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RESUMEN

Esta investigacion tiene por objeto evaluar la eficacia del extracto hidroalcohdlico
de coca, sangre de grado y del gluconato de clorhexidina en el diametro del halo
inhibitorio de las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis.

Corresponde a un ensayo laboratorios randomizado con cegamiento simple de la
investigacion, sin pretest y con postest Unico a los 15 dias. La variable de interés,
diametro del halo inhibitorio fue estudiada a través de la técnica de observacion
experimental microbiolégica in vitro por medio del método de susceptibilidad en
discos de Kirby-Baner que determiné la sensibilidad de la Porphyromona gingivalis
frente al extracto hidroalcoholico de coca al 25%, 50% y 100%, la sangre de grado
al 100%, el gluconato de clorhexidina al 0.12% como control positivo y el
bicarbonato de sodio, como control negativo en 5 réplicas por farmacos. Con tal
objeto se sembré una cantidad estandarizada de Porphyromona gingivalis en una
placa de agar Miuller-Hilton. Luego se practicé la aplicacion de los estimulos
mencionados Y filtros al agar en forma radial. Posteriormente la placa fue incubada
a 37°C durante 15 dias; al cabo de lo cual se midi6 los halos de inhibicién
desarrollados, calificando la susceptibilidad de la bacteria de acuerdo a la siguiente
escala: resistente (0 a 6 mm), poco sensible (7 a 14 mm), sensible (15 a 21 mm);
y, muy sensible (22 mm a més). El diametro del halo inhibitorio fue tratado
estadisticamente mediante tendencia central y dispersion la caracterizacion y el
valor establecido, mediante frecuencias. La prueba utilizada fue ANOVA de una
via.

Los resultados mostraron que la Porphyromona gingivalis fue muy sensible al
gluconato de clorhexidina al 0.12%; sensible al extracto hidroalcohdlico de coca al
100%; poco sensible a este componente al 50%; y, resistente al extracto de coca
al 25%, a la sangre de grado y al bicarbonato de sodio, como control negativo.
ANOVA indica haber diferencia estadistica significativa en el efecto de los
componentes mencionados en el diametro del halo inhibitorio de las cepas
certificadas de Porphyromona gingivalis.

Palabras Clave: Coca — Sangre de grado — Clorhexidina — Halo inhibitorio -
Porphyromona gingivalis.
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ABSTRACT

This research has the aim to evaluate the efficace of hidroalcoholic coque extract,
drago’s blood, chlorhexidine gluconate on the diameter of inhibitory of certificated
stump of gingival porphyromone.

It is a randomized laboratorial trial with simple blind of researcher, without pretest
and a single posttest at 15 days. The variable of interest, diameter of inhibitory was
studied through experimental microbiological observation technique in vitro across
the susceptibility method in disks of Kirby-Baner, that determined the sensibility of
gingival porphyromone to the hidroalcoholic coque extract at 25%, 50% and 100%,
drago’s blood at 100%, chlorhexidine gluconate at 0.12%, as positive for each
treatment control, and sodium bicarbonate as negative control. So a standardized
cantity of gingival porphyromone was saw onto a Miller-Hilton’s agar plaque. Then
the mentioned estimulations and radial filtres were set onto agar. Then the plaque
was incubed at 37°C during 15 days. Finally, developmented inhibitory were
measured, considering the bacteria susceptibility according to the following scales
resistant (O to 6 mm), low sensible (7 to 14 mm), sensible (15 to 21 mm), and very
sensible (22 mm to more). The diameter of inhibitory was treated statiscally through
central tendence and dispertion; the characterization and stablished value through

frequencies. The test used was one-way ANOVA.

The results showed that gingival Porphyromona was very sensible to clorhexidin
gluconate at 0.12%; sensible to hidroalcoholic extract of coque at 100%; a low
sensible to this component at 50%; y, resistant to coque extract at 25%, to drago’s
blood, sodium bicarbonate, as negative control. ANOVA indicates that there is a
significative statistic difference in the effect of the mentioned components on the
diameter of inhibitory of certificated stump of gingival Porphyromona.

Keywords: Coque — Drago’s blood — Clorhexidine — Inhibitory — Gingival
Porphyromona.
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INTRODUCCION

La incesante busqueda de un antimicrobiano que reduzca la flora
periodontopatdgena ha determinado que se dirija la mirada hacia ciertos productos
naturales como el extracto de coca y la sangre de grado, a fin de analizar su
efectividad contra la Porphyromona gingivalis, una de las bacterias mas

importantes en la etiologia de la enfermedad periodontal.

La coca es una planta laseritroxilaceas que cree particularmente en la selva y andes
amazonicos. Es una rica en carotenos, vitaminas C y B, minerales y varios
alcaloides como la cocaina. Tiene efectos analgésicos, alcalinizante,
antiinflamatorio y neuroestimulante, por lo que su uso es muy difundido en nuestra

serrania.

La sangre de grado es un latex obtenido del arbol croton lechlerii que crece en la
Amazonia sudamericana. Tiene un principio activo denominado Taspina que tiene
efecto antiinflamatorio, antihemorragico y cicatrizante. La sangre de grado contiene
también varia alcaloides, ademas de la tapsina, asi como acido benzoico,
pigmentos, taninos y otros compuestos. Basa su accion cicatrizante en que
promueve activamente la migracion fibroblastica generando células jévenes
procedentes del mesenquima, interviniendo también en la formacién de sustancia

intercelular del tejido conjuntivo.

La clorhexidina es un antiséptico bisguanidico de naturaleza dicationica, que la
torna extremadamente interactiva con los aniones, lo que influye en su eficacia,
seguridad, incluso en sus efectos colaterales. No obstante, este antiséptico se liga
fuertemente a la membrana plasmatica bacteriana, dando lugar un aumento en la
permeabilidad de la membrana bacteriana, con pérdida de componentes
intracelulares, incluido el potasio, lo que explica su accién antibacteriana. Tiene
accion antiplaca y posee una gran sustantividad o efecto de depdsito en los tejidos

orales.
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La Porphyroma gingivalis es un bacilo gramnegativo, anaerobio, no movil, que
muestra formas cocoideas o bacilares, que producen colagenasas, proteasas y
otras enzimas que pueden inhibir la migracion de la PMNS. Constituye el segundo
patdgeno en importancia, vinculado etiolégicamente, a diferentes formas de

periodontitis.

Por las razones expuestas se ha considerado pertinente estudiar la eficacia del
extracto hidroalcohdlico de coca, la sangre de grado y del gluconato de clorhexidina
en el diametro del halo inhibitorio de la Porphyromona gingivalis, a fin de determinar

la susceptibilidad de esta bacteria a los compuestos antes mencionados.
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|.  PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Determinacion del problema

La caries dental y la enfermedad periodontal son las patologias orales con
mayor prevalencia en la poblacion a nivel mundial. En nuestro medio, la
enfermedad periodontal alcanza a un 90.4% de la poblacion. Es una
patologia de origen multifactorial, causada por un sobre crecimiento de
bacterias periodonto patdgenas en la placa subgingival, seguida de una
respuesta inmuno inflamatoria en un huésped susceptible. Esta
enfermedad no tratada o tratada inadecuadamente, es la principal causa

de perdida de piezas dentarias en el adulto.

La prevencion y terapia para esta enfermedad, se enfoca directamente
hacia la reduccién de la placa bacteriana y el uso de antibi6ticos sistémicos
solo indicado en cierto tipo de periodontitis. En los dltimos tiempos se ha
revalorado los efectos beneficiosos de las plantas, utilizandolas en la
composicion de diversos productos destinados al control de placa

bacteriana, como cremas dentales y colutorios (1).

La hoja de coca (Erythroxylum coca) utilizada desde nuestros antepasados
hasta la actualidad, tiene propiedades terapéuticas (antibacterianas,
antiinflamatorias, anestésicas y coagulante) sustentadas en diversos
estudios cientificos. Las investigaciones realizadas en el area odontolégica,
demuestran que el extracto de hoja de hoja de coca tiene actividad

antibacteriana in vitro frente a bacterias presentes en la cavidad oral.

En la enfermedad periodontal, existen bacterias periodonto patdégenas,
siendo las mas representativas Porphyromonas, Bacteroides, Prevotella,
Actinomices, Aggregatibacter, etc., y los estudios demuestran que
Porphyromonas gingivalis es la bacteria representativa de mayor
prevalencia en la periodontitis cronica, motivo por el cual sera objeto de

estudio en esta investigacion.
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Se realiza entonces el presente estudio in vitro, mediante un Test de
difusion en Agar y la prueba de dilucion en medio liquido, con la intencion
de conocer la actividad antibacteriana del extracto de hoja de coca, sobre

Porphyromonas gingivales (2).

