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RESUMEN

La resistencia antibacteriana en un tratamiento de conductos produce re-infecciones siendo estas
polimicrobianas comprendiendo bacterias anaerobias estrictas y facultativas. Por ello se busco
evaluar la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa, Cronton
lechleri e hipoclorito de sodio sobre cepas de Enterococcus faecalis. Para el estudio in vitro de
corte transversal con enfoque cuantitativo, se usd la cepa ATCC-29212 del E. faecalis, los
extractos hidroalcohélicos de las vainas de guarango, la corteza de sangre de drago obtenidos
por el método de maceracién en concentraciones 25%, 50%, 75% y 100%, se reactivo la cepa
de E. faecalis mediante cultivos de Agar Sangre, se prepararon 30 cultivos con agar Mueller
Hinton para inocular la bacteria, se uso el método de pocillos para los extractos, estos medios
fueron incubados a 37°C, el control positivo fue el hipoclorito de sodio al 5,25%, el negativo
fue los pocillos sin ningun extracto, se midieron los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas.
Para la comparacion de variables se utilizé el test Anova bajo el método de Tukey, los resultados
demostraron una asociacion estadistica (p= 0,000 y 0,0001). Se comparo la sangre de drago con
el guarango, siendo la mejor concentracion el 100% en ambos casos, posteriormente fueron
comparadas con el hipoclorito de sodio al 5,25%. EI guarango al 100% present6 mayor halo de
inhibicion a las 24 horas con una media de 19mm + 1,22, a las 48 horas la media fue 21,11mm
+2,26. El Cronton lechleri al 100% present6é un halo de inhibicion superior con una media de
16,33mm £2,33 y 17,56mm %3 tanto a las 24 y 48 horas respectivamente. Al comparar el efecto
antibacteriano de ambos extractos con relacién al hipoclorito de sodio al 5,25% el guarango al
100% mostré una media de 21,11mm 2,26, la sangre de drago 17,56mm %3y el hipoclorito de
14,33+3,39mm. En conclusion, ambos extractos formaron halos de inhibicion frente a cepas de
E. faecalis, siendo esta muy sensible al guarango al 100% a las 24 horas y sumamente sensible
a las 48 horas dentro de la escala de Duraffourd. La cepa frente a la sangre de drago al 100%
resultd ser muy sensible tanto a las 24 y 48 horas. Los halos de inhibicion del guarango al 100%
superaron a la sangre de drago e hipoclorito de sodio. Se recomienda la utilizacion de estos
extractos en reemplazo del hipoclorito de sodio por su alto grado de sensibilidad en caso de

infecciones por E. faecalis.

Palabras claves: Enterococcus faecalis, Cesalpinia spinosa, Cronton lechleri, hipoclorito de

sodio, extracto hidroalcohdlico.



ABSTRACT

Antibacterial resistance in root canal treatment produces polymicrobial reinfections that include strict and
facultative anaerobic bacteria. Therefore, the antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of Caesalpinia
spinosa, Cronton lechler, and sodium hypochlorite on Enterococcus faecalis strains was evaluated. For the in
vitro cross-sectional study with a quantitative approach, the E. faecalis strain ATCC-29212 was used, the
hydroalcoholic extracts of guarango pods, the dragon's blood bark obtained by the maceration method at
concentrations of 25%, 50%, and 75% and 100%, the E. faecalis strain was reactivated through Blood Agar
cultures, 30 cultures were prepared with Mueller Hinton agar to inoculate the bacteria, the healthy method was
used for the extracts, these media were incubated at 37 © C, the positive control was 5.25% sodium hypochlorite,
the negative was the wells without any extract, the inhibition halos were measured at 24, 48 and 72 hours. For
the comparison of variables, the ANOVA test was used under the Tukey method; the results showed a statistical
association (p = 0.000 and 0.0001). Dragon's blood was compared with guarango, the best concentration being
100% in both cases; later, they were compared with sodium hypochlorite at 5.25%. The 100% guarango
presented a greater inhibition halo at 24 hours with an average of 19 mm + 1.22; at 48 hours, the average was
21.11 mm + 2.26. The 100% Cronton lechleri presented a higher inhibition halo with an average of 16.33 mm =+
2.33 and 17.56 mm + 3 at 24 and 48 hours respectively. When comparing the antibacterial effect of both extracts
in relation to 5.25% sodium hypochlorite, 100% guarango showed an average of 21.11 mm =+ 2.26, dragon's
blood 17.56 mm = 3, and hypochlorite 14.33 £ 3.39 mm. In conclusion, both extracts formed inhibition halos
against E. faecalis strains, being very sensitive to 100% guarango at 24 hours and extremely sensitive at 48 hours
within the Duraffourd scale. The strain against 100% dragon's blood was susceptible at 24 and 48 hours. The
inhibition halos of 100% guarango exceeded those of dragon's blood and sodium hypochlorite. These extracts

are recommended to replace sodium hypochlorite due to their high sensitivity in the case of E. faecalis infections.

Keywords: Enterococcus faecalis, Cesalpinia spinosa, Cronton lechleri, sodium hypochlorite, hydroalcoholic

extract.

Reviewed by:

Lic. Eduardo Barreno Freire. Msc.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El siguiente estudio analiza la actividad antibacteriana de los extractos vegetales, teniendo en
cuenta que en la actualidad el uso de la medicina natural ha tomado gran relevancia en varios
tratamientos debido a los beneficios que ofrecen, dentro de estos tenemos la Caesalpina Spinosa
(guarango) cuya capacidad es reducir o eliminar los microorganismos, ademas cuenta con
propiedades antiinflamatoria, antibacteriana, anticancerigenas entre otros. El Cronton lechleri
(sangre de drago) brindan propiedades desinfectantes, antiinflamatorias, antimicrobianas,

antivirales, y ayuda en la renegacion de los tejidos. 2

Esta investigacion es de interés académico y profesional ya que nos permite conocer las
diferentes propiedades que poseen los extractos vegetales sobre el Enterococcus faecalis,
obteniendo de esta manera nuevas alternativas terapéuticas que puedan inhibir o eliminar este
microorganismo y puedan ser usados para evitar el fracaso endodontico. En este proyecto se
estudio el efecto antibacteriano de la Caesalpina Spinosa (guarango), el Cronton lechleri
(sangre de drago) e hipoclorito de sodio frente al E. faecalis el cual estd directamente
relacionado con el fracaso endoddntico, mismo que afecta a personas de todas las edades, paises

desarrollados y subdesarrollados siendo una problematica a nivel mundial.

En cuanto a la metodologia es de tipo aplicada, descriptiva y cuasi experimental porque
mediante un andlisis in vitro, se analiza la actividad antibacteriana de los extractos
hidroalcohdlicos de las plantas Caesalpinia spinosa (guarango), Cronton lechleri (sangre de
drago), hipoclorito de sodio sobre E. faecalis y los resultados obtenidos seran dados a conocer.
Ademas, serd de corte transversal debido a que los cultivos seran examinados dentro de un
tiempo determinado. La técnica empleada fue la observacion de los cultivos y la bitacora fue

usada como instrumento donde se anotaron los resultados obtenidos.

El objetivo principal es evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de
Caesalpinia spinosa (guarango), Cronton lechleri (sangre de drago) e hipoclorito de sodio sobre
E. faecalis cepa ATCC 29212.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una préctica habitual en Odontologia es la Endodoncia, pues es un tratamiento que permite
conservar los dientes en boca, y el éxito de la terapia de conductos depende de algunos factores
como: una correcta conformacion, limpieza y desinfeccion de conductos radiculares.® Sin
embargo, uno de los desafios mas grandes del tratamiento de conductos es eliminar totalmente
las bacterias presentes en los conductos, pues segun estudios, los fracasos endodoénticos estan
asociados a presencia de bacterias como E. faecalis (80 al 90%) y E. faecium (5 al 10%). &2

Segun Balandrano menciona que, solo la instrumentacion mecéanica no elimina completamente
los microorganismos presentes en los conductos radiculares, sino que, es indispensable hacer
uso de sustancia irrigadoras durante el tratamiento endodéntico. ® Es por ello que, la sustancia
irrigadora més usada en Endodoncia es el hipoclorito por su gran capacidad antimicrobiana,
pues investigaciones han demostrado que es efectivo en contra de E. faecalis y S. epidermidis.
56 Actualmente se han realizado investigaciones que ofrecen nuevas alternativas de origen
natural como son los extractos de plantas, los cuales pueden tener una actividad antibacteriana

similar o mayor al hipoclorito de sodio.

