 8mm 13mm 15mm 18mm Omm
15 10mm 12mm 16mm 17mm Omm
16 12mm 13mm 17mm 18mm Omm
17 11mm 12mm 18mm 17mm Omm
18 10mm 14mm 17mm 17mm Omm
19 9Imm 15mm 18mm 17mm Omm
20 11mm 12mm 18mm 18mm Omm
21 9Imm 10mm 15mm 17mm Omm
22 9Imm 12mm 16mm 19mm Omm
23 10mm 10mm 17mm 18mm Omm
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24 9mm 12mm 16mm 18mm Omm
25 10mm 13mm 15mm 17mm Omm
26 12mm 14mm 16mm 18mm Omm
27 9Imm 11mm 16mm 17mm Omm
28 10mm 13mm 17mm 18mm Omm
29 11mm 12mm 16mm 18mm Omm
30 10mm 14mm 17mm 17mm Omm

Tomado de: Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia
Elaborado por: Autora.

4.2. Andlisis Estadistico
El analisis estadistico de este estudio se realiz6 con la ayuda del Programa Informatico SPSS,

en donde se estructurd una base de datos con los valores obtenidos.

- Pruebas de Normalidad

Primero se comprobd si las muestras provenian de una distribucion normal, mediante las

pruebas de Kolmogorov - Smirnov o con la prueba de Shapiro - Wilk (menor a 20 datos).

Ho: Las muestras provienen de poblaciones con distribucién Normal
Ha: Las muestras NO provienen de poblaciones con distribucion Normal

Tabla 7. Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistic

0 Gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Manzanilla (A) 0,208 30 0,002 0,912 30 0,016
Llantén (B) 0,201 30 0,003 0,934 30 0,062
Combinacion (C) | 0,268 30 0,000 0,886 30 0,004
Clorhexidina (D) | 0,263 30 0,000 0,836 30 0,000

Advertencias

Agua Destilada es constante.

Elaborado por: Estadistico y Autora
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En la prueba de Normalidad de Kolmogorov-Smirnov, los valores del nivel de significacion
(Sig) son inferiores a 0,05 (95% de confiabilidad), por tanto se acepta Ha, esto es las
muestras NO provienen de poblaciones con distribucion Normal, entonces para la

comparacion de grupos se utiliza pruebas no paramétricas: Kruskal Wallis.
- Estadisticos Descriptivos

Técnica que obtiene, organiza, presenta y describe un conjunto de datos con el propdsito de

facilitar su uso; mostrando asi, de cada grupo de estudio su minimo, maximo y media.

Tabla 8. Estadisticos descriptivos de las cinco variables

Desviacién

N Minimo Maximo Media Error estandar estandar
Manzanilla 30 8 12 10,20 0,194 1,064
Llantén 30 10 15 12,57 0,238 1,305
Combinacion 30 15 19 16,47 0,196 1,074
Clorhexidina 30 16 19 17,60 0,132 0,724
Agua Destilada 30 0 0 0,00 0,000 0,000
N valido (por lista) 30

Fuente: Ing. Jaime Molina

N: nimero de datos

N
i
i=1

Media; *~ "~

ix,. /i(x,:x)‘?

Desviacion estandar: = n T

s
s, = ——

X
Error estandar: AL
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COMPARACION DE MEDIAS

17,60
16,47

12,57
10,20
I OIOO

Manzanilla Llantén Combinacién Clorhexidina Agua Destilada

Grafico 1. Comparacion de medias de los halos de inhibicién
Fuente. Ing. Jaime Molina
En funcion de los estadisticos descriptivos, en la grafica se observa de manera comparativa
que los valores del control positivo Clorhexidina al 0.12% son los mas altos con una media
de 17,60 mm; le sigue la media resultante de la de combinacion del extracto de manzanilla
y llantén (C), con un valor de 16,47mm; a continuacion el extracto de llantén (B) con una
media de 12,57mm y al final el extracto de manzanilla (A) con una media de 10,20mm de

halo inhibitorio.

Una vez obtenidos las medias de los grupos de estudio se las encasill6 dentro de las Pautas
de Duraffourd con el fin de obtener también el resultado cualitativo para la presente

investigacion.