La periodontitis es una enfermedad de alta prevalencia a nivel mundial y en
nuestro medio alcanza a un 85% de la poblacion. Es una enfermedad de
etiologia multifactorial, siendo el factor etiolégico primario el agente
microbiano. Uno de estos agentes mas importantes es Porphyromonas
gingivalis, especie bacteriana anaerdbica estricta, Gram negativo. A su vez,
el uso de antibidticos sistémicos esta indicado sélo en ciertos tipos de
periodontitis, y no siempre el tratamiento es exitoso. Hoy en dia, tanto en
medicina general como odontologica, se esta investigando nuevas
alternativas de tratamientos antibacterianos, dado el continuo aumento de
la resistencia bacteriana a los antibiéticos convencionales y por las
reacciones adversas que estos producen en algunos pacientes. El estudio
investigo la actividad antibacteriana, in vitro, del extracto de la hoja de coca
(Erythroxylum coca), sobre la cepa ATCC Porphyromonas gingivalis,
mediante el test de difusion en Agar y la prueba de dilucién en medio
liquido. Los resultados del primer estudio indicaron que el extracto de
Erythroxylum coca tiene sensibilidad nula (-) para la mayor parte de las
concentraciones evaluadas, y sensibilidad limite (sensibilidad: +) para la
maxima concentracion del extracto (100%) sobre el crecimiento, in vitro, de
la bacteria Porphyromonas gingivalis. Los resultados del segundo estudio
determinaron una concentracion minima del extracto, capaz de inhibir el
crecimiento de dicha bacteria. Este valor fue 6.25%, el cual representa la
concentracion minima inhibitoria (CMI) (3).

Por lo que, la presente investigacion pretende determinar la eficacia del
extracto hidroalcohdlico de coca, de la sangre de grado y del gluconato de
clorhexidina en el diametro del halo inhibitorio de las cepas certificadas de
Porphyromonas gingivalis.

El tema ha sido determinado mediante revision de antecedentes
investigativos y consulta a especialistas.
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1.2. Enunciado

EFICACIA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE COCA, DE LA
SANGRE DE GRADO Y DEL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA EN EL
DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO DE LAS CEPAS CERTIFICADAS
DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. UCSM. 2017

1.3. Descripcion del problema:
a) Area del Conocimiento
a.1 Area General : Ciencias de la Salud

a.2 Area Especifica : Odontologia
a.3 Especialidad : Periodoncia.

a.4 Linea Tematica : Patologia y microbiologia periodontal

b) Operacionalizacion de Variables:

DEFINICION
VARIABLES CONCEPTUAL INDICADORES SUBINDICADORES
VE1L: Vegetal polialcaloide Al 25%
Extracto multivalente de efecto Al 50%
hidroalcohdlico de | analgésicoy Al 1002/
coca neuroestimulante P
Secrecion de origen
vegetal obtenida del
Croton Lechleri, cuyo
VE2: principio activo es la o
Sangre de Grado | taspina, de efecto Al 100%
antihemorragico,
antiinflamatorio y
cicatrizante
. Antiséptico bisguanidico
VES: antiplaca de especial
Gluconqtq de sustantividad en los tejidos Al0.12%
clorhexidina
orales.
. . e Expresion
) y Dimension milimétrica
Dimension del halo de e Resistente
. inhibicién que se fqrma Caracteristica e Poco sensible
VR: entorno a la bacteria al ser . .
L o establecida e Sensible
Diametro del halo | expuesta al inéculo M iol
inhibitorio potencialmente d uy sensible
antibacteriano en la placa ¢ -
de agar. Valor establecido : L
o +++
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c) Interrogantes Bésicas:

e ¢ Cudl sera la eficacia del extracto hidroalcohdlico de coca en el

diametro del halo inhibitorio de las cepas certificadas de

Porphyromonas gingivalis?

e (Cual sera la eficacia de la sangre de grado en el diametro del halo
inhibitorio de cepas certificadas de Porphyromonas gingivalis?

e (Cual sera la eficacia del gluconato de clorhexidina en el didmetro
del halo inhibitorio de las cepas certificadas de Porphyromonas

gingivalis?

e (Cual es la diferencia en la eficacia del extracto hidroalcohdlico de
coca, sangre de grado y del gluconato de clorhexidina en el diametro
del halo inhibitorio de las cepas certificadas de Porphyromonas

gingivalis?

d) Taxonomia de la Investigacion:

TIPO DE ESTUDIO
ABORDAJE | Porlatécnica | Poreltipo | Poreln°de | Poreln°de Por el DISENO NIVEL
de de dato mediciones | muestras o ambito de
recoleccion de la poblaciones | recoleccion
variable
Cuantitativo Experimental Prospectivo Longitudinal Comparativo De laboratorio Cu_aS|- Explicativo
experimental

1.4. Justificacion

El presente trabajo de investigacion busca un tratamiento alternativo y

novedoso al problema de la periodontitis cronica, que es causa importante

de piezas dentarias, mediante la aplicacién de un recurso natural que es la

coca, mineral que es de uso tradicional en nuestra poblacion, por tanto,

tiene relevancia social.

Por otro lado, la aplicacibn de la coca en otras &reas como la

gastroenterologia, con resultados favorables para el paciente; nos plantea

la posibilidad de su uso en el tratamiento de la periodontitis cronica, lo que
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constituiria un avance en el manejo de esta patologia, por tanto, el presente

estudio tiene relevancia cognoscitiva.

Finalmente, es de relevancia pragmatica ya que el presente estudio plantea
una alternativa terapéutica para el clinico, especificamente del area de

periodoncia.

La investigacion realizada ofrece informacion importante que permite
conocer y valorar la propiedad antibacteriana de la hoja de coca,
sumandose a otros productos naturales dirigidos al control de la placa
bacteriana que ayudan a mejorar el manejo del paciente periodontalmente
afectado, ya que este es el primer paso para la posterior elaboracién de un
producto derivado de esta hoja, dirigido al control de la enfermedad

periodontal (1).
2. OBJETIVOS

2.1. Determinar el efecto del extracto hidroalcohélico de coca en el diametro del

halo inhibitorio de las cepas certificadas de Porphyromonas gingivalis.

2.2. Determinar el efecto de la sangre de grado en el didmetro del halo

inhibitorio de las cepas certificadas de Porphyromonas gingivalis.

2.3. Determinar el efecto del gluconato de clorhexidina en el didmetro del halo

inhibitorio de cepas certificadas de Porphyromonas gingivalis.

2.4. Comparar la eficacia del extracto hidroalcohdlico de coca, sangre de grado
y del gluconato de clorhexidina en el didmetro del halo inhibitorio de las

cepas certificadas de Porphyromonas gingivalis.
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3. MARCO TEORICO
3.1. Conceptos basicos
3.1.1. Hoja de coca

a. Definicion

La coca (Erythroxylum coca) (quechua: kuka) es una especie de planta con flor
sudamericana de la familia de las eritroxilaceas, originaria de las escarpadas

estribaciones de los Andes amazonicos.

Tiene un papel importante en las culturas andinas, como analgésico en

intervenciones médicas.

Es utilizada como analgésico por culturas andinas como las naciones chibchas,
aymara y quechua. Sin embargo, es mejor conocida en el mundo entero por sus
alcaloides, entre los cuales se obtiene, mediante un proceso quimico, la
cocaina, una sustancia que es un potente estimulante del sistema nervioso

central y altamente adictivo (4).
b. Antecedentes historicos

Los habitantes andinos conocian esta planta y sus efectos desde épocas muy

anteriores a la aparicion del Imperio inca.

Los colonizadores europeos le dieron diferentes denominaciones, mientras los
nativos la conocian como hoja sagrada por su expresa utilizacion entre los
miembros de la casta superior de los nobles. Al parecer, el uso de esta hoja
estaba restringido entre el resto de la poblacion, por lo que también tenia la
categoria de presente real para recompensar servicios (5).

Algunos opinan que las facultades provocadas por la hoja de coca se
consideraban como un hecho sobrenatural y por ello estaba presente en actos
funerarios, entre otros. La utilizaciéon de hoja de coca esta arraigada en la cultura
boliviana y peruana. Sin embargo, el uso sacerdotal que se le dio en el Incario
fue para promover estados alterados por ayuno (fastening). La eficacia de la
hoja de coca como estimulante fue reconocida por los espafoles desde el
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mismo momento en que llegan a Sudamérica (siglo XVI) y luego sus efectos
fueron descritos con lujo de detalles por los grandes viajeros foraneos del siglo
XIX. Uno de ellos, el erudito historiador britanico sir Clements R. Markham
(1830-1916), recomendo el uso de la coca a todos los turistas y extendio esta
recomendacion a los miembros de los clubes de alpinismo de Europa. La
cortesia de los establecimientos turisticos de la sierra peruana al ofrecerles una
taza de infusion de coca a los visitantes de las serranias del Peru, no es desde
luego, una "mala costumbre" indigena, sino una amable bienvenida moderna
recomendada muy efusivamente por Alexander von Humboldt, D"Orbigny, Von
Tschudi, Markham, Mantegazza, De Castelnau, Herndon, Gibbon, Squire,
Marcoy y otros. El trueque del acto de chacchar la coca por el mas refinado
consumo de la infusién es una adaptacion costumbrista cuya real efectividad es
puesta en duda por muchos. Rodeada por el ceremonial, formalidades y
controles ejercidos por la comunidad, raramente es objeto de abuso o
descontrol que pueda causar dafo a la salud. En las relaciones sociales de la
cultura andina, la coca es un obsequio que significa amistad y generosidad. El
acto de compartir la coca y consumirla conjuntamente con otros es un hecho
muy importante que sella relaciones de confraternidad y confianza entre los
participantes. Ademas, en la medicina tradicional no existe otro remedio con
tantos y tan vastos usos cuya efectividad ha sido comprobada. En todos estos
sentidos, ademas de su efecto bioquimico, la coca es uno de los componentes
mas destacados de la psicoterapia popular nativa, lo que la hace un
indispensable elemento de apoyo para la seguridad emocional del hombre
andino (6).