Un estudio realizado en Per( por Bornaz demostré que, el guarango al 60% tuvo mayor efecto
antimicrobiano contra el E. faecalis que el hipoclorito al 5,25%, pues la C. Spinosa tuvo un halo
alrededor de 6,33 mm mientras que el hipoclorito tuvo un halo inhibitorio promedio de
2,826mm. ) Pareja y colaboradores en su investigacion concuerdan que, el extracto del
guarango tiene gran actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecalis, Streptococcus sanguis y menor actividad contra Streptococcus mutans. ©

Por otro lado, en la Universidad de San Marcos se estudio el efecto antimicrobiano de Croton
lechleri y se obtuvo como resultado que las concentraciones de la sangre de drago al 100% y
50% impidieron el crecimiento bacteriano del E. faecalis, alcanzando una actividad bactericida
en la concentracion de C. lechleri al 100%. @ Sin embargo, en un estudio in vitro realizado en
cepas bacteriana ATCC en Cuenca se concluy6 que la sangre de drago no presentd efecto
antimicrobiano para las cepas analizadas (Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli
25922). ©
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Al realizarse una investigacion en la Universidad Catdlica de Cuenca se concluyé que, el halo
de inhibicion del extracto de Guarango al 60 % tuvo mejores resultados que el hipoclorito de
sodio al 5,25 %, pues la Caesalpinia spinosa al 60% logré un halo de 6,33mm frente al E.
Faecalis y el hipoclorito logré un halo de 2,82 mm. @ Asi también, un estudio realizado en
Quito evidencio que, el extracto alcohdlico del guarango al 100% tuvo actividad antibacteriana
similar al hipoclorito sobre el E. faecalis pero con una sustantividad mayor a las 48 y 72 horas

en comparacion con la duracion del efecto antimicrobiano del hipoclorito. 9
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3. JUSTIFICACION

La cavidad oral al tener un habitat himedo, nutritivo y célido crea un ambiente ideal para el
crecimiento y desarrollo de los microorganismos. El fracaso endodontico es una complicacion
a nivel mundial, considerando a los enterococos como agentes causales de infecciones, siendo
las 2 especies més significativas el E. faecium y E. faecalis. El E. faecalis es una bacteria
anaerobia ubicado en los conductos internos radiculares de los dientes, cuya capacidad es la
colonizacién de tabulos dentinarios, sobrevivir y crecer en ambientes extremadamente toxicos
para las bacterias, esta capacidad de resistencia del E. faecalis, esta asociada a su capacidad de
subsistencia en los conductos dentarios que han sido sometidos a tratamientos endodénticos,

siendo una de las razones para que exista un fracaso endodéntico. )

Recientemente la medicina natural ha tomado gran relevancia debido a los multiples beneficios
que nos dan las plantas medicinales del Ecuador, es preciso mencionar que dichas plantas
presentan un efecto antibacteriano similar o igual a las diferentes sustancias irrigadoras usadas
en endodoncia, es importante sefialar que al ser extractos hidroalcohdlicos de origen natural
presentan menos efectos secundarios. La Caesalpina spinosa, cominmente conocida como
guarango tiene la capacidad de reducir o eliminar microorganismos, ademas de ser un excelente
cicatrizante. EI Cronton lechleri conocido como sangre de drago es una planta que brinda
propiedades brindan propiedades desinfectantes, antiinflamatorias, antimicrobianas,
antirreumaticas, antivirales, anticancerigenas y ayuda en la renegacion de los tejidos. Ambas

plantas al ser de origen natural tiene menor cantidad de efectos adversos. ¢

La presente investigacion busca determinar la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico del guarango y sangre de drago en diferentes concentraciones frente al
Enterococcus faecalis, mediante un analisis in vitro de tipo aplicada, descriptiva transversal y
cuasi experimental. Ademas, sera de corte transversal debido a que las muestras seran tomadas
y examinadas dentro de un tiempo determinado. La técnica serd el método de pocillos y la
bitacora servira como instrumento de recoleccion de datos. Esta investigacion sera supervisada
por un profesional del area de microbiologia, el proyecto se lo realizara en los laboratorios de

la Universidad Nacional de Chimborazo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcoholico de Caesalpinia spinosa, Cronton

lechleri e hipoclorito de sodio sobre Enterococcus faecalis cepa ATCC 29212

4.2. Objetivos especificos

e Comprobar la actividad antibacteriana del extracto hidroalcoholico de Caesalpinia
spinosa al 100%, 75%, 50% y 25% sobre Enterococcus faecalis cepa ATCC 29212

e Comprobar la eficacia del extracto hidroalcoh6lico de Cronton lechleri al 100%, 75%,
50% y 25% sobre Enterococcus faecalis cepa ATCC 29212

e Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohodlico de Caesalpinia spinosa
y Cronton lechleri con relacion al hipoclorito de sodio sobre el Enterococcus faecalis.
cepa ATCC 29212

e Determinar si existe un efecto de sustantividad en el extracto hidroalcohdlico de

Caesalpinia spinosa, Cronton lechleri y el hipoclorito a las 24, 48h y 72h.
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CAPITULO II

5. MARCO TEORICO

5.1. Microbiota bucal

Es el conjunto de microbios que se encuentran en todos los individuos y juegan un papel
fundamental en las funciones del ser humano. Después de la microbiota del intestino, la
microbiota bucal tiene la segunda microbiota mas compleja y es reconocido como uno de los

ecosistemas microbianos mas antiguos. 2

Los microorganismos de la boca no se encuentran facilmente en otros lugares, ni en el medio
ambiente ni en otros habitats del cuerpo humano. La microbiota oral contiene 774 especies de
bacterias orales que contribuyen a la salud. EI 58% tienen designacion oficial, el 16% no tienen
una denominacion, pero son cultivados y el 26% no son cultivados. Sin embargo, en promedio,

cualquier persona alberga alrededor de 200 especies. 314

Es preciso mencionar que, en la cavidad oral existen una variedad de especies microbiologicas,
entre ellas las del género Streptococcus, estas bacterias se encuentran con frecuencia en los
tejidos blando, legua y saliva. Las Actinomyces estan presentes en las fisuras de la lengua y en
los dientes a nivel supra e infra gingival. Las bacterias aisladas en todos los habitats de la cavidad

bucal son las Neisseria mucosa y Veillonella parvula. ¥

5.2. Biofilm

El biofilm es un conjunto de microorganismos los cuales pueden llegar a reproducirse y crear
grandes colonias. Costerton y colaboradores fue quien dio una caracteristica mas completa al
definirla como una poblacion organizada de microorganismos dentro de una matriz polimérica,
producida por si mismos, la cual le permite adherirse a la superficie. Este biofilm esta
relacionada con infecciones cronicas, ya que ha desarrollado inmunidad a los antibiéticos, por

el uso descontrolado que se le ha dado por lo que es importante buscar opciones de tratamiento.
(16)
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5.3. Fracaso endoddntico

Ha incrementado considerablemente la cantidad de piezas dentarias que requieren tratamiento
de conductos en los ultimos afios. Se menciona que puede existir un 90% de casos favorables,
pero en el otro 10% puede fracasar el tratamiento. Este porcentaje puede variar pues otra
literatura menciona que, la tasa de éxito esta entre un 86 y 95% Yy la incidencia o frecuencia de
fracaso durante la terapia de canales entre un 25 a un 40% de los casos. Estos fracasos de la
terapia endodontica se puede dar por causas anatdmicas como conductos accesorios no
detectados, capacidad de resistencia de bacterias, inadecuado procedimiento clinico, tanto
endodonticas como de operatorias dentales, que puede ser sobreobturacion, subobturacion,

filtracion coronal, tratamiento sin finalizar. *®

En un estudio realizado en el 2017 se encontro que las mujeres tuvieron mayor fracaso de
conductos con un porcentaje de 61.1 % por otro lado el grupo de edad con mayor incidencia fue
de 35 a 59 afios con un porcentaje de 42.2 %. Un estudio realizado en el 2016 indica que los
incisivos centrales y premolares son los dientes que méas han pasado por un proceso de
endodoncia ademas mencionan que el fracaso de los mismos pueden darse alrededor de los 24

meses acompafiado de signos y sintomas que denotan dicho fracaso. ¥
5.4. Enterococcus faecalis

Los Enterococcus son bacterias Gram positivas, bajo el microscopio puede observarse en
cadenas o parejas cortas, no poseen capsula, no forman esporas y son anaerobios facultativos.
Constituyen parte de la microbiota gastrointestinal del ser humano y animales, esencialmente
en el yeyuno e ileon. Esta formado por proteinas que ayuda a la adherencia de la bacteria a la
dentina. Los medios de transmision son de forma directa es decir entre una persona infectada y
una susceptible, por contacto con superficies contaminadas o por contacto fecal-oral. Para
identificar que las infecciones son producidas por enterococos se debe aislar a la bacteria del

lugar de la infeccion. ©

Posee varios factores de virulencia produciendo invasion e infeccion al huésped, de esta manera
inhibe su respuesta inmune dificultando algln tratamiento contra ellos, dentro de esos factores
tenemos las enzimas liticas, sustancia de agregacion, citolisina y acido lipoteicoico, estas

enzimas se adhieren al hospedero haciendo que los linfocitos no cumplan con la funcion de
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bloguear infecciones, eliminar microorganismos y activar macrofagos aumentando asi la
virulencia de otras bacterias. Este microorganismo tiene la capacidad de permanecer inactivo
durante largos periodos de tiempo hasta que se desarrollen los nutrientes necesarios para su

activacion. 10

El E. faecalis se encuentra en menor porcentaje en la cavidad bucal, varios estudios lo han
asociado a infecciones periapicales cronicas, bolsas periodontales y necrosis pulpar. Este
microorganismo tiene la habilidad de formar biofilm, el cual le permite colonizar superficies

bioldgicas e inertes, protegiéndo de diferentes antibidticos y de la accion fagocitaria.