Tabla 9. Efectividad Inhibitoria segun las Pautas de Duraffourd

Sustancias Nula (-) | Sensible ( | Muy Sensible (| Sumamente | Total

+) ++) sensible General
(+++)

Manzanilla 0 (100%) | 30 (100%) | 0 (100%) 0 (100%) 30

Llantén 0 (100%) | 30 (100%) | O (100%) 0 (100%) 30

Combinacion | 0 (100%) | 0 (100%) | 30 (100%) 0 (100%) 30

de manzanilla

y llantén

Clorhexidina | 0 (100%) | 0 (100%) | 30 (100%) 0 (100%) 30

0.12%

Agua 30 0 (100%) | 0 (100%) 0 (100%) 30

Destilada (100%)

Elaborado por: Autora
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Pautas de Duraffourd

17,5

16,57

0

A: Extracto de B: Extracto de C: Extracto de D: Clorexidina E: Agua
Manzanilla Llanten la combinacion Destilada
de manzanilla
y Llanten

Graéfico 2. Efectividad Inhibitoria segun las pautas de Duraffourd tenienndo en cuenta el
total de repeticiones y las sistancias empleadas

Elaborado por. Autora y Estadistico

Dentro de los resultados cualitativos se reflejé que los tres grupos de estudios presentaron
un resultado positivo de efectividad inhibitoria frente a Porphyromona gingivalis;
encasillandose en un rango de sensible (+) el extracto de manzanilla (matricaria
chamomilla) y el extracto de llantén (plantago major 1), seguido de la combinacion del
extracto de manzanilla y llantén que se encuentran en el rango de muy sensible (++); al igual

que el grupo de control positivo Clohexidina al 0.12%.

Para verificar si estas diferencias son significativas se realizan las pruebas no paramétricas.
- Pruebas no paramétricas: COMPARACION ENTRE VARIAS SUSTANCIAS

La utilizacion de estos métodos es recomendable cuando no se puede asumir que los datos

se ajusten a una distribucion conocida, y a su vez se pueden aplicar a datos de tipo

cuantitativo y cualitativo respectivamente.
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Cuando se compara tres 0 mas muestras se utilizan por lo general la prueba de Kruskal
Wallis.

- PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS

Ho: (hipdtesis nula) Las muestras proceden de poblaciones con la misma distribucion de
probabilidad (Medias similares)
Ha: (hipotesis alternativa) Existen diferencias respecto a la tendencia central de las

poblaciones.

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

20,00

—T1
1
5001 _

"

MEDIDAS

5,00
0,00 T T . | |
Manzanilla Llanten Combinacion  Clorhexidina  Agua Destilada
SUSTANCIAS
N total 180
Estadistico de contraste 138012
Grados de lihertad 4
Significacion asintdtica (prueba 000
bhilateral) '

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Grafico 3. Pruebas de Kruskal Wallis

Fuente. Autora
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De la Prueba de Kruskal-Wallis, el valor del nivel de significacion Sig. asintotica (prueba
bilateral) = 0,000) es inferior a 0,05; luego se acepta la hipotesis alternativa Ha, sefialando
que existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones; es decir no todas
las medias de las muestras son similares; pero las estadisticas de prueba se ajustan para

empates.

- Comparacién por parejas de sustancias

Para determinar cudales son similares o diferentes se hace la prueba dos a dos:

Tabla 10. Combinacion dos a dos de sustancias

Comparaciones por parejas de SUSTANCIAS

Agua Destilada
15,50

Llanién
73.08
L
Manzanilla
48,08

D

Clorhexidiia
129,42

Combinacisn @
111,42 éf}

Cada nodo muestra el rango promedio de muestra de SUSTANCIAS.

Muestra 1-Muestra 2 Il]e‘ pru;h.al E é;mlr Des;é [pr‘uell;a‘. Y Sig.  Sig. ajust.