El uso de la hoja de coca ha sido tradicional entre muchos de los indigenas de
Colombia desde tiempos inmemoriales, especialmente entre los de la Sierra
Nevada de Santa Marta. Ahi se puede distinguir entre la manera de hacerse en
comunién con la planta entre las culturas de montafia y las culturas de las selvas
amazonicas. Las primeras, prefieren mascar la hoja tostada, e irle mezclando
cal, algunos elaborandola de conchas marinas, y otros con cal de piedra. Los
primeros, la conservan en un pequefio calabazo llamado "poporo". En las
amazonas, las culturas que tienen relacién con la planta de coca, la tuestan y

pulverizan, mezclandola con ceniza de plantas amazénicas; el resultado es un
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polvo verde que se llama "mambe". Entre los indigenas colombianos a pesar
que la relacién con la coca es cotidiana, esté revestida de religiosidad, y se
considera a la planta como muy sagrada, rodeada de respeto y admiracion. No
entienden ellos que se le persiga en sus territorios, ya que no fue por su cultura
ni sus costumbres el que en ciertos contextos se vea envuelta en varios
conflictos. Para la poblacion boliviana, incluyendo mestizos, quechuas y
aymaras el consumo de la hoja de coca es parte de la tradicion de toda esta
poblacién. El akulliku (mascado de coca) ya era practicado desde antes de la
llegada de los espafioles a tierras andinas. Para el boliviano coman, el akullicar
esta presente en gran parte de sus actividades cotidianas, en una fiesta, lo

mismo gue en un velorio mascar coca es la practica coman (7).
c. Aspecto medicinal

Las virtudes medicinales de la hoja de coca fueron conocidas por los pueblos
prehispanicos y la utilizaban para tratar diversas enfermedades y dolencias.
Dentro de las cronicas del Peru se halla el siguiente relato: “...la coca preserva
el cuerpo de muchas enfermedades, y nuestros médicos usan de ellas hechas
polvo, para aplacar la hinchazon de las llagas, para fortalecer los huesos
quebrados, para sacar el frio del cuerpo o para impedir que entre, para sanar
las llagas podridas llenas de gusanos”. Otros cronistas relataban que los
meédicos espafioles la recetaban en el siglo XVIII para combatir los dolores
estomacales, dolores de cabeza y Ulceras. Actualmente se recomienda que
masticando despacio las hojas de coca y tragando saliva, se pueden aliviar los
malestares de las vias digestivas, célicos y calambre de estobmago y de los
intestinos, dispepsia, diarreas, etc. También atenua el dolor provocado por las
inflamaciones de la boca, encias y garganta. Es evidente que la hoja sagrada
ha sido, es y sera medicina ancestral y que pasard de generacién en
generacion. En los dltimos treinta afios la hoja sagrada ha sido analizada en
diversas universidades del mundo, donde se ha comprobado sus bondades

medicinales y también alimenticias (8).
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d. Aspecto nutricional

Cabe destacar la presencia abundante de minerales en la hoja de coca,
especialmente de calcio, cuyas cantidades son mucho mayores a los de la leche
y a cualquier otro alimento, por cada 100 gramos de hoja de coca podemos
obtener un total de 2200 mg de calcio. La hoja de coca también presenta en su
composicion: hierro, potasio, magnesio, zinc, yodo, fésforo y azufre. La hoja de
coca es una riquisima fuente de proteinas, por cada 100 gramos de hoja de
coca tenemos un 20% de proteinas, éstas permiten que el cuerpo pueda
reponer los tejidos perdidos, por ello contribuyen al desarrollo del sistema
muscular y de los huesos. Es interesante destacar que, en los hallazgos de
restos momificados, se pudo investigar que los cuerpos tenian muy buena
estructura musculo-esquelética, las piezas dentarias estaban casi completas,
una altura promedio entre 1,75 y 1,80 metros. La hoja de coca tiene gran
cantidad de vitamina A (alfa y betacarotenos), todas las vitaminas del complejo
B (vitaminas B1, B2, B3, B5, B6, B12) indispensables para el organismo, pues
fortalece nuestro sistema inmunolégico. Numerosos trabajos realizados en
diferentes universidades del mundo revelaron que la hoja de coca es uno de los
alimentos més completos que se encuentran en la naturaleza El estudio llevado
a cabo por la Universidad de Harvard, en 1975, conformado por los
investigadores Duke, Aulik y Plowman, comprobé que la masticacion diaria de
100 gramos de la hoja sagrada cumple con los requerimientos nutritivos que
necesitan los seres humanos. Los valores nutricionales de dicho estudio. Cada
100 gramos de hoja de coca contiene: Alfa caroteno 2,76 mg Beta caroteno 9,40
mg Calcio 997,62 mg Carbohidratos 47,50 mg Grasa 3,68 mg Nitrégeno 20,06
mg Vitamina C 6,47 mg Vitamina E 40,17 mg Tiamina (vitamina B1) 0,73 mg
Riboflavina (vitamina B2) 0,88 mg Niacina 8,37 mg Manganeso 9,15 mg Fosfato
412,67 mg Potasio 1739,33 mg Magnesio 299,30 mg Sodio 39,41 mg Aluminio
17,39 mg Bario 6,18 mg Hierro 136,64 mg Estroncio 12,02 mg Boro 6,75 mg
Cobre 1,22 mg Cromo 0,12 mg Alcaloides totales no volatiles 0,70 mg (9).

e. Efectos

e Sobre el Organismo: Los efectos del habito de la masticacién de la coca
sobre el individuo se deben principalmente a la dosis de alcaloides que ellos
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ingieren. Se calcula que extraen un promedio de 86% de los alcaloides y que
el 80% de los alcaloides es cocaina, el efecto del resto de los alcaloides
(menores) no puede ir mas alla de un planeamiento tedrico, pues no existen

estudios farmacolégicos adecuados.

e Estos efectos son de diversa indole, pero entre ellos destacan los de
caracter fisiolégico y psicolégico, tanto agudos como cronicos. Las
manifestaciones fisioldgicas agudas se caracterizan por taquicardia, ligero
aumento de presion arterial y de la temperatura corporal, alteraciones
respiratorias, aumento de resistencia a la fatiga, entre otros. En cuanto a las
manifestaciones fisiologicas de caracter crénico, su delimitacion se ve
obstaculizada por el alcoholismo, la deficiente alimentacion y en general por
las desfavorables condiciones higiénicas en que viven los chacchadores,
pero generalmente se asocia a malnutricion, hepatomegalia,
linfadenopatias, deficiencias visuales, etc. Respecto a las alteraciones
psicolégicas, como de la personalidad, se hicieron diversos estudios los
cuales se contradicen entre si, ademas en algunos ellos se usaron técnicas
gue ahora no pueden aceptarse como validas ni fidedignas, por lo tanto,
tendriamos que esperar nuevos trabajos acerca del efecto del habito sobre

el estatus mental de los individuos que lo practican (10).

e Sobre la Cavidad Oral: La mucosa oral, es una de las estructuras de
nuestro cuerpo que constantemente esta expuesta a substancias extrafias
dependiendo de muchos factores, entre ellos los habitos de cada persona,
de alli que sustancias como el tabaco, alcohol, café, etc. Han sido motivo de
diversas investigaciones sobre el efecto de dichas sustancias sobre la
mucosa oral, en el caso de la masticacion de la hoja de coca y su efecto
sobre las estructuras orales, los estudios son limitados (11).

e Sobre la Mucosa Oral: El chacchador cronico mantiene el bolo de coca,
durante un tiempo promedio de 6 horas diarias, habiéndose sugerido que la
accion irritante y/o friccional de estas sustancias, causan a largo plazo,
alteraciones en la mucosa oral, tales como zonas blanquecinas, rugosas,
agrietadas, paraqueratosis, acantosis, hiperqueratosis, leucoedema vy
leucoplasia (4,12,13).
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e Sobre los Dientes y Periodonto: Segun la mayoria de estudios realizados,
el desgaste dentario y la enfermedad periodontal tienden a incrementarse
con el habito del chacchado. Se cree que la primera de ellas es causada
tanto por efectos fisicos (abrasidbn) como quimicos (erosion) y la segunda
por el contacto de las sustancias usadas en el chacchado con las estructuras

de soporte dentario, las cuales son debilitadas (14,15).
f. Composicion Quimica de la Coca

La hoja de coca depende de factores intrinsecos y extrinsecos. Entre los
factores extrinsecos, se tiene a la ubicacién geografica, la forma en que ha sido
cultivada la planta y el medio ambiente en el que se desarrolla la especie; como
intrinsecos tenemos la edad de la especie vegetal. La hoja de coca también
presenta en su composicion quimica: Aceites esenciales y son los que les dan

a las hojas de coca su aroma especial (16).
g. Propiedades Nutricionales de la Hoja de Coca