5.5. Enterococcus faecalis y su relacion con Endodoncia

Una problematica frecuente en el tratamiento de conductos es el fracaso endoddntico, esto se
debe a muchos factores, pero la causa principal es bacteriana, es decir la persistencia de
microorganismos en los conductos radiculares que al ser anaerobios, facultativos y
polimicrobianos causan infecciones, ademas se debe considerar que, en la mayor parte de los
casos de fracaso endodontico, se ha encontrado al Enterococcus faecalis, que es un patdégeno

oportunista.

Se ha encontrado que varias proteinas ayudan a que el Enterococcus faecalis tenga mejor
adhesion a los conductos radiculares, esto hace que el microorganismo sobreviva incluso
después de realizar el tratamiento endoddntico. Existen diversos factores de resistencia entre
ellos tenemos la proteina de unidn al colageno, proteina de superficie extracelular, estas
proteinas al unirse a la dentina y a los tubulos dentinarios bloguean el mensaje que envia la
célula al sistema inmunologico para la produccion de linfocitos por lo que no se produce
macradfagos para la destruccién de las células infectadas. Otro factor son las enzimas producidas
por la bacteria, estas modifican los elementos que forman la pared de peptidoglicano haciendo
que se vuelva mas fuerte y resistente por lo que al llegar el macréfago no lo puede destruir, el
macrdfago es lisado, la bacteria se libera y sigue su proceso de reproduccion. La citolisina es
una sustancia quimica que produce la bacteria, generando toxinas como un mecanismo de ataque

de la bacteria al hospedero. 19

Cabe mencionar que la supervivencia del Enterococcus faecalis no solo depende de los factores

de virulencia sino también de su capacidad de sobrevivir y multiplicarse en ambientes toxicos,
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es por esta razon que al usar hidréxido de calcio puede permanecer en los conductos incluso
después de haber realizado la instrumentacién quimica y mecénica en la endodoncia, de esta
manera invade los tdbulos dentinarios produciendo un reinfeccion después de la obturacion y

posteriormente un fracaso endodéntico. **)

5.6.Irrigantes en Endodoncia

5.6.1. Hipoclorito de sodio

Es una solucion cuya mezcla es uniforme, alcalina, palida de color verde amarillento, dentro de
sus principales propiedades esta el efecto antibacteriano y la facilidad con la que disuelve la
materia organica es decir restos de tejido pulpar. En endodoncia se ha usado concentraciones
que van de 0,5% a 5,25%, es importante mencionar que mientras mayor sea la concentracion
mejoran sus propiedades, pero a mayor concentracion mayor sera su efecto toxico si llega a los
tejidos del apice por ello se debe encontrar un equilibrio de la solucion de manera que sea
efectivo y no cause ningun dafio. Un cambio en la temperatura, pH y concentraciones modifican
la efectividad del hipoclorito siendo estos factores a ser tomados en cuenta al momento de usarlo

en un tratamiento de endodoncia. ¢®
Las propiedades del hipoclorito son:

e Bactericida.

e Actua sobre las proteinas neutralizando los productos tdxicos.

e Elimina facilmente a las proteinas ya que las deshidrata y solubiliza.
e Saponifica los acidos grasos obteniendo jabones.

e Disuelve materia organica

e Agente blanqueador

e pH alcalino

e Lubrica el conducto. @9

Desventajas del hipoclorito de sodio:

e Irritacion de los tejidos blandos.
e Corrosion del instrumental.

e No remueve el barrillo dentinario. 19
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5.6.2. Clorhexidina

La Clorhexidina es un agente desinfectante empleado en odontologia, posee una gran afinidad
por la membrana celular bacteriana, provocando la ruptura de la misma y por ende la muerte
bacteriana. Segun varios estudios se ha demostrado que la clorhexidina actla sobre
microorganismos gram positivos y gram negativos presentes en los conductos radiculares. Posee
varias caracteristicas entre ellas la accion antibacteriana residual, sustantividad sostenida en el
tiempo, lo que ayuda en la eliminacién de bacterias persistentes, se libera gradualmente durante
8 a 12 horas de forma activa, sin embargo, no es el irrigante de primera eleccion ya que no
disuelve tejido necrético. 9

5.7. Plantas medicinales

Desde la antigliedad el ser humano ha tenido afinidad con los recursos naturales, de ellos, las
plantas han sido uno de los mas importantes y utilizados por los beneficios que ofrecen. Se han
reportado 50.000 especies de plantas que brindan propiedades medicinales, este nimero de
especies corresponden apenas al 10% de todas las plantas a nivel global, gracias a que la ciencia
y tecnologia han avanzado en los ultimos afos, algunas plantas han sido sintetizadas
quimicamente para algunos tratamientos, es por ello que el uso de alternativas naturales ha

tenido gran atencion en los ultimos afios. ?%

La préactica de la medicina tradicional se enfoca en el uso terapéutico de las plantas para prevenir
o curar las diferentes dolencias, siendo recursos Utiles y accesibles para resolver problemas de
salud. La OMS define a la préactica de la medicina ancestral como fitoterapia la cual estudia el
uso de productos naturales de origen vegetal con fines terapéuticos con el fin de prevenir, mitigar

o curar un estado patolégico. 1 22)

5.7.1. Caesalpinia spinosa

En los paises de Ecuador, Pert y Colombia se ha encontrado una planta que cuenta con diversas
propiedades utiles en el area de la salud, su nombre cientifico es Caesalpinia spinosa
comunmente conocida como guarango o tara, se la considera una leguminosa de la familia de

Caesalpinaceae, vive en habitats calidos de la costa en los andes y valles interandinos. @3
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Propiedades

e Antibacteriana
e Anticancerigena
e Antinflamatoria
e Cicatrizante

e QOdontélgico

e Antiséptico. @
Usos medicinales

La Caesalpinia spinosa o guarango ha sido utilizada en la medicina tradicional para tratar
diferentes dolencias, contra enfermedades respiratorias e infecciones de la piel, alivia el malestar
de la garganta, sinusitis, infecciones vaginales, micoticas, dolor de estomago, dolor de muelas
y se ha usado para lavar heridas cronicas. Ademas, forma parte de los medicamentos
gastroenteroldgicos cuya funcién es curar Ulceras y cicatrizar debido al efecto astringente que
posee. Las vainas de esta planta poseen actividad citotdxica es decir ayudan a eliminar células
cancerigenas en especial de la leucemia, ademas ayuda a disminuir el crecimiento anormal de

las células en el cancer de mama. %3

5.7.2. Cronton lechleri

El Cronton lechleri comdnmente conocido como sangre de drago es una especie del género
Cronton, pertenece a la familia Euphorbiaceae, se origina en las regiones tropicales y
subtropicales de Sudamérica, crece en las cumbres montafiosas y regiones selvaticas en especial
en bosques humedos, en paises como Ecuador, Venezuela, Perd, Brasil y México. Este arbol
presenta un rapido crecimiento y produce una savia rojiza conocida como latex es de color rojizo
oscuro, aunque puede presentar varias tonalidades, esta savia contiene proantocianidinas el cual

es 20 veces mas potente que la vitamina C. ?¥
Propiedades

e Cicatrizante

e Desinfectante y antibacteriano
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e Antiinflamatorio

e Regenera tejidos

e Rejuvenecedor

e Incrementan la produccién de colageno en la piel y lo fortalece.
e Bacteriostatico

e Fungicida

e Antiviral

e Antioxidante. ?
Usos medicinales

La savia extraida de la corteza es usada cominmente para tratar diarreas, gastritis, gripe,
tonsilitis, Glceras, anemia, quemaduras, gingivitis, bajar de peso, controlar hemorragias, ademas

mejorar la fertilidad de las personas. ¥

5.8. Métodos de extraccion

El proceso de extraccion consiste en separar de forma selectiva las sustancias contenidas en una
planta, utilizando, para ello, un liquido o mezcla de liquidos que no alteren las propiedades de
la planta. Para este proceso existen métodos convencionales y no convencionales, entre los que
se pueden mencionar a los siguientes:

e Maceracion

e Percolacion

e Digestion

e Decoccion

e Infusion, entre otras ©> 29

5.8.1. Maceracion

Es la extraccion de los compuestos sintéticos de un producto en estado solido (planta
seca/polvo), que se obtiene sumergiéndose en un liquido (solvente) por un tiempo determinado.
El solvente puede ser agua, alcoholes alifaticos 0 mezcla de ambos. La tintura es la mezcla de
la matriz solida con el solvente.