Agua Destilada-Manzanilla 32583 11,134 2926 003 034
Agua Destilada-Llantén 57 583 11,134 5,172 0oo 000
Agua Destilada-Combinacion 95917 11,134 8615 Jalulu} 0o
Agua Destilada-Clorhexidina 13917 11,134 10,231 Julula] falula]
Manzanilla-Llantén -25,000 11,134 2,245 025 247
Manzanilla-Combinacion -63,333 11,134 -5 688 ooo ooo
Manzanilla-Clorhexidina -81,333 11,134 -7 305 Jalulu} 0o
Llantén-Combinacion -38.333 11,134 -3.443 001 006
Llantén-Clorhexidina -56,333 11,134 -5 060 000 000
Combinacion-Clorhexidina -18,000 11,134 -1 617 106 1,000

Cada fila prueha la hipdtesis nula hipdtesis nula de que las distribuciones de la muestra 1 y la muestra 2
son iguales.
Se muestran las significaciones asintdticas (prusbas bilaterales). El nivel de significancia es 05.

Fuente. Ing. Jaime Molina
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En la prueba dos a dos son similares cuando la Sig. es mayor a 0,05. Demostrando entonces
que son estadisticamente similares entre la Combinacion del extracto de manzanillay llantén
y el grupo control Clorhexidina al 0.12% con una Sig. de (p = 0,106). El resto de

comparaciones son estadisticamente diferentes.
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CAPITULO V

DISCUSION

Como lo demuestra la literatura y varias investigaciones la terapia periodontal convencional
es clinicamente efectiva ante cualquier paciente que presente periodontitis cronica. Sin
embargo, el uso de terapias complementarias junto con las convencionales, proporcionan

una mayor y mas rapida recuperacion de las condiciones periodontales.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran que si existe una
efectividad inhibitoria del extracto de manzanilla, extracto de llantén y la combinacion del
extracto de manzanilla y llantén sobre cepa de Porphyromona gingivalis ; comparando asi
su potencial inhibitorio en la medicion de sus halos de inhibicion, obteniendo un promedio
de efectividad de 10,20mm para el extracto de manzanilla, 12,47mm para el extracto de
Ilantén, y 16,57mm para la combinacion del extracto de manzanilla y llantén; asi como una

media de 17,60mm para el control positivo clorhexidina al 0.12%.

El presente estudio es pionero en su investigacion, por lo que no se puede comparar con los
resultados obtenidos en otras investigaciones, ya que no existen estudios in vitro frente a
Porphyromona gingivalis, en los que se haya aplicado el uso de los extractos de manzanilla,
extracto de llantén y de la combinacién de los extractos de manzanilla y llantén; pero si se
lo puede comparar con estudios, en donde se utilizaron otras bacterias orales, enfocados

especialmente en la posibilidad de reducir el nimero de éstas en la cavidad oral.

Gispert y Cantillo en su estudio in vivo para determinar la efectividad estomatoldgica de
una crema realizada a base de aceite esencial de Manzanilla, demostré que luego de
cepillarse una vez al dia durante 21 dias con esta crema dental se pudo observar que se
redujo significativamente la acumulacion de placa dentobacteriana, gingivitis y la reduccion
en el nimero de colonias de Streptococcus Mutans. (54) En relacion con la gingivitis, ésta

investigacion concuerda con la de Gaete y Oliva en el afio 2012; estudio in vivo), donde
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se evidencio que la manzanilla es efectivo en la reduccion de la inflamacion de la encia.
(24)

Se ha reportado también que un extracto de flor de manzanilla produjo in vitro una accion

inhibitoria sobre el Streptococcus mutans, Pseudomona y Candida Albicans. (55)

En un estudio in vitro realizado por Alvarado Veronica y cols en el afio 2012, se demostré que
el extracto hidroalcohdlico de llantén ( Plantago Major), posee efectividad inhibitoria sobre
cinco cepas bacterianas orales: Streptococcus Mutans, Lactobacillus Acidophilus,
Actinomyces viscosus, Prevotella intermedia, y Fusobacterium nucleatum implicadas en
patologias orales como caries dental y enfermedad periodontal; siendo mayor su sensibilidad
sobre la bacteria gram negativa Prevotella intermedia. (56). Si bien es cierto que dicha
investigacion no actia sobre Porphyromona gingivalis el procedimiento realizado para la
obtencion del extracto de llantén y la metodologia para determinar el efecto inhibitorio es

similiar al que se utilizo en el presente estudio, maceracion y difusion de disco respectivamente.