Gracias a la investigacion realizada por la Universidad de Harvard, en 1975,
titulada “Valor nutricional de la hoja de coca”, se ha probado que la masticacion
diaria de 100 gramos de hojas de coca, satisface la racion alimentaria
recomendada tanto para el hombre para la mujer. Su contenido en vitaminas y
determinados oligoelementos hacen que al mismo tiempo el mate de coca
constituya un complemento nutritivo de la dieta diaria. Estos mismos estudios
de la Universidad de Harvard sostienen que en 100 gramos de coca se pueden
tener casi dos gramos de potasio que son necesarios para el equilibrio del
corazon y se le atribuyen ademas propiedades adelgazantes. Sabiendo que
estos mates son tan ricas en estos nutrientes, se convierten en alimento y
medicina. La concentraciébn de cocaina en la hoja es muy baja, segun
investigaciones realizadas por meédicos farmacoélogos de la Universidad de
Caldas, y, por lo tanto, ingerida en forma natural, no produce toxicidad ni genera
dependencia. Actia como estimulante leve, mejora la atencion y la coordinacién
de ideas (17).
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3.1.2. Sangre de grado
a. Antecedentes

Croton lechlerii (Sangre de grado), es una planta amazonica de la familia de las
Euforbiaceas de relativa abundancia en los bosques de la amazonia y
ampliamente usado como cicatrizante, antihemorragico y antiinflamatorio, el
principio activo principal de esta planta se llama taspina y se halla mezclado junto
con saponinas, proantocianinas, magnoflorina, y triterpenos tales como: eufol,
forbol y tirucalol (18). Al aplicar el latex sobre la hemorragia causada por una
lesion abierta en la piel o el misculo rapidamente se detiene esta; mas no debe
usarse cuando hay heridas con hematomas y tumefaccién a la vez porque se
crearia una falsa costra que evitaria el drenaje de pus (19). Por analogia de su
actividad cicatrizante sobre heridas externas limpias (sin presencia de
patébgenos) se cree que también puede usarse en el tratamiento de Ulceras
internas sangrantes en pequefas cantidades (4 gotas por litro de agua), se usa
para el tratamiento de la gastritis; pero no es menos cierto que contiene ademas
clerodanos y dos sustancias toxicas cocarcinogénicas activas (eufol y forbol),
presente en la mayoria de plantas del género Croton y que cuando son usados
en cantidades mayores a una dosis homeopética puede manifestarse sus
efectos adversos. También cabe hacer mencion la presencia de flavonoides
condensados (proantocianinas) utilizados en el tratamiento de diarreas por
cryptosporidium comun en las personas que padecen SIDA, contiene saponinas
gue contribuyen en detener las hemorragias que si bien sonimportantes quedan
minimizados por la ostensible actividad cicatrizante de la Taspina considerado

como su principal y mas activo constituyente (19).

Malaga G.E. en 1991, encontr6é que la Taspina posee actividad cicatrizante en
Ulcera gastrica, inducida en ratas, lo que verifica en cierto modo el uso popular

gue se da a la sangre de grado en esta enfermedad en minimas cantidades (20).

La Taspina se caracteriza por promover la formacion de fibroblastos y colageno
hasta la formacion del cicatrizal contrariamente como sefialan ciertos autores
que atribuyen a la Taspina propiedades cocarcinogénicas (21), su actividad

antiangiogena le permite mas bien inhibir la formacion de vasos sanguineos que

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

impide la proliferacion del cancer y su reduccion ha sido comprobada en una
prueba empirica realizada con la sefiora Delfina Huayta anciana de 78 afios de
edad de la localidad de Padre Cocha (Rio Nanay) que sufre de un cancer de piel
localizado en la nariz, conocido como carcinoma basocelular, a la que se aplicé
Taspina en crema promoviendo la forma de cicatrizal y deteniendo la formacion
de vasos sanguineos, experimento que no continuo por las limitaciones
econémicas ya que un estudio serio demanda de un grupo profesional
multidisciplinario y con manejo de recursos economicos adecuados. Los arboles
de sangre de grado (Croton lechlerii) segun su hébitat varian en su contenido de
Taspina, esta variacion inter especifica puede ser atribuida al suelo, pH, y otras
condiciones geomorfologicas y ambientales, pero también a su edad, un arbol
de menos de 5 afios tiene un bajo rendimiento de Taspina, es sabido que la
sangre de grado que crece en terrenos de arcilla rojiza con presencia de fierro
contiene mayor cantidad de Taspina en relacion con aquellas plantas que crecen
en terrenos bajos y arenosos. La presencia de rafidios (cristales de oxalato de
calcio) en el latex da un indicio acerca de la presencia de Taspina (36). Hay una
ostensible variacion de Taspina en el latex segun la zona de donde provenga,
por ejemplo si se compara el latex de sangre de grado de Perd con el del
Ecuador, se observa que en el latex del Pert la Taspina se presenta como el
componente principal, mientras que en el latex de Sangre de Grado de Ecuador
se presenta en pequeias cantidades pero contiene mayor cantidad de
Magnoflorina que es un precursor de la Taspina, al punto tal que Shamma
Maurice and Moniot J.L. lograron la sintesis de la Taspina a partir de
Magnoflorina (22). Por ser un alcaloide que tiene una amplia respuesta biolégica
debido a su estructura lacténica ha despertado grandes expectativas como
molécula anticancerigena y se viene probando con variedades de cancer sobre
las que tiene respuesta antiangiogena frente a la enzima que segrega el cancer
para generar vasos sanguineos Yy logra su actividad invasiva, ademéas de su
probada actividad cicatrizante, tiene potente actividad antiinflamatoria y anti-
hemorroidal que supera largamente la actividad de cualquier farmaco anti-
hemorroidal por ejemplo: “Hemorrodil, Venocurén, Scheriproct, etc. Casi siempre
la sangre de grado (Croton lechlerii) adquirido en el mercado de “Productos
Naturales” de Iquitos (Psj. Paquito) es adulterado y no existe patron de
comparacién que pruebe su autenticidad. Los organismos de control como
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INDECOPI y DIGEMID no poseen infraestructura para realizar el control de
calidad, pero la adulteracion permite que un producto natural de innatas
bondades se desacredite y pierda interés. Cuando la Sangre de grado se aplica
como remedio casero, la exigencia de saber si posee Taspina no tiene mayor
importancia, mas si se pretende exportar para obtencién de Taspina; requiere
de certificacidn, un buen control de calidad y rendimiento de este alcaloide en el
latex (23).

b. Identificacién taxondmica de la especie

Las muestras de las que obtuvimos el latex procedente de las cuencas de los
rios Nanay (Bajo) y Napo (alto) respectivamente.

¢ Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta

e Clase: Magnoliopsidae

e Orden: Malphygiales

e Familia: Euforbiaceae

e Subfamilia: Crotonoideae

e Género: Croton

e Especie: Croton lechlerii. Muell-Arg

Nombre Vulgar: “Sangre de grado”, “Sangre de drago” (Peru), blood (USA),
Sangre de grado (Bolivia), Sangre de dragao (Brasil), Sangre grado (Colombia),

Sangre de drago y balsa macho (Ecuador) (24).
c. Procedencia

Cuencas de los rios Nanay (Bajo) y Napo (Alto) (24).
d. Propiedades

La sangre de grado (Croton lechlerii) es una especie ampliamente conocida y
requerida principalmente por sus propiedades medicinales. Contiene el alcaloide
Taspina de accidn cicatrizante, biogenéticamente derivado de un precursor
conocido como magnoflorina, ademas presenta proantocianidinas oligoméricas

(SP-303). Especies de esta familia presentan agentes antitumorales y alcaloides
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como: Piridona, indolaporfina, quinoleina, tropano, acidos grasos insaturados,
antraquinonas, epoxi-acidos-grasos, triterpenoides. Del género Croton, se han
aislado 30 alcaloides, con estructura conocida, siendo los principales:
Solutaridina, taspina, sinoacutina, sparciflorina. También se encuentra acido
benzoico, pigmentos, taninos y otros compuestos. En cantidades relativamente
pequefias por ejemplo cuatro gotas diluidas en un litro de agua se usan para la
gastritis producido por Helicobacter pylori, para lavados vaginales para combatir
lesiones producidas por Candida albicans, es activo contra Trichophyton
mentagrophytes, que produce tifia asociada a Epidermophyton floccosum contra
cuyo hongo también es activo (24).

e. Propiedades medicinales

Croton lechlerii (Sangre de grado) resulta ser una de las plantas mas
reconocidas en la Amazonia peruana por sus propiedades medicinales, ya que
posee un principio activo antihemorragico que detiene rapidamente el sangrado
por cortaduras en la piel u otras partes del tejido conjuntivo, y que cuando no es
muy pronunciado la herida con su aplicacion se evita su saturacién y cuando
cicatriza no deja huellas visibles o queloideas pues como cicatrizante promueve
migracion fibroblastica, es decir traslacion de células jévenes procedentes del
mesénquina con cuerpo fusocelular y nucleo alargado, que intervienen en la
formacion de sustancia intercelular del tejido conjuntivo (sustancia cementante
ante un corte o herida) al final de dicha actividad secretora se convierte en
fibrocito (célula fija de tejido conjuntivo alargado, con abundantes
prolongaciones y dotado de un nucleo ovalado que es la forma de reposo del
fibroblasto). Ya Cai et al, citado por Whitson Anna sefiala que Croton lechlerii es
activo contra Escherichia coli. Unas pocas gotas en agua se pueden beber para
cortar la diarrea. La determinacion de los metabolitos secundarios de Croton
lechlerii asi como los ensayos biol6gicos son importantes para corroborar y/o
rechazar la informacion etnoboténica y etnofarmacoldgica acopiada acerca de
sus propiedades. La Taspina es el alcaloide dilacténico de Sangre de Grado que
tiene accion antiinflamatoria aplicada siguiendo diversos modelos
farmacoldgicos; la Taspina como clorhidrato muestra actividad cicatrizante en
pruebas in vivo con ratones debido a que promueve migracion fibroblastica
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dando lugar a que células joévenes procedentes del mesénquima (tejido
conjuntivo embrionario) con cuerpo fusocelular y 32 nucleo alargado intervienen
en la formacion de sustancia intercelular del tejido conjuntivo y al finalizar la

actividad secretora forman los fibrocitos que conforman el tejido conjuntivo (24).
f. Aspectos Farmacologicos