Las ventajas son:
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e Esun método sencillo e inocuo
e Sirve para drogas rigidas (tallos, raices)
e De bajo costo
Y las desventajas son:
e Saturacion del solvente
e Extraccion incompleta de la droga
e Lentitud del proceso

e Presenta baja eficacia dependiendo del entorno en que se realice el proceso 728

5.9. Extractos

Los extractos son combinaciones complejas de varios compuestos quimicos los cuales
atraviesan varios procesos fisicos y quimicos a partir de una fuente natural, para su obtencién
se mezclan plantas medicinales junto con el agua destilada u otra sustancia en laboratorios
especializados. Existen 3 tipo de extractos, los fluidos donde su disolvente sufre un proceso de
evaporacion. Los secos son aquellos donde el disolvente pasa por un proceso de evaporacion y
luego se seca la tintura. Los blandos donde se libera agua de manera parcial hasta obtener una

consistencia cremosa. 9

5.9.1. Extracto hidroalcohélico

Estos extractos presentan un olor especial, se obtiene mezclando materia prima de origen natural
con el etanol y agua destilada, este proceso se realiza en laboratorios especializados usando el
método de maceracion o percolacion, esto ayuda a eliminar varios componentes al ser sometido

a procesos fisicos ayudando de esta manera a mejorar la calidad del extracto. ¢

5.10. Siembra a profundidad

La siembra en profundidad es un método usado para el recuento de microorganismos, para ello
en un tubo se coloca agua destilada el cual debe ser hervido en bafio Maria durante 15 minutos
aproximadamente, esto se realiza antes de colocar el microorganismo con la finalidad de
eliminar el oxigeno disuelto, posteriormente se coloca el microorganismo. Se transfiere 1 ml de
indculo a la caja Petri estéril, se afiade el medio de cultivo, este debe estar previamente fundido
y atemperado a unos 45°, para que quede homogéneo se debe realizar movimientos circulares,

se deja solidificar y se lleva las placas a incubar. GV
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CAPITULO III
6. METODOLOGIA

6.1. Tipo de investigacion

El estudio fue in vitro de corte transversal con enfoque cuantitativo.

6.2. Disefio de la investigacion

El presente estudio fue de tipo cuasi experimental debido a que se realizé en un laboratorio con
condiciones estrictas de inocuidad, donde el investigador manipulo los cultivos en un ambiente

controlado.

6.3. Poblacion de estudio y tamafio de la muestra

La poblacion de estudio fue de 30 cajas Petri sembradas con la cepa de E. faecalis, las cuales
fueron preparadas con agar, de las cuales:
e 12 cajas fueron preparadas para identificar la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de la planta del guarango.
e 12 cajas fueron preparadas para identificar la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de la planta sangre de drago.
e 3 cajas fueron preparadas para identificar la actividad antibacteriana del hipoclorito de
sodio.

e 3 cajas fueron preparadas para el control negativo del E. faecalis

6.4. Criterios de seleccién

6.4.1. Criterios de inclusion

e Cultivos a base de Mueller Hinton y Agar Sangre en condiciones favorables

e Especie E. faecalis ATCC 29212

e Soluciones irrigantes en condiciones adecuadas de conservacion y concentracion
6.4.2. Criterios de exclusion

e Cultivos bacterianos Mueller Hinton que presenten alteraciones no propias de un cultivo

puro y no recomendable para crecimiento
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6.5. Entorno

caducidad y conservacién

e Soluciones irrigantes que presenten alteraciones en su consistencia, color, esterilidad,

Laboratorio de Biologia perteneciente a la Carrera de Pedagogia de las Ciencias Experimentales,

Quimica y Biologia de la Universidad Nacional de Chimborazo.

6.6.Recursos

6.6.1. Bienes

Cantidad = Descripcion
Cepa de Enterococcus faecalis | $200

PR R Wk R PR

U1/ 00

Medio de cultivo
Caesalpinia Spinosa
Cronton lechleri
Hipoclorito de sodio
Caja Petri

Tubos de ensayo
Hisopo

Papel filtro

6.6.2. Servicios

Descripcion
Impresiones
Luz

Internet
Total

6.6.3. Humanos

Estudiantes:

Tutora:

Técnico de laboratorio:

P.Uni (S/.)

$ 120
$20
$20

$5

$ 0,50
$0,25
$5

$5
TOTAL

Total (%)
$ 60
$20
$30
$110

Integrantes

Total (S/.)
$ 200

$ 200
$20
$20

$5

$19
$3,75
$5

$5

$ 477,75

Angela Vanessa Pilco Cajo
Rosa Elizabeth Tierra Cabay

Msc. Silvia Reinoso
Ing: Mercedes Moreta
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6.7.Técnicas e instrumentos

En la presente investigacion se aplico la técnica de observacion de los pocillos, medicion de los
halos de inhibicion de los extractos vegetales e hipoclorito de sodio y como instrumento se

utilizé la bitacora donde se anoto los resultados obtenidos.

6.8.Analisis estadisticos

Se utilizé la estadistica descriptiva para determinar el grado de inhibicién de los extractos
vegetales y establecer la sensibilidad que presenta el Enterococcus faecalis ante estos, los datos

recolectados fueron analizados en el programa estadistico SPSS.

6.9. Operacionalizacion de las variables

6.9.1. Variable independiente: Extractos de Caesalpinia Spinosa y Cronton lechleri

(vegetales)

Caracterizacion Dimensién Indicador Técnica Instrumento
Los extractos
vegetales son

preparados con el
principio activo de la _,

Efecto Observacion »
planta, se encuentran ) ) _ o Bitacora
) | antibacteriano | Concentraciones =y medicion
en consistencia
liquida, solida o

viscosa.
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6.9.2. Variable dependiente: Enterococcus faecalis

Caracterizacion Dimensién Indicador Técnica Instrumento
Los Enterococcus Sensible > 16 mm
son bacterias Gram | Susceptibilidad | Moderadamente = Observaciony Bitacora
positivas, bajo el yresistencia | sensible <16 mm medicién
microscopio Resistente <8 mm
pueden observarse
en cadenas o
parejas cortas, no
tienen capsula ni
forman esporas y
son anaerobios

facultativos.

6.10. Procedimiento

Para la realizacion del estudio in vitro, se evalud la actividad antibacteriana de los extractos
alcohdlicos de las plantas Caesalpinia spinosa (guarango), Cronton lechleri (sangre de drago),

hipoclorito sobre E. faecalis. EIl procedimiento se dividid en los siguientes pasos:

Paso 1: Obtencion de los extractos hidroalcohdlicos de Caesalpinia spinosa (guarango),

Cronton lechleri (sangre de drago)

Una vez obtenidas las vainas de guarango y la corteza de la sangre de drago fueron lavadas y
puestas a secar durante dos semana. Después se realizd el proceso de trituracion de las plantas
con ayuda de una media nylon. Una vez obtenido el producto triturado de las plantas, este fue
colocado en un recipiente de vidrio con 500mg alcohol industrial y 500 mg agua destilada,
posterior a ello se coloco papel aluminio alrededor del envase de vidrio. Se dejé macerar durante

una semana.
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Luego del proceso de maceracion se procedio a filtrar la mezcla del frasco de vidrio para
eliminar los residuos, finalmente se realiz6 el proceso de volatilizacion del alcohol mediante

bafio maria, obteniendo asi los extractos vegetales.

Fotografia 1. Extractos vegetales a bafio maria

BOECO

Germany

1000 m| ¢

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Paso 2. Obtencién de la cepa de Enterococcus faecalis ATCC-29212

Se consiguio la cepa de E. faecalis ATCC-29212 en BMI Laboratorios (Bacterial and
Microbiology in Med) ubicado en Quito.

Fotografia 2. Cepa de Enterococcus faecalis ATCC-29212

- s

Cieag Bty

wnipsy Jodsues| pems

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Paso 3: Reactivacion y replicacion de la cepa

Una vez obtenida la cepa de E. faecalis se llevé a refrigeracién al laboratorio de biologia de la
Universidad Nacional de Chimborazo a una temperatura de 5°C. Para su activacion se preparo
agar sangre, posteriormente con ayuda de un asa de siembra se tomd la bacteria y se colocé en
el agar con movimientos de izquierda a derecha en tres sentidos diferentes. Una vez replicada

la bacteria se procedio a colocarla en la incubadora a 37°C.