Rodriguez Ayne y cols, mediante el uso de una crema Plantago major, evidencié actividad
antifangica frente a Candida Albicans, (estudio in vitro). (57)

Asi como también las propiedades antihemorragicas descritas en un estudio documental
realizado por Abche K'y Quifionez 2005, en el cual se indica que el llantén tiene propiedades
astringentes, forma coagulos en heridas y mucosas, siendo eficaz ante la inflamacién y

sangrado. (58)

De la combinacién de extractos de manzanilla y llantén existe Gnicamente un estudio in vivo
realizado por Arteaga S, Davila y cols en el mes de enero del presente afio, en donde se
utilizé un gel a base de manzanilla y llantén sobre 20 pacientes que presentaban gingivitis,
demostrando después de 18 dias que todos presentaron mejoria clinica como color,
consistencia, textura, contorno e inflamacion de los tejidos blandos, y al realizar
nuevamente el sondaje en todos se evidencid la ausencia de sangrado; concluyendo los
autores de este estudio que con la aplicacion de un gel de bajo costo y de facil fabricacion,
se obtuvieron resultados altamente satisfactorios que corroboran la efectividad del mismo en
la mejora y mantenimiento de la salud oral, siendo mayor que al ser utilizadas las plantas de

manzanilla y llantén individualmente (59)
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Los estudios existentes realizados tanto in vitro como in vivo entorno a este campo,
demuestran la utilidad potencial de estos fundamentos para controlar las principales
afecciones e infecciones de la boca como son la Caries dental y Enfermedad periodontal asi

como también la Halitosis y Candidiasis.

Es asi como Moreno Arisleidis y Cafiada Alfredo en su investigacion justifican el uso de la
fitoterapia combinada, argumentando que los pacientes continan sus indicaciones médicas
en la casa porque las afecciones necesitan curaciones durante varios dias y las plantas para
tal objetivo pueden ser adquiridas del medio natural o en las farmacias, lo cual resulta barato,
asequible y de facil administracion, a la vez que constituye un impacto socioeconémico y
corrobora los criterios actuales de incrementar el empleo de la medicina natural y tradicional,

como alternativa terapéutica con que cuenta el pueblo. (60)

64



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se determiné mediante la presente investigacion in vitro que el extracto de
manzanilla (Matricaria chamomilla), extracto de Ilantén ( Plantago major I.) y la
combinacion del extracto de manzanilla y llantén si poseen un efecto inhibitorio

sobre el crecimiento bacteriano de Porphyromona gingivalis.

El extracto de manzanilla (Matricaria chamomilla) presento efecto inhibidor sobre
cepa de Porphyromona gingivalis con un promedio en sus halos de inhibicion de

10,20 mm, seguido del extracto de llantén con una media de 12,57mm.

Se determind que la combinacion del extracto de manzanilla y llantén posee el mayor
efecto inhibidor sobre cepa de Porphyromona gingivalis con un promedio en sus

halos de inhibicién de 16,47mm

Al comparar el efecto inhibitorio del extracto de manzanilla (matricaria
chamomilla), extracto de llantén ( plantadgo major I.) y la combinacion del extracto
de manzanilla y llantén; con la Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Porphyromonas
gingivalis se determiné que la clorhexidina es mayor con una media de 17,60 mm,
seguida de la combinacion del extracto de manzanilla y llantén con una media
16,47mm, siendo estadisticamente similares entre si, determinada por la prueba de

analisis Kruskall Wallis.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda emplear el presente estudio como base para posteriores
investigaciones donde las plantas de manzanilla (Matricaria chamomilla), extracto
de llantén ( Plantago major I.) y la combinacion de manzanilla y llantén sean
aplicadas in vitro en otras bacterias periodonto - patdgenas, con el fin de demostrar
su eficacia inhibitoria sobre ellas.

Realizar el mismo estudio pero con mas repeticiones para dar mayor validez

cientifica.