La Taspina es una molécula con amplias alternativas bioactivas en el tratamiento

del cancer (leucemia y carcinoma baso celular) asociado a otros medicamentos

por sus propiedades antiangiogenas (inhibidor de la produccién de vasos

sanguineos que evita la proliferacién del cancer); como antihemorragico, en el

tratamiento de hemorroides, cicatrizacion de ulceras y como antimicrobiano (25).

e Segun Persinos la Taspina y el clorhidrato de Taspina exhiben propiedad
anti-inflamatoria.

e Segun Lewis W. H.et al, posee actividad antiulcerosa.

e Segun Itokawa et al tiene actividad citotoxica.

e Segun Sethi M.L actia como inhibidor de la polimerasa viral del ADN.
Comparando fenilbutazona 200-250 mg/kg de peso con 58 mg/kg dosis
efectiva oral media de Taspina, resulta ser que Clorhidrato de Taspina es 35
3 a 4 veces mas potente como anestésico y antinflamatorio que la

fenilbutazona.

Planas 1984 aisl6 Taspina extraida de Croton Lechlerii (sangre de grado) y para
gue sea hidrosoluble la llevo a clorhidrato de Taspina e hizo pruebas
cicatrizantes in vivo con ratones, al ser administradas en solucidon acuosa a una
dosis de 0.066 mg/ml, observé que posee actividad cicatrizante en las primeras
60 horas del tratamiento. Segun Vaisberg la dosis efectiva tipica ED50 es de
0.375 mg/kg el clorhidrato de Taspina aumenta la migracion fibroblastica de
fibroblastos humanos del prepucio en cultivos celulares (26). La Taspina inhibe
algunos virus que causa cancer tales como: Sarcoma tipo | (virus del Sarcoma
de monos) y la leucemia (virus de la leucemia Rauscher y Murina).

Sethi sefiala que probablemente la Taspina actla sobre la transcriptasa reversa
de los virus que se usan en la replicacion viral de células normales, es posible

que los inhibidores de esta enzima sean capaces de inhibir cancer en humano.
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Chen et al citado por Meza sefiala que la taspina tiene potente actividad
cicatrizante contra células KB y V-79 (26).

3.1.3. Clorhexidina

La clorhexidina es una sustancia desinfectante de accidén bactericida y fungicida.
Pertenece al grupo de las biguanidas y se encuentra en el listado de Medicamentos
esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud, una lista que contiene los
medicamentos mas importantes que se requieren en un sistema sanitario. Se utiliza
ampliamente en odontologia en concentraciones de 0,2%, 0,12% y 0,10 % en
presentaciones para el uso como colutorio o enjuague bucal. La clorhexidina fue
desarrollada en la década de los 40 por Imperial Chemical Industries en Inglaterra
por cientificos que realizaban un estudio sobre la malaria. En ese momento los
investigadores fueron capaces de desarrollar un grupo de compuestos
denominados polibiguanidas, que demostraron tener un amplio espectro
antibacteriano y sali6 al mercado en 1954 como antiséptico para heridas de la piel.
Posteriormente comenz6 a usarse en medicina y cirugia tanto para el paciente
como para el cirujano. En odontologia se utilizo inicialmente para desinfeccion de

la boca y endodoncia (13,27).
a. Concepto

La clorhexidina es un potente antiséptico del grupo de las biguanidas que actia
eficaz y r@pidamente como bactericidas sobre microorganismos Gram. (+) y (),
pero poco eficaz sobre bacterias acido resistentes hongos o virus. se utiliza
para enjuagues bucales en el tratamiento de la gingivitis y de la enfermedad
periodontal y topicamente en la preparacion de la piel del paciente antes de
una operacién quirdrgica, lavado de heridas, y tratamiento del acné vulgar.
Otros usos de la clorhexidina incluyen la profilaxis y el tratamiento de las
infecciones de boca, la estomatitis, la estomatitis ulcerativa y la gingivitis aguda
ulcerativa necrotizante (28).

b. Composicion

Este compuesto es una base fuerte dicatiénica a pH superior a 3,5 con dos
cargas positivas en cada extremo del puente de hexametileno. Es esta
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naturaleza dicationica la que la hace extremadamente interactiva con los
aniones, lo que es relevante para su eficacia, seguridad, efectos secundarios

locales y dificultad para formularla en productos (29).

Cada 100 ml de solucion contiene: Clorhexidina gluconato.................. 0.12g.

Excipientes cSp.......cocoeviiiiiiinnn. 100 ml.
c. Mecanismo de Accibén

La clorhexidina desestabiliza y penetra las membranas de las células
bacterianas. La clorhexidina precipita el citoplasma vy interfiere con la funcién
de la membrana, inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que ocasiona una
disminucién de los niveles de ATP y la muerte celular. En las bacterias Gram-
negativas, la clorhexidina afecta la membrana exterior permitiendo la liberacién
de las enzimas periplasmaticas. La membrana interna de estos
microorganismos no es destruida, pero si que es impedida la absorcion de
pequefias moléculas. A bajas concentraciones, la clorhexidina exhibe un efecto
bacteriostatico, mientras que a altas concentraciones es bactericida. Los
siguientes microorganismos muestran una alta susceptibilidad a la clorhexidina:
Estreptococos, estafilococos, Candida albicans, Escherichia coli, salmonellas,
y bacterias anaerébicas (29,30).

d. Reacciones Adversas

Ocasionalmente se puede presentar alteracion transitoria en el gusto, efecto

cuya incidencia es reducida por la baja concentracion de principio activo (30).
e. Concentraciones

La clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones, al 0,12% vy al 0,2%,
0.4% (29,30).

f. Indicaciones y Dosificacion

Colutorios: la clorhexidina para enjuagues orales se comercializa en envases
gue contienen un vasito o medida de unos 15 ml. Esta es la dosis que se debe

mantener en la boca durante aproximadamente 1 minuto (31).
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Clorhexidina para aplicacién topica: utilizar una gasa o algodon para tratar
el area deseada. Evitar el contacto con los ojos, los oidos y la boca. Si esto
ocurriera, enjuagar inmediatamente con agua abundante. La clorhexidina se

debe mantener fuera de la luz, evitando temperaturas extremas (30,31).
g. Contraindicaciones

Hipersensibilidad al gluconato de clorhexidina (30).
h. Interacciones

Aunque la clorhexidina se absorbe muy poco por el tracto digestivo puede
haber una interaccién potencial con el disulfiram, debido al contenido en alcohol
de los enjuagues orales. La ingestion de alcohol en los pacientes tratados con
disulfiram puede ocasionar serios efectos secundarios. Los pacientes tratados
simultdneamente con metronidazol y clorhexidina pueden experimentar una

reaccion similar a la del disulfiram (30).
3.1.4. Porphyromona gingivalis
a. Descripcion

Porphyromonas gingivalis es una especie de bacilos Gram negativo pequefio
(cocobacilos), no movil, anaerobio estricto, asacarolitico, que forma colonias
uniformes de coloracion verdosas, pardas o negras debido a la hemina que
almacena en la superficie celular (Fig. 1). Células de P. gingivalis tienen un

diametro de 0.5-0.8um por 1.0-3.5um de largo (32).

Figura 1: se observa un grupo de colonias color

erdosas, pardas o negras de Porphyromonas gingivalis
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Algunos de los tipos poseen actividad proteolitica, como por ejemplo,
Porphyromonas gingivalis y Porphyromonas macacae, otros son relativamente
no proteoliticos. Cuando crecen en complejos carbohidratados (excepto
Porphyromonas gingivalis asacarolitica) y proteinas, los principales productos
de fermentacion son nbutirato, propionato y acetato, y en menor cantidad iso-
valerato, iso-butirato, succinato y fenilacetato. Estos productos finales

explicarian muchos de los malos olores asociados con infecciones orales (32).

Como se menciono anteriormente, P. gingivalis es un importante miembro de
la microbiota periodontal, involucrado tanto en la progresion de la periodontitis,
como en los procesos de destruccion de hueso y tejido (32). También, puede
producir severas infecciones extraorales, incluyendo mediastinales, de planos
faciales, cerebro y abcesos pulmonares (33), enfermedades cardiacas (34),

parto prematuro y bajo peso al nacer (35).