Fotografia 3. Replicacion de la cepa

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra

Paso 4: Preparacion de las concentraciones de los extractos hidroalcohélicos

En las concentraciones del guarango se utilizaron tubos de 6 ml que representan el 100% del
extracto puro, para la obtencién del 75% se colocé 4.5 ml del extracto puro y se diluy6 con 1.5
de agua destilada, el 50% se realizd con 3 ml de extracto puro y 3 ml de agua destilada,
finalmente el 25% se realiz6 con 1.5 ml de extracto puro y 4.5 ml de agua destilada. En cambio,
para las concentraciones de la sangre de drago se utilizaron tubos de 10 ml que representan el
100% del extracto puro, para la obtencién del 75% se colocé 7,5 ml del extracto puro y se diluyo
con 2.5 de agua destilada, el 50% se realiz6 con 5 ml de extracto puro y 5 ml de agua destilada,

finalmente el 25% se realiz6 con 2,5 ml de extracto puro y 7,5 ml de agua destilada.
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Fotografia 4. Concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos del Guarango

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
Fotografia 5. Concentraciones de los extractos hidroalcohdélicos de la Sangre de Drago

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra

Paso 5: Preparacion de los medios de cultivo y técnica de pocillos

Se prepar6 previamente el medio de cultivo agar Miller Hilton y se coloco en las cajas Petri,
con ayuda de la parte posterior de una micropipeta se procedié a realizar 3 pocillos por cada
caja, luego se inoculo la cepa de Enterococcus faecalis y finalmente se colocd una gota de cada
concentracion del extracto en los pocillos con ayuda de una pipeta, como control positivo se
colocé hipoclorito de sodio al 5.25% en 3 cajas Petri y en 3 cajas se sembrd la bacteria como
control negativo. Se midieron los diametros de cada halo de inhibicién formados alrededor de

los pocillos y se compar6 con la escala de Duraffourd.
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Fotografia 6. Proceso de cultivo

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Fotografia 7. Elaboracion de los posillos

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Fotografia 8. Inoculacion de la cepa de Enterococcus faecalis

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Fotografia 9. Colocacion de los extractos

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra
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Fotografia 10. Medicion de los halos de inhibicion

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra
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CAPITULO IV

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Resultados

Tabla 1. Sensibilidad del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa (guarango) frente al
Enterococcus faecalis

Escala de Duraffourd
Halo de

i . M
Tlempo | Guarango .o inicisn | Nula | Sensible uy Sumamente
<8mm | 9-14mm sensible sensible
15-19mm >20mm
100% 19.00 + 1,22 X
Y 75% 18,22 + 1,09 X
horas ' g9y 17,22 +1,78 X
25% 1555 + 1.13 X
100% 21,11+ 2,26 X
(0)
18 75% 18,88 + 0,92 X
horas 504 18.11 + 1.76 X
25% 17,00 +1,58 X

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra

Analisis: La mayor sensibilidad de la cepa de E. faecalis se presentd con el extracto
hidroalcohdlico del guarango al 100% a las 24 horas con una media de 19 mm; a las 48 horas
(21,11mm). Siendo la cepa muy sensible a concentraciones del 100% durante las 24 horas y

sumamente sensible a las 48 horas, de acuerdo con la escala de Duraffourd.
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Tabla 2. Sensibilidad del extracto hidroalcohdélico de Cronton lechleri (sangre de drago) frente
al Enterococcus faecalis

. Sangre de
T
iempo drago
100%
24 75%
horas
50%
25%
100%0
48 75%
horas 50%
25%

Halo de
inhibicién

16,33 +2,34
15,22 £ 2,22
14,44 +1,81
13,77 + 1,09
17,56 +3

16,33 £ 1,65
15,22 +1,64

14,88 + 1,45

Escala de Duraffourd

Nula | Sensible
<8mm | 9-14mm

X

Muy
sensible
15-19mm

X

X

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra

Sumamente
sensible
>20mm

Analisis: La sensibilidad que presento el Enterococcus faecalis frente al extracto de la sangre

de drago tuvo como resultados que la cepa a las 24 horas en concentraciones del 25% y 50% es

sensible con una media de (17,77mm, 14,44mm), en a concentraciones del 75% y 100% es muy

sensible con medias de (15,22 mm, 16,33 mm) respectivamente. Sin embargo, a las 48 horas el

50% tuvo un incremento en el halo de inhibicién (14,44mm a 15,22mm) por tanto en la escala

de Duraffourd el microorganismo cambi0 de ser sensible a muy sensible. Presentando un mayor

halo de inhibicidn la concentracién del 100% a las 48 horas.
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Tabla 3. Comparacion de los halos de inhibicion en milimetros entre la Sangre de drago y el
Guarango al 25%

Sangre de grado - Guarango 24hrsD 24hrsG 48hrsD 48 hrsG

N 9 9 9 9
Media 13,778 15,556 14,889 17,000
Mediana 14,000 16,000 14,000 17,000
Desviacion estandar 1,093 1,130 1,453 1,581
Coeficiente de variacion 7,93 7,27 9,76 9,30
Valor minimo 12,000 14,000 13,000 15,000
Valor maximo 15,000 17,000 17,000 20,000

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Figura 1. Comparacion estadistica entre la sangre de drago y el guarango al 25%
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Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Analisis: Se puede observar en la tabla 3 y figura 1, el analisis descriptivo entre la sangre de
drago y el guarango a partir del 25%, en el que D representa a la sangre de drago y G al guarango,
ademas, se ha tomado en cuenta a las 24 y 48 horas, con un total de 9 muestras para el estudio.

Se puede apreciar en la estadistica basica a los dos extractos como lo es la sangre de drago a las
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24 horas bajo una media de 13,77 y el guarango con 15,55, a las 48 horas la sangre de drago con
una media de 14,88 y el guarango con 17, lo que indica una diferencia significativa en cuanto a
sus medias apreciando al mejor grupo con un valor de 17 ya que cuenta con un mayor halo de
inhibicion, por otro lado, se tiene la desviacion estandar de las 24 horas entre los dos grupos de
trabajo a 1,093 y 1,130 lo que indican que tienen similitud en sus valores, es decir, tienen menor
dispersion a la media, por otro lado en el grupo de las 48 horas se tienen valores entre 1,453 y
1,581 lo que indica que se encuentran mas dispersos a su media, el coeficiente de variacion que
cuenta con menor variabilidad se encuentran en el grupo de las 24 horas con los valores de 7,93
y 7,27, por el contrario, el grupo de las 48 horas cuenta con mayor variabilidad con valores de
9,76 y 9,30 por lo que sustenta la dispersion de los resultados. Finalmente, en el grupo de las
24 horas cuenta con un valor minimo de 12 y de 14 lo que se encuentra menos disperso de la
media, ademas, cuenta con un valor maximo de 15y 17, lo que indica que se encuentra dentro
del rango de la media y no tiene una variabilidad muy extensa, por el contrario, del grupo de las
48 horas ya que cuenta con valores entre 13 y 15 que indican mayor dispersion a la media,
igualmente, cuenta con valores maximos con un 17 y un 20 indicando mayor indice de
variabilidad, es decir, es el grupo con mayor dispersion referente a su media y supera el rango

de variabilidad en cuanto al grupo de las 24 horas.

Tabla 4. Informe de las medias bajo el Test Anova

HO: Ambos extractos al 25% tienen el mismo efecto antibacteriano frente al Enterococcus
faecalis.

H1: Uno de los extractos al 25% tiene un mayor efecto antibacteriano frente al Enterococcus

faecalis
D-G N  Media Desviacion estandar 1C de 95% Valor P
24hrs.D 9 13,778 1,093 (12,874;14,681) 0,000
24hrs.G 9 15,556 1,130 (14,652;16,459)
48hrs.D 9 14,889 1,253 (13,985;15,792) 0,000
48hrs.G 9 17,000 1,581 (16,096;17,904)

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Andlisis: En la Tabla 4, se puede apreciar el informe del test Anova un p valor de 0,000 lo que

indica un nivel de significancia alto, es decir se rechaza HO a favor de H1 y se concluye que uno

de los extractos al 25% presentan un efecto antibacteriano frente a la cepa de E. faecalis,

mostrando el guarango un halo de inhibicién mayor al de la sangre de drago a las 48 horas.