Continuar con la investigacion sobre el sinergismo de plantas medicinales, con el
fin de garantizar la unién o no de éstas como uso medicinal en la salud oral; y a
través de la realizacion de estudios cromatogréficos identificar individualmente los

componentes del principio activo que actuan sobre las bacterias.

Valorar los resultados que arroj6 éste estudio a favor de éstas plantas con el fin de
aconsejar al profesional Odontélogo a la hora de dar wuna terapia alternativa
coadyuvante para tratar la enfermedad periodontal y que sea del alcance de toda la

poblacion tanto urbana como rural.

Explorar a fondo todas las propiedades que presentan las plantas medicinales, tanto

beneficios y dafios antes de ser usados a favor de la salud oral.
Elaborar estudios in vivo; que permita determinar el comportamiento de los

extractos de manzanilla, llantén y la combinacion de los dos, asi como también

estudios que permitan determinar la sustantividad de éstos.
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ANEXQOS

Anexo 1. Cepa de Porphyromona Gingivalis ATCC33277
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Anexo 2. Autorizacién - Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ingenieria
Quimica y Agroindustria de la Escuela Politécnica Nacional.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIDAD DE GRADUACION, TITULACION E INVESTIGACION

Oficio No. 01143- 2017-CUTGI

Quito, D.M 3 de Julio del 2017

ASUNTO: AUTORIZACION

Seifor Ingeniero

GONZALO JACOME

DOCENTE DEL LABORATORIO DE QUIMICA ORGANICA
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA Y AGROINDUSTRIA
ESCUELA POLITECNICA NACIONAL

Presente

De mi consideracion:

Solicito a usted de la manera mas comedida permita acudir a la Institucién que tan
acertadamente dirige al(a) sefor(ita) BORJA VALVERDE VALERIA CAROLINA,
egresado(a) 2016-2017 de la Facultad de Odontologia, para realizar el proyecto de
investigacion cuyo tema es: “Efecto inhibitorio del extracto de manzanilla {(Matricaria
Chamomilla), extracto de llantén (Plantago major L) y la combinacidn del extracto de
manzanilla y llantén comparado con la clorhexidina sobre cepas de Porphyromona
Gingivallis”. Para el efecto se requerira el asesoramiento y la utilizacion del
laboratorio. Requisito previo para la obtencion del titulo de Odontdlogo.

Por la favorable atencion que se digne dar a la presente, anticipo mis agradecimientos,

Atentamente,

Dra. Karina Farfan / -
COOQORDINADORA UTGI \

SB

Ciudad Universitaria — Telefax: 321.50.82 ext. 213 — Casillal7-03-76 — E-mail: isifo@hotmail.es
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Anexo 3. Autorizacion - Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de
la Universidad Central del Ecuador.

FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIDAD DE GRADUACION, TITULACION E INVESTIGACION

Oficio 0955-2017- CUITG

Quito, D.M. 31 de mayo del 2017

Doctor

Juan Viteri

Jefe del Laboratorio de Microbiologia
Presente

De mi consideracidon:

Solicito a usted de la manera mas comedida permita acudir al Laboratorio de
Microbiologia, y preste el asesoramiento técnica para el desarrollo del proyecto de
investigacién  alla) sefior(ita): BORJA VALVERDE VALERIA CAROLINA,
egresada(o)/estudiante de la Facultad de Odontologia periodo 2016-2017, para
realizar el Proyecto de Investigacidn cuyo tema es: “Efecto inhibitorio del extracto
de manzanilla {Matricaria Chamomilla), extracto de llantén (Plantago major L) y la
combinacion del extracto de manzanilla y llantén comparado con la clorhexidina
sobre cepas de Porphyromona Gingivallis”. Para la realizacién de su trabajo requiere
utilizar la incubadora y otros equipos para los analisis correspondientes. Requisito
previo para la obtencién del titulo de Odontdlogo.

Por la favorable atencién que se digne dar a la presente, anticipo mi agradecimiento.

Atentamente,

Ao D
Dra. Karina Fa:&

COORDINADORA UTGI
™| 7— o3 —-207TF

Sb

Cec: Lic. Yolanda Andrade ﬁ}j@ﬁﬁ?@'ﬂm_—"i
AR

FECHAS EN LABO RATORIO ............................