Porphyromonas gingivalis es comunmente detectada en pacientes jovenes con
gingivitis, y pacientes adultos con periodontitis, usando metodos inmunolégicos
y de biologia molecular (PCR). Esta especie también se ha encontrado en
placas supragingivales maduras, de pacientes jévenes con o sin destruccion
periodontal, sugiriendo que es un patégeno de tipo oportunista, para el cual no

esta claro aun, si es de origen enddégeno o exégeno (36).
b. Taxonomia

El género Porphyromonas, especificamente la especie Porphyromonas
gingivalis, fue definido a partir del grupo Bacteroides melanigogenicus (37)
dada la heterogenicidad genética de este grupo, demostrada por Shah y Hardie
(38), y Coykendall et al (39). Por medio de la técnica de hibridacion DNA-DNA,
Se propuso una nueva especie, Bacteroides gingivalis para estas bacterias de
origen bucal (40). Luego, por la secuencia de rRNA de 16S, Porphyromonas se
alej6 genealdgicamente de Bacteroides y Prevotella (37). Especies del género
Porphyromonas se han encontrado asociadas con hospederos humanos y/o
animales (32).
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c. Nutricién

Porphyromonas gingivalis es una especie proteolitica, asacarolitica, anaerobia
estricta, por lo que coloniza sitios en donde la tensién de oxigeno es baja, pero
en los cuales hay substratos abundantes en nitrégeno. El ecosistema
subgingival proporciona un medioambiente ideal para esta especie, ya que, el
potencial rédox es bajo (y mas bajo aun en sacos periodontales), y posee

nutrientes enddgenos ricos en péptidos y aminoacidos (37).

P. gingivalis tiene un requerimiento obligado de hierro para crecer. Sin embargo,
cuando ocurre una falta de hierro en el sistema de poros de la bacteria
(sideporos, los cuales quedan hemina) utiliza hemina (hierro protoporfirina 1X).
Los niveles de hemina en boca son variables y el sangramiento, como resultado
de la inflamacion gingival, elevaria su concentracion subgingival, de modo que
este puede ser un factor que predispone a la acumulacién de esta bacteria. La
hemina que se acumula en la membrana extracelular actia como "basurero" de

oxigeno ayudando a mantener un microambiente anaerobio (41).
d. Factores de virulencia

Se ha demostrado que LPS de esta especie induce la produccion de IL-6 e IL-
8 desde fibroblastos del ligamento periodontal en humanos. Las evidencias
indican que LPS de Porphyromonas gingivalis, especialmente su lipidoA, es
capaz de estimular la respuesta inflamatoria del hospedero indirectamente a

través de la produccion de citokinas (32).

Porphyromonas gingivalis produce un gran nimero de enzimas, proteinasas y
productos finales de su metabolismo que son activos contra un amplio espectro
de proteinas del hospedero, y esta provista de mecanismos para evadir las
defensas de éste. Dichos compuestos corresponden a inhibidores de
proteinasas, inmunoglobulinas, proteinasas que contienen hierro, proteinas
bactericidas, proteinas de matriz extracelular, y proteinas intimamente
envueltas en funciones fagociticas, tales como fijacion de complemento y
coagulacion. La mayoria de las actividades enzimaticas de Porphyromonas
gingivalis son asociadas a la proteinasa cisteina, la cual le proporciona ventajas

metabdlicas, ya que le otorga la capacidad de utilizar largas proteinas del
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hospedero para su crecimiento y desarrollo (32). Una de las caracteristicas de
virulencia significativas de Porphyromonas gingivalis es este gran numero
enzimas hidroliticas, proteoliticas y lipoliticas, que son producidas
esencialmente por todos los tipos de P.gingivalis conocidos. Varias de estas
proteinasas asociadas a P.gingivalis (capaces de hidrolizar péptidos unidos)
parecen ser funcionalmente importantes en el medioambiente in vivo. Estos
factores de virulencia in vivo, si actian en el hospedero, pueden jugar un rol

significativo en la progresion de la periodontitis (32).

Dentro de las proteinasas de Porphyromonas gingivalis se consideran a las
colagenasas y a las aminopeptidasas como criticas en la patogénesis de la
bacteria. Existen proteinasas especificas como arginina y lisina proteinasa,
producidas por Porphyromonas gingivalis. Son proteinasas cisteinas, y han
recibido un nombre en comun, gingipains. Estas son un potente regulador de la
permeabilidad vascular, siendo capaces de inducir la permeabilidad vascular en
plasma humano y unirse directamente a bradiquininas. Ademas, se consideran
guimiotacticas para PMNN. Arg-gingipain es capaz de inactivar especies
oxigeno reactivas (bactericidas naturales) producidos por PMNN, el cual es un
importante mecanismo en la defensa del hospedero (32).

Otro tipo de proteinasas que produce Porphyromonas gingivalis para protegerse
de los mecanismos de defensa del hospedero son las proteinasas

inmunoglobulinas como IgA1, IgA2 e IgG (32).

Un tipo de proteinasas llamadas caseinoliticas son capaces de degradar
colageno tipo | y 1V, IgG humana, fibronectina, y complemento C3, C4, C5y
Cba, también inhiben la actividad bactericida de PMNN (32).

Existen unas proteinas bacterianas que actlan como factor de virulencia
llamadas hemaglutininas. Porphyromonas gingivalis produce a lo menos cinco
de ellas. Cuando se expresan en la superficie bacteriana, pueden promover la
colonizacion mediante la unién de bacterias a receptores (usualmente
oligosacaridos) en células humanas. Existe una relacion entre la capacidad de
hemaglutinacion y la actividad proteolitica de Porphyromonas gingivalis, lo que

se ha dilucidado mediante analisis genéticos (41).
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3.2. Anélisis de antecedentes investigativos

a. Titulo: Patologia oral en masticadores de hojas de coca. Tesis
Doctoral. UPCH. Lima, 1972.

Autor: Ungaro, M.

Resumen: Estudio en un grupo de 500 chacchadores de la hoja de
coca, que la prevalencia de lesiones cariosas era de un 68% (15).

b. Titulo: Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etanodlico de

propéleo frente a la Porphyromonas Gingivalis Atcc 33277. 2018
Autor: Gonzales Carrillo, Gean Carlos

Resumen: La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la
eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de propdleo
peruano a concentraciones del 5, 10 y 20% frente a cepas de
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 a las 24 y 48 horas.
Metodologia: Se realizé el método de difusion del agar. Los halos de
inhibicion se midieron usando un calibrador vernier y fueron
registrados en una ficha de recoleccién de datos. Los datos fueron
analizados con la prueba de contrastes multiples de Tanhame para
grupos independientes mientras que para la comparacion entre
tiempos se utilizo la prueba t de student para muestras relacionadas.
Resultados: Se ha observado en todos los grupos entre las 24 y 48
horas demostrando ser altamente estadisticamente significativa
(p<0.005) ya que la distribucion de los valores del diametro del halo
inhibitorio muestra un aumento diferente tanto entre grupos como
dentro de cada uno de ellos. En conclusion, el extracto etandlico de
prop6leo al 20% medido a las 48 horas presenta una eficacia
antibacteriana frente a cepas de Porphyromonas gingivalis semejante
a la eficacia antibacteriana de la clorhexidina (0.12%). Conclusiones:
Se ha concluido que existe eficacia del propdleo y podria usarse a
futuro como medicina natural para el tratamiento de la enfermedad
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periodontal, para ello se necesita realizar investigaciones utilizdndolo

para poder confirmar esta posibilidad (42).

c. Titulo: Evaluacion "in vitro" del efecto antibacteriano del extracto
etandlico de la hoja de erythroxylaceae erythroxylum coca
novogranatense frente al Streptococcus mutans atcc 25175 en
comparacion con el gluconato de clorhexidina al 2% Chimbote 2018

Autor: Sanchez Huaman, Edwards Gianmarco

Resumen: La presente investigacion de tipo experimental,
transversal, prospectivo y analitico “in vitro”. Tuvo como objetivo
determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la hoja
de Erythroxylaceae erythroxylum coca novogranatense frente al
Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion con el gluconato
de clorhexidina al 2%; se desarroll6 en el laboratorio de la facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad los Angeles de Chimbote, con
el fin de buscar una nueva alternativa de prevencion frente a la caries
dental. El estudio se ejecuté usando el gluconato de clorhexidina al
2% (10uL, 30uL y 60ul) y tres concentraciones de extracto etanolico
(25%, 50% y 75%). Se empled la técnica de “extraccion etandlica de
la hoja de coca”; para la reactivacion de la bacteria se utilizé como
medio de cultivo (BHI) y se realizo el método de difusion en agar Kirby
Bauer; posteriormente para la comparacion ,se prepar6é discos de
papel filtro Whatman, los cuales fueron embebidos con el extracto
etandlico de la hoja de coca y discos con gluconato de clorhexidina al
2% sobre las placas Petri preparados con Mieller Hinton previamente
sembradas con la cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Los
resultados, arrojan la generacién de halos inhibitorios de pequefa
longitud para tres concentraciones de extracto etandlico, y la
generacion de halos de mayor longitud para el gluconato de
clorhexidina al 2%; con lo que se llegé a la conclusiébn que el
tratamiento mas eficaz es del gluconato de Clorhexidina al 2% en
volumen de 60 uL, porque nos proporciona un mayor diametro de halo
de inhibicion (43).
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d. Titulo: Eficacia inhibitoria del aceite esencial de Cymbopogon Citratus
sobre cepas de Porphyromona Gingivalis: Estudio in vitro. Ecuador.
2018