Tabla 5. Comparacion de los halos de inhibicion en milimetros entre la Sangre de drago y el
Guarango al 50%

Sangre de grado - Guarango 24hrsD 24hrsG 48hrsD 48hrsG
N 9 9 9 9

Media 14,444 17,222 15,222 18,111
Mediana 14,000 17,000 15,000 19,000
Desviacion estandar , 810 1,787 1,641 1,764
Coeficiente de variacion 12,53 10,38 10,78 9,74
Valor minimo 13,000 14,000 13,000 15,000
Valor maximo 18,000 19,000 18,000 19,000

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra

Figura 2. Comparacién estadistica entre la sangre de drago y el guarango al 50%
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Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Anélisis: Se puede apreciar en la tabla 5y figura 2, los dos extractos, la sangre de drago a las
24 horas se encuentra bajo una media de 14,44 y el guarango con 17,22, a las 48 horas la sangre
de drago con una media de 15,22 y el guarango con 18,11, lo que indica una diferencia
significativa en cuanto a sus medias apreciando al mejor grupo con un valor de 18,11 ya que
presenta un mayor halo de inhibicién, por otro lado, se tiene la desviacion estandar de las 24
horas entre los dos grupos de trabajo a 1,81y 1,78 lo que indican que sus valores tienen mayor
dispersion a la media, por el contrario el grupo de las 48 horas tienen valores entre 1,64y 1,76
lo que indica que se encuentran menos dispersos a su media, el coeficiente de variacion que
cuenta con menor variabilidad es el grupo las 48 horas con los valores de 10,78 y 9,74, por el
contrario, el grupo de las 24 horas cuenta con mayor variabilidad con valores de 12,53 y 10,38
por lo que sustenta la dispersion de los resultados. Finalmente, el grupo de las 24 horas tienen
un valor minimo de 13 y 14 lo que se encuentra mas disperso de la media, ademas, cuenta con
un valor maximo de 18 y 19, lo que indica que se encuentra dentro del rango de la media, por el
contrario, el grupo de las 48 horas cuenta con valores entre 13 y 15 indicando menor dispersion
a la media, igualmente, cuenta con valores maximos con un 15y un 19 indicando menor indice
de variabilidad, es decir a las 24 horas hay mayor dispersion referente a su media y supera el

rango de variabilidad en cuanto al grupo de las 48 horas.

Tabla 6. Informe de las medias bajo el Test Anova

HO: Ambos extractos al 50% tienen el mismo efecto antibacteriano frente al Enterococcus
faecalis.

H1: Uno de los extractos al 50% tiene un mayor efecto antibacteriano frente al Enterococcus

faecalis
Variables N Media  Desviacion estandar IC de 95% Valor P
24 hrs. D 9 14,444 1,810 (13,255;15,634) 0,000
24 hrs. G 9 17,222 1,787 (16,033;18,412)
48 hrs. D 9 15222 1,641 (14,033;16,412) 0,000
48 hrs. G 9 18,111 1,764 (16,922;19,301)

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Anélisis: En la Tabla 6, se puede apreciar el informe del test Anova un p valor del 0,000

existiendo asi un alto nivel de significancia entre las medias, es decir se rechaza HO a favor de

H1 teniendo un mayor efecto antibacteriano el extracto alcohdlico del guarango a las 48 horas

con un halo de inhibicion de 18,11mm.

Tabla 7. Comparacion de los halos de inhibicion en milimetros entre la Sangre de drago y el
Guarango al 75%

Sangre de grado - Guarango 24hrsD 24hrsG 48hrsD 48hrsG
N 9 9 9 9

Media 15,222 18,222 16,333 18,889
Mediana 15,000 19,000 16,000 19,000
Desviacion estandar 2,224 1,093 1,658 0,928
Coeficiente de variacion 14,61 6,00 10,15 4,91
Valor minimo 12,000 16,000 13,000 17,000
Valor maximo 18,000 19,000 18,000 20,000

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango

Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra

Figura 3. Comparacion estadistica entre la sangre de drago y el guarango al 75%
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Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Anélisis: La tabla 7 y figura 3 nos indica los dos extractos, la sangre de drago a las 24 horas
presenta una media de 15,22 y el guarango con 18,22, a las 48 horas la sangre de drago con una
media de 16,33 y el guarango con 18,88, lo que indica una diferencia significativa en cuanto a
sus medias apreciando al mejor grupo con un valor de 18,88 ya que presenta un halo de
inhibicion mayor. Entre los dos grupos de trabajo a las 24 horas la desviacién estandar es 2,22
y 1,09 lo que indica mayor dispersion a la media, por el contrario, el grupo de las 48 horas tienen
valores entre 1,65 y 0,92 lo que indica menor dispersion a su media. El coeficiente de variacion
cuenta con mayor variabilidad en el grupo de las 24 horas con los valores de 14,61 y 6 por el
contrario, el grupo de las 48 horas cuenta con menor variabilidad con valores de 10,15y 4,91
sustentando la dispersion de los resultados. Finalmente, el grupo de las 24 horas tienen un valor
minimo de 12 y 16 lo que se encuentra mas disperso de la media, ademas, cuenta con un valor
méaximo de 18 y 19, lo que indica que se encuentra dentro del rango de la media, por el contrario,
el grupo de las 48 horas cuenta con valores minimos entre 13 y 17 indicando menor dispersion
a la media, igualmente, cuenta con valores maximos con 18 y 20 indicando menor indice de

variabilidad.
Tabla 8. Informe de las medias bajo el Test Anova

HO: Ambos extractos al 75% tienen el mismo efecto antibacteriano frente al Enterococcus
faecalis.

H1: Uno de los extractos al 75% tiene un mayor efecto antibacteriano frente al Enterococcus

faecalis
SD-G N Media  Desviacion estandar IC de 95% Valor P
24hrs.D 9 15,222 2,224 (14,162;16,282) 0,000
24hrs.G 9 18,222 1,093 (17,162;19,282)
48hrs.D 9 16,333 1,658 (15,273;17,393) 0,000
48hrs. G 9 18,889 0,928 (17,829;19,949)

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Analisis: En la Tabla 8, se puede apreciar el informe del test Anova un p valor del 0,000

existiendo asi un alto nivel de significancia entre las medias, es decir se rechaza HO a favor de
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H1 teniendo un mayor efecto antibacteriano el extracto alcoholico del guarango con un halo de
inhibicion de 18,22 a las 24 horas y 18,88mm a las 48 horas.

Tabla 9. Comparacion de los halos de inhibicion en milimetros entre la Sangre de drago y el
Guarango al 100%

Sangre de grado — Guarango 24hrsD 24hrsG 48hrsD 48hrsG
N 9 9 9 9

Media 16,333 19,000 17,56 21,111
Mediana 16,000 19,000 16,00 21,000
Desviacién estandar 2,345 1,225 3,00 2,261
Coeficiente de variacion 14,36 6,45 17,11 10,71
Valor minimo 14,000 17,000 14,00 19,000
Valor maximo 21,000 21,000 24,00 25,000

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilcoy Rosa Tierra

Figura 4. Comparacion estadistica entre la sangre de drago y el guarango al 100%
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Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Analisis: En la estadistica basica de la tabla 9 y figura 4, se observan los dos extractos indicando
a las 24 horas una media de la sangre de drago 16,33 y el guarango con 19, a las 48 horas la
sangre de drago con una media de 17,56 y el guarango con 21,11, lo que indica una diferencia
significativa en cuanto a sus medias apreciando al mejor grupo con un valor de 21,11 ya que
cuenta con un mayor halo de inhibicidn. La desviacion estandar de ambos grupos a las 24 fue
2,34y 1,22 lo que indican una menor dispersion a la media, por otro lado, en el grupo de las 48
horas se tienen valores entre 3y 2,26 indicando que estos valores son mas dispersos a su media.
El coeficiente de variacion cuenta con menor variabilidad en el grupo de las 24 horas con los
valores de 14,36 y 6,45, por el contrario, el grupo de las 48 horas cuenta con mayor variabilidad
con valores de 17,11 y 10,71 sustentando la dispersion de los resultados. Finalmente, en el
grupo de las 24 horas cuenta con un valor minimo de 14 y de 17 lo que se encuentra menos
disperso de la media, ademas, cuenta con un valor maximo de 21 y 21, lo que indica que se
encuentra dentro del rango de la media y no tiene una variabilidad extensa, el grupo de las 48
horas cuenta con valores minimos entre 14 y 19 lo que indica mayor dispersion a la media,
igualmente, cuenta con valores maximos con un 24 y un 25 indicando mayor indice de

variabilidad.

Tabla 10. Informe de las medias bajo el Test Anova

HO: Ambos extractos al 100% tienen el mismo efecto antibacteriano frente al Enterococcus
faecalis.

H1: Uno de los extractos al 100% tiene un mayor efecto antibacteriano frente al Enterococcus

faecalis
SD-G N Media Desviacion estandar 1C de 95% Valor P
24hrs.D 9 16,333 2,345 (14,772;17,894) 0,001
24hrs.G 9 19,000 1,225 (17,439;20561)
48hrs.D 9 17,56 3,00 (15,99;19,12) 0,001
48hrs. G 9 21,111 2,261 (19,550;22,672)

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra
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Anélisis: En la Tabla 10, se puede apreciar el informe del test Anova un p valor del 0,00

existiendo asi un alto nivel de significancia entre las medias, es decir se rechaza HO a favor de

H1 teniendo un mayor efecto antibacteriano el extracto alcoholico del guarango con un halo de

inhibicion de 19,00mm a las 24 horas y 21,11mm a las 48 horas.