S S T

HORAS A UTILIZAR .. it

Ciudad Universitaria — Telefax: 321.50.82 ext. 213 - Casillal7-03-76 - E-mail: isifo@hotmail.es
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Anexo 4. Protocolo de activacion de la cepa bacteriana Porphyromona Gingivalis

KWIK-STIK™ Instructions for Use

Please add the: packaging option to the catalog number when placing an order: P = KWIK-STIK™ 2 Pack,
S = KWIK-STIK™ 10 Pack. Example: 0335P, 03355

-

i Allow the unopened

i1 KWIK-STIK™ pouch to equilibrate to
i room temperature. Tear open pouch
#1 at notch and remove the KWIK-

i STIK™ unit.

] Tear off Pull-Tab portion on the
4 label and attach it to the primary

4 culture plate or QC record. Do not
disassemble the device during

4 hydration.

Pinch (once only)

# the ampoule at the top of the

% KWIK-STIK™ (just below the fluid

1 meniscus of the ampoule) found in
8 the cap to release the hydrating flui

2

w

(

.1 Hold vertically and

i1 tap on a hard surface

! to faciltate flow of luid
{1 through shaft into

I bottom of unit

17 containing pellet.

!1 Allow the hydrating
i fluid to flow through the
{1 swab shaft and into the
L1 bottom portion of the unit
% containing the pellet.

T T

i Using a pinching
1 action on the
4 boltomn portion

11 of the unit, crush

! the pellet in the

i fluid until the pellet
! suspension is
\homogenous.

s

| IMMEDIATELY heavily saturate the
£ swab with the hydrated material
& and transfer to agar medium.

sing proper biohazard disposal,
iscard the KWIK-STIK™.

IMMEDIATELY incubate the §
inoculated primary culture . §
plate(s) at temperature and

15 by gently rolling the swab over ‘a} Using a sterile loop, streak to dit o ne B
i one-thir & facilitate colony isclation. conditions appropriate to the g
;311 one-third of the plate. y g Y microorganism

Visit www.microbiologics.com or call 320.253.1640 to place your order!
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Anexo 5. Permiso para usar espacios de desechos infecciosos en la Clinica Integral

Quito 31 de mayo del 2017

DOCTORA. MARINA DONA
CORDINADRORA GENERAL DE LAS CLINICAS.

Presente:

De mi consideracion.

Yo, Valeria Carolina Borja Valverde con CI. 0202317012; Egresada de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central, periodo 2016-2017, me dirijo a Ud. para
solicitarle de la manera mas comedida me autorice utilizar los espacios de desechos
infecciosos en la Clinica Integral, para depositar los materiales que se utilizaran en el
proyecto de investigacidon cuyo tema es ¢ EFECTO INHIBITORIO DEL
EXTRACTO DE MANZANILLA (MATRICARIA CHAMOMILLA), EXTRACTO
DE LLANTEN ( PLANTAGO MAJOR L) Y LA COMBINACION DEL
EXTRACTO DE MANZANILLA Y LLANTEN COMPARADO CON LA
CLORHEXIDINA SOBRE CEPAS DE PORPHYROMONA GINGIVALIS™;
requisito previo a la obtenciéon del titulo de Odontéloga; éstos materiales tendran un
peso aproximado de 1kg, cuyo contenido serd gorros, mascarillas, guantes de manejo.

Por la favorable atencion se digne en dar a la presente, anticipo mis sinceros
agradecimientos.

Atentamente

Valeria Borja Valverde

0202317012
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Anexo 6. Manual de desechos

MANUAL DE DESECHOS

Para realizar la correcta manipulacion de desechos se seguiran parametros establecidos en el
Reglamento de manejo de desechos infecciosos para la red de servicios de salud en el
Ecuador realizado por el Ministerio de Salud Publica, por lo cual se cita los siguientes

articulos:

Art. 4. Para efectos del presente reglamento, los desechos producidos en los
establecimientos de salud se clasifican en:

a. Desechos generales 0 comunes.

b. Desechos infecciosos.

c. Desechos especiales.

b.-Desechos infecciosos.