Autor: Jessica Alejandra Morillo Castillo, Mariela Cumanda Balseca

Ibarra

Resumen: Las plantas con propiedades terapéuticas utilizadas en la
asistencia sanitaria tradicional han sido estudiadas ampliamente en
los ultimos afios y constituyen una alternativa importante frente a
diferentes tratamientos odontolégicos. Objetivo: Determinar el efecto
inhibitorio del aceite esencial de Cymbopogon Citratus (CC) a
diferentes concentraciones sobre cepas de Porphyromonas Gingivalis
(Pg). Materiales y métodos: Estudio experimental, in vitro. La
muestra fue constituida por 24 cajas Petri con cultivos de Pg ATCC®
33277™ en Agar Mueller Hinton, cada una con 5 discos
correspondiente a los 5 grupos de estudio siendo: G1 aceite esencial
de CC al 100%; G2 aceite esencial de CC al 50%; G3 aceite esencial
de CC al 75%; G4 clorhexidina 0,12% (control positivo); G5 suero
fisiolégico (control negativo). A las 24 horas de incubacion se efectdo
la medicion de los halos utilizando la regla Antibiotic Zone Scale (mm)
con los parametros de sensibilidad determinados por la escala de
Duraffourd et al., 1986 siendo: Nula (-) < 8mm, Sensible (+) >8mm
<14mm, Muy sensible (++) >14 < 20mm y Sumamente sensible (+++)
> 20mm. Se utilizé para el analisis los test de ANOVA y Tukey con un
nivel de significancia del 5%. Resultados: El aceite esencial de CC
mostré un halo de inhibicion de 14mm, 12mm y 10mm a
concentraciones de 100%, 50% y 75% respectivamente. La
Clorhexidina 0,12% se observé valores de inhibicion de 17mm. Se
observo diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (<
0.001). Conclusion: El aceite esencial de CC al 100%, 50% y 75%
demostraron ser sensibles, frente a la Porphyromona Gingivalis (44).
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e. Titulo: Efecto inhibitorio de la sangre de drago (croton lechleri) a
diferentes concentraciones frente a streptococcus mutans vy

porphyromonas gingivalis estudio microbiolégico in vitro. Quito. 2018
Autor: Espinosa Martinez, Andrea Michelle

Resumen: La evidencia cientifica reconoce al Streptococcus mutans
como el principal microorganismo causante de la caries dental,
mientras que la Porphyromonas gingivalis es una bacteria patégena
gue esta prevalente en periodontitis cronica. Estas bacterias son un
problema para la salud ya que ocasionan un desequilibrio en la
microbiota de la cavidad oral. Por esta razon se ha considerado utilizar
a la sangre de drago como antimicrobiano, ya que ciertos estudios
confirman su efectividad inhibitoria frente al Streptococcus mutans, sin
embargo, no existe ningun estudio que confirme el efecto inhibitorio
frente a las Porphyromonas gingivalis. Pese a que en el medio
odontoldgico existen antimicrobianos efectivos contra estas bacterias
como la clorhexidina, lo que se busca en esta investigacion es tener
una opcion de origen natural, mas econdmica, y de facil alcance como
la sangre de drago. Para comprobar esto usamos 22 cajas Petri de
Agar Muller Hinton inoculadas con cepas de Streptococcus mutans
ATCC® 25175TM y 22 cajas Petri con agar Muller Hinton inoculadas
con cepas de Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277TM, el control
positivo se realizd con la clorhexidina al 2%, mientras que el control
negativo con agua estéril. Posteriormente se coloca los discos
embebidos con sangre de drago al 25%, 50%, 75% y 100% de
concentracion y ambas bacterias fueron llevadas a la incubadora; Las
cajas Petri de Streptococcus mutans fueron incubadas a 37°C, y en el
caso de la Porphyromonas gingivalis se colocaron en fundas de
anaerobiosis para luego ser llevadas a la incubadora a 37°C y Co2 al
5%. Los resultados se leyeron a las 12, 24, 48 y 72 horas
respectivamente obteniendo resultados que posteriormente fueron
analizados estadisticamente con el analisis Anova y la prueba T
student. La sangre de drago presenté mas efectividad inhibitoria sobre
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cepas de Streptococcus mutans obteniendo un halo de inhibicion
maéaximo de 19.10 mm el cual se dio a las 24 horas a la concentracion
del 100%, mientras que en la Porphyromona gingivalis el halo de
inhibicion maximo es de 14.30mm el cual se dio a las 72 horas en
concentracion del 100%. Sin embargo, la sangre de drago no igualo ni
supero el efecto inhibitorio que viii presenta la clorhexidina al 2% ya
gue su maxima inhibicién en el Streptococcus mutans es de 26.5mm
y en la Porphyromonas gingivalis es de 38mm. Se concluy6 que la
sangre de drago a diferentes concentraciones si presentd efecto
inhibitorio tanto en el Streptococcus mutans como en la
Porphyromonas gingivalis a las 12, 24, 48 y 72 horas. De igual forma
pudimos concluir que la sangre de drago tiene un efecto inhibitorio mas
potente sobre el Streptococcus mutans que sobre la Porphyromonas
gingivalis (45).

f. Titulo: Grado de eficacia del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufa) y clorhexidina al 0,12% en la inhibicion del crecimiento de

Porphyromonas gingivalis. estudio comparativo in vitro. Lima 2016.
Autor: Quichca Mendoza, Juan Carlos

Resumen: Desde el inicio de la historia se ha evidenciado la presencia
de la enfermedad periodontal, registrandose multiples tratamientos a
base derivados naturales frente a esta afeccion por lo tanto el presente
estudio in vitro, tuvo como propésito determinar el grado de eficacia
del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) y Clorhexidina al
0.12% en la inhibicién del crecimiento de Porphyromonas gingivalis.
La poblacion estuvo conformada por 40 placas Petri con cepas de
Porphyromonas gingivalis, en donde se aplicé el método de difusion
en agar por discos, empleandose discos de papel embebidos con 20
ul de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 50%,100% asi
como Clorhexidina al 0.12% y agua destilada. Las placas Petri
inoculadas y con medicacion, fueron incubadas por 24 horas a 37°C,
siendo retiradas Unicamente al momento de medir los halos de

inhibicidn, es decir a las 24 y 48 horas. Los datos se procesaron con
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la prueba estadistica de andlisis de varianza, obteniendo como
resultado que las concentraciones al 50% y 100% del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) presentaron un halo de inhibicion de
6.72 £ 0.37mm y 10.81 £ 0.79mm respectivamente a las 24 horas,
mientras que 5.83 + 0.51mm y 8.24 + 0.75mm a las 48 horas
respectivamente, mientras que la Clorhexidina mostr6 un halo de
inhibicion de 15.8 £ 0.73mm a las 24 horas y 15.98 £ 0.80mm a las 48
horas frente a cepas de Porphyromonas gingivalis. Concluyendo que
el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 50 %, 100% son
menos eficaces que la Clorhexidina al 0.12% en la inhibicion del

crecimiento de Porphyromonas Gingivalis a las 24 y 48 horas (46).

g. Titulo: Efecto Inhibidor del aceite esencial de rosmarinus officinalis
(Romero) y clorhexidina al 0.12% sobre Porphyromonas gingivalis.
Estudio in vitro. Lima 2015

Autor: Carhuaricra Soto, Yudiht Abigail

Resumen: En la enfermedad periodontal existen diversos
microorganismos, uno de ellos es la Porphyromonas gingivalis, que es
una bacteria anaerdbica estricta, Gram-negativa y de mayor
predominancia en la periodontitis crénica, eliminada comunmente por
la clorhexidina al 0,12%. En el presente estudio se tuvo como
propdsito determinar el efecto inhibidor del aceite esencial del
Rosmarinus officinalis (romero) y clorhexidina al 0,12% sobre
Porphyromonas gingivalis, mediante el método de difusion agar por
discos, como un esfuerzo por encontrar una sustancia antimicrobiana
alternativa natural, eficaz y econdémica contra esta bacteria. Para ello,
se inocularon cepas de Porphyromonas gingivalis en las 40 placas
petri que contenian agar Mueller Hinton, posteriormente se procedio a
colocar 3 discos embebidos en 20ul. de clorhexidina al 0,12%, aceite
esencial del Rosmarinus officinalis (romero) y agua destilada como
control negativo en cada placa. Luego las placas fueron incubadas a
37°C en una jarra anaerobiotica por el resto de la investigacion, siendo
Unicamente retirados de la estufa para medir los halos de inhibicién
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generados a las 24 y 48 horas. Los datos fueron procesados en el
programa SPSS y se aplicé la prueba estadistica de T de Student.
Concluyéndose que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(romero) tuvo efecto inhibidor frente a Porphyromonas gingivalis y que
la clorhexidina al 0,12% tuvo un mayor efecto inhibidor que el aceite

esencial frente a esta cepa bacteriana (47).

4. HIPOTESIS

Dado que, la coca es esencialmente un polialcaloide alcalinizante,
neuroestimulante de comprobado efecto analgésico; en tanto que la sangre de
grado tiene un principio activo, denominado taspina de efecto antiinflamatorio,
antihemorragico y cicatrizante; y, la clorhexidina, es un componente
bisguanidico de efecto antiséptico, inhibidor de placa y poseedor de una

comprobada sustantividad:

Es probable que, la eficacia del extracto hidroalcohélico, de sangre de grado y
de la clorhexidina sea diferente en el diametro del halo inhibitorio de las cepas

certificadas de Porphyromona Gingivalis.
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. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION
1.1.Técnica
1.1.1. Especificacion

Se aplicé la observacion experimental microbioldgico in vitro para
recoger informacion del diametro de halo inhibitorio de la
Porphyromona gingivalis.