Tabla 11. Comparacion de los halos de inhibicion en milimetros de las concentraciones al

25%, 50%, 75% y 100%del extracto alcohdlico de la sangre de drago

Variable Media Mediana St.Dev Coef.Var Min Max
25%/24 hrs 13,77 14,00 1,09 7,93 12,00 15,00
25%/48 hrs 14,88 14,00 1,45 9,76 13,00 17,00
50%/24 hrs 14,44 14,00 1,81 12,53 13,00 18,00
50%/48 hrs 1522 15,00 1,64 10,78 13,00 18,00
75%/24 hrs 15,22 15,00 2,22 14,61 12,00 18,00
75%/48 hrs 16,33 16,00 1,65 10,15 13,00 18,00
100%/24 hrs 16,33 16,00 2,34 14,36 14,00 21,00
100%/48 hrs 17,56 16,00 3,00 17,11 14,00 24,00

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Figura 5. Comparacion estadistica entre los porcentajes de 25, 50, 75y 100% de la sangre de
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Andlisis: La tabla 11 y figura 5 nos indica las concentraciones de la sangre de drago, a las 24
horas present6 medias de 13,77 al 25%, 14,44 al 50%, 15,22 al 75% y 16,33 al %100, en cambio
a las 48 horas los grupos de estudio presentaron medias de 14,88 al 25%, 15,22 al 50%, 16,33
al 75% y 17,56 al %100, lo que indica una diferencia significativa con respecto a sus medias
siendo el mejor grupo el de 17,56 al 100% ya que presentd un mayor halo de inhibicion. La
desviacion estandar a las 24 horas fue de 1,09 al 25%, 1,81 al 50%, 2,22 al 75% y 2,34 al 100%,
en el grupo de las 48 horas la desviacion fue de 1,45 al 25%, 1,64 al 50%, 1,65 al 75% y 3 al
100% lo que nos indica que hubo menor dispersion de datos en la concentracion del 25% a las
24 horas y mayor dispersion en la concentracion del 100% a las 48 horas. En el coeficiente de
variacion a las 24 horas fue de 7,93 al 25%, 12,53 al 50%, 14,61 al 75% y 14,36 al 100%, en el
grupo de las 48 horas la desviacion fue de 9,76 al 25%, 10,78 al 50%, 10,15 al 75% y 17,11 al
100%, lo que indica que, hubo mayor variacion de datos a las 48 horas a una concentracion del
100%, por el contrario, a una concentracion del 25% a las 24 horas cuenta con menor
variabilidad de datos. Es importante mencionar que, los datos de las 72 horas se mantuvieron

igual al de las 48 horas.

Tabla 12. Comparacion de los halos de inhibicidn en milimetros de las concentraciones al
25%, 50%, 75% y 100%del extracto alcohdlico del guarango

Variable Media Mediana St.Dev  Coef.Var Min Max
25%/24 hrs 15,55 16,00 1,13 7,27 16,00 17,00
25%1/48 hrs 17,00 17,00 1,58 9,30 17,00 20,00
50%/24 hrs 17,22 17,00 1,78 10,38 17,00 19,00
50%/48 hrs 18,11 19,00 1,76 9,74 19,00 19,00
75%/24 hrs 18,22 19,00 1,09 6,00 19,00 19,00
75%I/48 hrs 18,88 19,00 0,92 4,91 19,00 20,00
100%/24 hrs 19,00 19,00 1,22 6,45 19,00 21,00
100%/48 hrs 21,11 21,00 2,26 10,71 21,00 25,00

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango
Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Figura 6. Comparacién estadistica entre los porcentajes de 25, 50, 75y 100% del guarango
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Analisis: La tabla 12 y figura 6 nos indica las concentraciones del guarango, a las 24 horas
presentd medias de 15,55 al 25%, 17,22 al 50%, 18,22 al 75% y 19 al %100, en cambio a las 48
horas los grupos de estudio presentaron medias de 17 al 25%, 18,11 al 50%, 18,88 al 75% y
21,11 al %100, lo que indica una diferencia significativa con respecto a sus medias siendo el
mejor grupo el de 21,11 al 100% ya que presenté un mayor halo de inhibicion. La desviacion
estandar a las 24 horas fue de 1,13 al 25%, 1,78 al 50%, 1,09 al 75% y 1,22 al 100%, en el grupo
de las 48 horas la desviacion fue de 1,58 al 25%, 1,76 al 50%, 0,92 al 75% y 2,26 al 100%, lo
que nos indica que hubo menor dispersion de datos en la concentracion del 75% a las 48 horas
y mayor dispersion en la concentracion del 100% a las 48 horas. En el coeficiente de variacion
a las 24 horas fue de 7,27 al 25%, 10,38 al 50%, 6 al 75% y 6,45 al 100%, en el grupo de las 48
horas la desviacion fue de 9,30 al 25%, 9,74 al 50%, 4,91 al 75% y 10,71 al 100%, lo que indica
que, hubo mayor variacion de datos a las 48 horas a una concentracion del 100%, por el
contrario, a una concentracion del 75% a las 48 horas cuenta con menor variabilidad de datos.

Es importante mencionar que, los datos de las 72 horas se mantuvieron igual al de las 48 horas.
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Tabla 13. Comparacion de los halos de inhibicion en milimetros del hipoclorito de sodio al
5,25%, sangre de drago al 100% Yy el guarango al 100%.

Variable 24/D  24/G 24/  48/D 48/G 48/ 72ID 721G 72/
NaClO NaClO NaClO

Media 16,333 19,00 16,11 1756 21,11 14,33 17,56 21,11 10,00
Mediana 16,000 19,00 17,00 16,00 21,00 14,00 16,00 21,00 10,00
St, Dev 2345 122 372 300 2261 3,39 300 2,261 0,00
Coef. Var 14,36 6,45 23,11 17,11 10,71 23,66 17,11 10,71 0,00
Min 14,000 17,00 10,00 14,00 19,00 10,00 14,00 19,00 10,00
Max 21,000 21,00 20,00 24,00 2500 19,00 24,00 25,00 10,00

Nota: D= Sangre de drago G= Guarango

Elaborado por: Angela Pilco y Rosa Tierra

Figura 7. Comparacion estadistica entre el hipoclorito del sodio, sangre de drago y guarango
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Andlisis: La tabla 13 y figura 7 nos indica la comparacion de la sangre de drago al 100%,
guarango al 100% y el hipoclorito de sodio al 5,25%, donde se presentd a las 24 horas medias
de 16,33; 19 y 16,11 en cambio a las 48 horas los grupos de estudio presentaron medias de
17,56; 21,11 y 14,33 por el contrario, a las 72 horas los grupos presentaron medias de 17,56;
21,11y 10, lo que indica una diferencia significativa con respecto a sus medias siendo el mejor
grupo el guarango al 100% a las 48 horas ya que presenté un mayor halo de inhibicion. La
desviacion estandar a las 24 horas fue de 2,34; 1,22 y 3,72, en el grupo de las 48 horas la
desviacion fue de 3; 2,26 y 3,39, en el grupo de las 72 horas fue de 3; 2,26 y 0, lo que nos indica
que hubo menor dispersién de datos en la concentracion del hipoclorito de sodio a las 72 horas
y mayor dispersion en el hipoclorito a las 24 horas. El coeficiente de variacion a las 24 horas
fue de 14,36; 6,45 y 23,11 respectivamente, en el grupo de las 48 horas la desviacion fue 17,11;
17,11y 23,66, en el grupo de las 72 horas el coeficiente de variacion fue 17,11; 10, 71y O, lo
que indica que, hubo mayor variacion de datos en el hipoclorito de sodio a las 48 horas, y menor

variabilidad de datos en el hipoclorito de sodio a las 72 horas.
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7.2. Discusion

En la actualidad ha existido un gran auge con respecto a la medicina herbaria, pues sus multiples
beneficios han permitido utilizarse como terapia alternativa en el area de la Salud como la
Odontologia. Estudios han demostrado que la sangre de drago y el guarango presentan efectos
antibacterianos similar o igual a las diferentes sustancias irrigadoras usadas en tratamientos de
conductos, es importante sefialar que al ser extractos hidroalcohdlicos de origen natural
presentan menos efectos secundarios. @ Al ser el factor principal de un fracaso endodontico
la persistencia de bacterias se ha buscado alternativas para combatir dicha problematica, pues
esta resistencia a las soluciones irrigadoras provoca re-infecciones, es por ello que ha buscado
alternativas para combatir dicha problematica y se ha tomado en cuenta la sangre de drago el
cual cuenta con propiedades antibacterianas, cicatrizante, antiinflamatorios, otro extracto es el

guarango que al igual que el anterior presenta propiedades antibacterianas. @3 24

Una investigacion realizada en Per( en donde comparo el efecto inhibitorio de la infusion y el
aceite esencial del guarango a diferentes concentraciones frente al Streptococos mutans
demostro que, tanto la infusion como el aceite son efectivos a una concentracion del 100% a las
24 horas y se indicé que a mayor concentracion tiene un mejor efecto inhibitorio. ©2 Asi
también, un estudio realizado por Villavicencio y colaboradores en el 2021 sobre el efecto
antibacteriano del extracto del guarango sobre el Staphylococcus aureus, indica que este
microorganismo present6 una mayor sensibilidad frente al extracto de las vainas de guarango a
una concentracién del 100%, mientras que la concentracion del 25% fue la que tuvo un menor
efecto inhibitorio frente al S.aureus.®® Esto concuerda el estudio realizado, pues se concluyd
que la concentracion al 100% fue muy efectiva frente al E. faecalis teniendo un halo de

inhibicién de 23,14mm y 22,93 respectivamente.