Son aquellos que contienen gérmenes patdgenos que implican un riesgo inmediato o
potencial para la salud humana y para el ambiente.

Son desechos infecciosos

b.2 Desechos anatomo-patoldgicos: o6rganos, tejidos, partes corporales que han sido

extraidos mediante cirugia, necropsia u otro procedimiento médico

Art.10.- Los desechos infecciosos y patoldgicos seran colocados en recipientes plasticos de

color rojo con fundas pléasticas de color rojo.

Art.26.-
Los desechos seran recolectados, debidamente clasificados y empacados para transportarlos
desde los sitios de generacion a los almacenamientos intermedio y final.
Art.28.- El tratamiento de los desechos infecciosos consiste en la inactivacion de la carga
contaminante bacteriana y/o viral en la fuente generadora
Art. 29.- Los métodos de tratamiento de los desechos infecciosos son:

a. Esterilizacion (autoclave): Mediante la combinacion de calor y presion

proporcionada por el vapor de agua, en un tiempo determinado.
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b.-Desinfeccion quimica: Mediante el contacto de los desechos con productos quimicos
especificos.

Art.35.-La disposicion final es un método de confinacion de los desechos infecciosos y
especiales generados en las instituciones de salud, que se realizara de acuerdo a lo
establecido en el presente reglamento.

Art.44.-Es Obligatorio que todo el personal que manipula los desechos infecciosos,
cortopunzantes, especiales y comunes utilicen las medidas de proteccion de acuerdo a las

normas nacionales e internacionales,
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Anexo 7. Certificado de la elaboracion de la parte experimental del estudio

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Quito 13 de Julio del 2017

CERTIFICADO

Certifico que la Sefiorita Valeria Carolina Borja Valverde con CI. 0202317012, realizé
el trabajo experimental in vitro de los extractos de manzanilla, llantén y combinacion de
manzanilla y llantén sobre Porphyromona Gingivalis; en 30 medios de cultivo; asi
como también la medicion de los halos de inhibicion que éstos presentaron para su
trabajo final de tesis.

Actividades que se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Odontologia.

Dicho estudio se realizé con toda las normas de calidad establecidas.

o cudvadil
S

Lcda. Yolanda Andrade

Encargada del Laboratorio de Microbiologia
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Anexo 8. Halos de inhibicién

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

ESTUDIANTE: Valeria Carolina Borja Valverde
Muestra: 30 medios de cultivo
Extractos: Manzanilla, llantén y combinacién de manzanilla y llantén

Fecha de Andlisis: 12 de julio del 2017

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE MANZANILLA (MATRICARIA
CHAMOMILLA), EXTRACTO DE LLANTEN ( PLANTAGO MAJOR L.) Y LA
COMBINACION DEL EXTRACTO DE MANZANILLA Y LLANTEN
COMPARADO CON LA CLORHEXIDINA SOBRE CEPAS DE
PORPHYROMONA GINGIVALIS”

Medio de Cultivo utilizado: Agar Sangre
Cepa de Estudio: Porphyromona Gingivalis
(B) (D)
B ltmm | 12mm | 18mm Tomm | Omm
2 10mm 11mm 15mm 17mm Omm
3 12mm 13mm 16mm 18mm Omm
4 12Zmm 14mm 16mm 17mm Omm
5 10mm 15mm 19mm T6mm Omm |
6 9mm 12mm 16mm 17mm Omm
7 10mm 12Zmm 15mm 17mm Omm
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8 9mm 14mm 18mm 18mm Omm
9 11mm 13mm 16mm 18mm Omm
10 11mm 14mm 17mm 18mm Omm
11 10mm 12mm 16mm 19mm Omm
12 10mm 12mm 16mm 18mm Omm
13 1Imm 11mm 16mm 17mm Omm
14 8§mm 13mm 15mm 18mm Omm
15 10mm 12mm 16mm 17mm Omm
16 12mm 13mm 17mm 18mm Omm
17 11mm 12mm 18mm 17mm Omm
18 10mm 14mm 17mm 17mm Omm
19 9mm 15mm 18mm 17mm Omm
20 Ilmm 12mm 18mm 18mm Omm
21 9mm 10mm 15mm 17mm Omm
22 9mm 12mm 16mm 19mm Omm
23 10mm 10mm 17mm 18mm Omm
24 9mm 12mm 16mm 18mm Omm
25 10mm 13mm 15mm 17mm Omm
26 12mm 14mm 16mm 18mm Omm
27 9mm 11mm 16mm 17mm Omm
28 10mm 13mm 17mm 18mm Omm
29 1lmm 12mm l6mm 18mm Omm
30 10mm 14mm 17mm 17mm Omm

J

Leda. Yolanda Andrade

Encargada del Laboratorio de Microbiologia
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Anexo 9. Renuncia al trabajo estadistico

Quito, DM 14 de Julio del 2017

A quien corresponda:

Yo, Ing. Molina Arauz Jaime Reinaldo con CI 1709175275, por el presente renuncio a
todos los derechos de autor y propiedad intelectual relacionado al trabajo estadistico,
andlisis de resultados, matriz o variables realizado en el trabajo titulado EFECTO
INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE MANZANILLA (MATRICARIA
CHAMOMILLA), EXTRACTO DE LLANTEN ( PLANTAGO MAJOR L) Y LA
COMBINACION DEL EXTRACTO DE MANZANILLA Y LLANTEN
COMPARADO CON LA CLORHEXIDINA SOBRE CEPAS DE PORPHYROMONA
GINGIVALIS” de la Srita. Valeria Carolina Borja Valverde, por lo tanto puede hacer uso

del presente como a bien tuviere.

Atentamente:

U \\*?\ibp’/, A
‘QQ"‘L%‘ al
7~ ,f )

CI 1709175275
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THEME: “Inhibitory effect of chamomile extract (feverfew chamomile), plantain
extract (plantago major) and the blend of the chamomile extract and plantain one
compared with the chlorhexidine on Porphyromona gingivalis stain.”

Author: VALERIA CAROLINA BORJA VALVERDE
Tutor: DR. JUAN PABLO JARAMILLO BURNEO

ABSTRACT

In the Periodontal disease the use of conventional therapies together with the
complementary ones, provide a major recovery of the periodontal conditions; the
modern world is retaking the use of the natural medicine to heal or relieve certain
diseases, not only for being a healthier, effective and accesible means to the higher
part of the society, but because it offers a wide field for study and research, under
the perspective that the empirical has a scientific basis. The present research has as
aim to demonstrate through an in vitro study, the inhibitory effect of chamomile
extract, plantain extract and the blend of chamomile and plantain on Porphyromona
gingivalis strain. This study was made up in thirty (30) bacterial crops, putting in
its interior sterile white embedded discs of each extract, taking as positive control
the chlorhexidine at 0,12% and distilled water as negative control. The obtained
results in this study reflected a positive effect of inhibition of the three extracts face
Porphyromona gingivalis; demonstrating thus its inhibitory potential in the measure
of its inhibition halos, obtaining an average of the effectiveness of 10,20mm for the
extract of chamomile, the plantain extract got 12,47mm, and the blend of the of the
chamomile extract and plantain an average of 16,57mm, being higher the inhibitory
effect for the blend of the chamomile extract and plantain followed to the inhibitory
halo of the control substance Chlorhexidine 0.12% of 17.50mm; resulting these two
lasts statistically similar from each other, determined by the Kruskall Wallis
analysis test.

KEY WORDS: Periodontal Disease, Porphyromona gingivalis, Feverfew
chamomilla, plantago major

I CERTIFY that the above is a true and correct translation of the original

document written in Spanish.

UMACAPACITACION
= by o e ¥ CAPACITACION & CONSULTORIA
_.“'/zgs’—ﬁét A RUC: 0603266024001
Af: a. Indira Sterwart. l..".l......c.g

E-MAIL: yinacapacitacion Lhotmail.c ni @ hotmait,

C.C: 1757623044 it Preais Indoamericn #1502 Tt 026190708 050704515

Registro Senescyt: 862183198
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