La investigacion realizada por (Flores Regalado, 2022) menciona que el Enterococcus faecalis
es sensible al extracto alcohdlico del guarango a una diluciéon del 100% con una media de
9,75mm por lo que se comprueba que existe un efecto antibacteriano frente a este
microorganismo segun la escala de Duraffourd, sin embargo, en el 25%, 50%, 75% es nula ya
gue sus medias son de 2,75mm, 6,75mm y 7,75mm respectivamente lo que nos indica que en

estas concentraciones no existe un efecto antibacteriano. Con los resultados obtenidos se
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comprueba que la Caesalpinia Spinosa al 100% posee una actividad antibacteriana frente al E.
faecalis. El estudio mencionado anteriormente concuerda con los resultados obtenidos en la
presente investigacion ya que la inhibicién que presenta el extracto alcohélico del guarango a
las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% es de 17,00mm, 18,11mm, 18,88mmy 21,11mm
respectivamente siendo sensible del 25% al 75% muy sensible y al 100% sumamente sensible
segun la escala de Duraffourd por lo que este extracto en todas sus concentraciones posee efecto
antibacteriano frente al E. faecalis. %

Otro estudio realizado en Peru para evaluar el efecto inhibitorio de la sangre de drago frente al
Staphylococcus aureus demostré que la concentracion mas efectiva fue la del 100% seguida por
la del 70% y 50% con un halo de inhibicion de 15,33 luego 14,83 y 13 respectivamente.®® De
la misma forma en otro trabajo de investigacion realizado por Choquehuanca en 2017 se
comparé las diferentes concentraciones de la sangre de drago (50%, 75% y 100%) y la
clorhexidina al 0,12% frente al Lactobacillus acidophilus y se comprobo6 que la concentracion
del 100% tuvo mejor efecto inhibitorio con un halo de inhibicién de 18,64 a las 24 horas y 18,04
a las 48 horas. ©®® En relacion con el estudio presentado se puede mencionar que los resultados
son similares, pues la concentracion mas efectiva fue la del 100% tanto a las 24 y 48 horas con

un halo de 16,26 mm y 18,36 respectivamente.

En Pert (Alarcon Velasquez & Martinez Cadillo, 2023) realizaron un estudio sobre la actividad
antibacteriana de la sangre de drago a diluciones del 25%, 50% y 100% frente al Enterococcus
faecalis, donde determinaron que la sangre de drago al 100% es sensible al microorganismo
segun la escala de Duraffourd con una media de 9,54 mm mientras que en las concentraciones
del 25y 50% es nula con una media de 8,28 y 7,09 mm respectivamente. Por lo que concluye
que la sangre de drago tiene efecto antibacteriano sobre el E. faecalis a una dilucion del 100%
y en concentraciones del 25% y 50% no tiene efecto. La investigacion realizada concuerda con
los resultados obtenidos ya que la inhibicion de la sangre de drago en concentraciones del 25%,
50%, 75% y 100% es de 14,88mm, 15,22mm, 16,33mm y 17,33mm respectivamente siendo
sensible al 25% y del 50% al 100% muy sensible segln la escala de Duraffourd por lo que este
extracto en todas sus concentraciones posee efecto antibacteriano frente al Enterococcus

faecalis. ")
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CAPITULO V

8.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1. Conclusiones

Las concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% de los extractos vegetales de
Caesalpinia spinosa (guarango), Cronton lechleri (sangre de drago) e hipoclorito de
sodio al 5,25% mostraron efecto antibacteriano frente a la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212, ya que se formaron halos de inhibicion.

El extracto hidroalcoh6lico de Caesalpinia spinosa (guarango) presentd sensibilidad
frente al Enterococcus faecalis demostrando que a mayor concentracion mayor
efectividad antibacteriana, siendo el 100% a las 24 horas quien presentd mayor
efectividad con un halo de inhibicion de 19,00 £1,22 por lo que la esta cepa es muy
sensible y a las 48 horas un halo de 21,11 + 2,26, considerando a esta cepa sumamente
sensible a las 48 horas segun la escala de Duraffourd.

El Enterococcus faecalis frente al Cronton lechleri (sangre de drago) presentd una
sensibilidad, a medida que aumenta la concentracion aumenta la efectividad
antibacteriana, por tanto, el 100% fue el que presenté mayor efectividad con un halo de
inhibicion de 16,33 +2,34 y 17,56 +3 tanto a las 24 y 48 horas respectivamente siendo
esta cepa muy sensible segun la escala de Duraffourd.

Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia
spinosa y Cronton lechleri con relacién al Hipoclorito de sodio, mediante un analisis
estadistico el p valor fue de 0,000 donde existio un alto nivel de significancia y se
demostro que los dos extractos vegetales a concentraciones altas tienen un mayor efecto
antibacteriano que el hipoclorito de sodio al 5,25%, el guarango al 100% mostré una
media de 21,11 + 2,26 mm, la sangre de drago 17,56mm + 3,00 y el hipoclorito 14,33
13,39, lo que indica que el guarango formé un mayor halo de inhibicién.

Se logro determinar que los extractos vegetales presentaron un incremento en su halo de
inhibicion a las 48 horas por lo que se puede decir que su efecto aumenta luego de un
determinado tiempo y a las 72 horas su efecto se mantuvo, en cambio con el hipoclorito
de sodio su efecto antibacteriano disminuy0 tanto a las 48 y 72 horas presentando medias

de 14,33 + 3,39 y 10 mm respectivamente. Por lo que se concluye que tanto la
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Caesalpinia spinosa (guarango) Yy el Cronton lechleri (sangre de drago) poseen efecto
de sustantividad por el incremento del halo con el paso del tiempo mientras que el
hipoclorito de sodio al 5,25% no posee efecto de sustantividad ya que su halo disminuy6
considerablemente con el tiempo. Al tener una disminucidon en el halo de inhibicion de
las 48 a las 72 horas se puede considerar que el efecto del hipoclorito tiende a ser menor

en tiempo que el de los extractos.

8.2. Recomendaciones

e Se sugiere realizar mas investigaciones para comprobar la eficacia de los extractos
vegetales frente a microorganismos anaerobios estrictos.

e Se recomienda realizar mas estudios con otros extractos vegetales para tener mas
opciones terapéuticas de origen natural.

e Se deberia realizar més estudios sobre ambos extractos Caesalpinia spinosa (guarango)
y el Cronton lechleri (sangre de drago) para analizar si dichos extractos no causan algun
efecto adverso al usarlo en tratamientos de endodoncia.

e Se recomienda elaborar un farmaco en el cual su principio activo sea a base de los

extractos de plantas como Caesalpinia spinosa y Cronton lechleri.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados del estudio in vitro de la sangre de drago

POSILLOS - SANGRE DE DRAGO
25% 50% 75% 100%
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
14 17 17 14 16 16 12 15 15 21 24 24
15 16 16 13 14 14 15 16 16 19 20 20
15 15 15 16 16 16 15 16 16 16 16 16
15 17 17 18 18 18 15 17 17 15 16 16
13 14 14 16 17 17 15 16 16 14 14 14
13 14 14 14 15 15 18 18 18 14 17 17
12 13 13 13 13 13 18 18 18 15 16 16
14 14 14 13 14 14 17 18 18 16 16 16
13 14 14 13 14 14 12 13 13 17 19 19
Anexo 2. Resultados del estudio in vitro de guarango
POSILLOS - GUARANGO
25% 50% 75% 100%
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
14 15 15 14 15 15 19 20 20 20 23 23
14 16 16 19 19 19 18 19 19 17 19 19
16 19 19 17 19 19 19 19 18 18 18 19
16 20 20 19 19 19 16 17 17 20 25 25
15 16 16 15 15 15 17 19 18 19 23 23
15 17 17 19 19 19 19 19 19 21 22 22
16 16 16 17 19 19 19 20 20 19 19 19
17 17 17 17 19 19 19 19 19 18 19 19
17 17 17 18 19 19 18 18 18 19 21 21

Anexo 3. Resultados del estudio in vitro del hipoclorito de sodio al 5,25%

|.-\ |.-H' I'-\.
it

TROL POS

HIPOCLORITO DE SODIO AL 5,25%

24 horas

18
17
20
14
10
11
16
20
19

1)
W At

48 horas
17
14
19
11
10
10
14
17
17

72 horas

10
10
10
10
10
10
10
10
10
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