1.1.2. Esquematizacion:

Procedimiento

Variable respuesta Técnica
Diametro del halo Observacion
inhibitorio de e Medieion experimental
Porphyromona « Categorizacion microbiologica in vitro
gingivalis

1.1.3. Descripcion de la técnica
a) Obtencion de la Cepa de Porphyromona Gingivalis

Las cepas de Porphyromona Gingivalis seran obtenidas de la
ATCC (American Time Culture Collections) por medio del
Laboratorio GEN LAB PERU debidamente certificados.

b) Preparacion de los medios de Cultivo

Se procedera a preparar en medio de Agar sangre. Se empleara
un medio caldo base sangre, o agar nutritivo y agar que sirve para
gelificar. Se emplearan placas Petri de tamafio estandar,

almacenadas dentro de una bolsa estéril.
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El peso total de 0.52 gramos de Caldo Nutritivo, 1.12 gramos de
Agar gar, todo esto se mezclara junto a 40 ml de agua destilada

en una Erlenmeyer de 200 ml de capacidad.

Se adicionara para el grupo tratamiento el extracto hidroalcohdlico
de la coca. Luego se pasara a esterilizar y solubilizar en una
autoclave por 15 min a 121°C.

Tras el término de auto-clavado, se esperara a que enfrie a una
temperatura de 45 °C aproximadamente para luego agregarle 2mi
de sangre desfibrinada a cada Erlenmeyer y se homogenizara,
posteriormente se verterd en las placas Petri, con un volumen
aproximado de 20 ml por placa, tomando como referencia una

placa con agua con esta cantidad.
c) Cultivo de Cepas ATCC.

Se empleard muestras liofilizadas de Porphyromona Gingivalis en
tubos, donde se le adicionara 100 ul de CINa al 9 % estéril. Luego

se trasladara a un tubo eppendorf con una micropipeta de 1000 ul.

Para el estudio se necesita agregar 100 ul de la muestra
solubilizada para ser esparcida con una asa de drigalski de vidrio.
Se almacenara en las respectivas bolsas de anaerobiosis,
colocando en cada bolsa dos placas, junto a sus indicadores y

luego ir4 a una estufa a 37°C.
d) Preparacion del extracto de hoja coca

Las hojas colectadas se lavardn a fondo con agua destilada para
quitar todas las particulas de polvo. El extracto se preparara de las
hojas de coca en 100 ml de agua desionizada en autoclave en un
frasco conico de 250 ml. La mezcla se mantendra durante 10
minutos en un bafio de agua a 60°C. El color de la solucién acuosa
debe cambiar de acuoso a verde claro. El extracto se enfriara a
temperatura ambiente, se almacenara a 4°C para su uso posterior.
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e) Caracterizacion de la hoja de coca

Se analizara por medio de Microscopio Electronico de barrido
(MEB) Philips S- 505 del laboratorio de microscopia electronica de

la Universidad Nacional de Ingenieria.

f) Prueba de sensibilidad antimicrobiana
Método: susceptibilidad de difusion en discos (Kirby-Bauer)
Fundamento:

El método Kirby-Bauer es empleado para determinar la
sensibilidad de un agente microbiano frente a un agente
antimicrobiano (48). Este método comprende lo que se denomina

un antibiograma frente a drogas especificas.

La forma de aplicacion consiste en colocar sobre la superficie de
una placa de agar Muller- Hilton una cantidad estandarizada de
bacterias, sembrandolas en forma pareja para obtener después de
la inoculacion un “césped” bacteriano. A continuacion, se colocan
discos de papel filtro al agar en forma radial (49). Se incuba la
placa a 37°C, luego se miden los halos de inhibicion de desarrollo

de acuerdo a la siguiente escala valorativa:

e De 0 a 6 mm: Resistente
e De 7 a 14 mm: Poco sensible
e De 15 a 21 mm: Sensible

e De 22 a mas: Muy sensible
Procedimiento:

e Laturbidez del medio debe ser semejante a la del estandar 0.5
de la escala de Mc Farland.

e Se sumergira un hisopo de algodon estéril dentro de la
suspension del inéculo y se hara presion firme contra las

paredes del tubo, para eliminar excesos del liquido.
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e Se sembrara en agar sangre anaerobio, utilizando el método
de siembre por agotamiento. Se colocara la tapa y se dejara
secar.

e Seguidamente se embeberan los discos de sensibilidad de 5
mm de diametro con 5 ul de la sustancia, se colocaran los
discos (uno embebido extracto hidroalcohdlico de la hoja de
coca en diferentes porcentajes y los otros con sangre de grado)
equidistantes en cada placa Petri.

e Las placas seran colocadas en la campana de anaerobiosis y
se incubaran a 37°C. Se realizara la lectura de los halos de
inhibicion apenas se observe crecimiento bacteriano sera a los
15 dias con una regla milimetrada.

e Los resultados se anotaran en la ficha de recoleccion de datos

y mediante registro fotografico.
1.1.4. Disefio investigativo

El disefio investigativo es un ensayo laboratorial, randomizado simple,
con cegamiento simple de la investigadora sin pretest y con postest

Unico a los 15 dias. Cuyo esquema basico es el que sigue:

a) Esquema basico

GRUPOS | PRETEST | TRATAMIENTO POSTEST
EXPERIMENTAL (15 dias)
GEla - Coca al 25% O2
GE1b - Coca al 50% 02
GElc - Coca al 100% O2
GE2 - Sangre de grado O2
GC+ - Clorhexidina al 0.12% 02
GC- - Bicarbonato de Na O2
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b) Diagramacion Operativa

@ CONFORMACION DE LOS GRUPOS

Seleccion aleatoria
@ TRATAMIENTO EXPERIMENTAL

Aplicacion de los estimulos

Coca Sangre Clorhexidina Bicarbonato
25% 150% | 100% de grado 0.12% deNa

Jo v v v
@@@ =) ()
@ POSTEST (Alos 15 dias)

Medicion del halo |nh|b|tor|o

s

COMPARACIONES

GRUPOS POSTEST A LOS 15 DIAS
a T ® ® ® ®
GE: b ‘ f * ° L d
C ‘ ° * L 4 ™
GE2 ? 9 Ce.
GC* . ? ¢ o o
GC oo ¢ ¢
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1.2.Instrumentos
1.2.1. Instrumento documental
a. Especificacion

Se utiliz6 un instrumento documental, de tipo estructurado

denominado Ficha de Observacién Experimental.

b. Estructura

Variable Indicadores

investigativa

Diametro del halo Dimension

inhibitorio de cepas
Caracteristica

certificadas de 2
establecida
Porphyromonas
Gingivalis Valor establecido 3

c. Modelo del instrumento
Figura en anexos de la tesis.

1.2.2 Instrumentos mecanicos / electrénicos

- Camara de anaerobiosis
- Microscopio 6ptico

- Autoclave

- Computadora

- Cémara fotogréfica

- Incubadora
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- Micro-pipetas
- Placas Petri
- Microscopio electrénico de barrido

- Mechero
1.3.Materiales de verificacion

- Medios de cultivo

- Guantes de examen

- Barbijo

- Campos estériles

- Agua destilada

- Cepa certificada de Porphyromona Gingivalis
- Generador de anaerobiosis
- Indicador de anaerobiosis

- Escala Mc Farland

- Agar Base sangre

- Mandil

- Papel crepado grado quirudrgico.
2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1. Ubicacioén espacial
a. Ambito general
La investigacion se realizo en el &mbito general de la UCSM.
b. Ambito especifico

Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Catdlica de Santa
Maria.

2.2. Ubicacién temporal

La investigacion fue realizada entre los meses de enero y abril del 2017.
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2.3. Unidades de estudio
La opcion a asumirse es de grupos.
2.3.1 Identificacion de los grupos:
Se seleccionaron aleatoriamente 6 grupos:

e GEaia: recibe el extracto hidroalcohdlico de coca al 25%
e GEun: recibe el extracto hidroalcohdlico de coca al 50%
e GEac: recibe el extracto hidroalcoholico de coca al 100%
e GC™: recibe la clorhexidina al 0.12%

e GC:: recibe el bicarbonato de Na

e GE2: recibe sangre de grado
2.3.2 Criterios paraigualar los grupos
a. Igualacion cualitativa

a.l. Criterios de inclusién
- Buena preparacion del medio (20 ml por cada placa
aprox.)
- El mismo medio de cultivo
- Aditivos similares
- El'mismo ph
- La misma cantidad de indculo para los tres grupos
- Misma temperatura y tiempo de incubacion
- La misma atmosfera
- Buena formacion del halo inhibitorio.
a.2. Criterios de Exclusion
- Placas Petri con preparacién inadecuada o pasada del
medio de cultivo.
- Diferente medio de cultivo
- Aditivos disimiles
- Diferentes condiciones ambientales; temperatura, pH

atmosfera
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- Diferente tiempo de incubacion
- Observacion de un halo deforme, de tal manera que no

sea posible su medicion.
2.3.3 Tamafio de los grupos
Numero de réplicas.

_ Z o2 P(1—P)
T T w2y

Datos:

e Za: 1.96 para un error a de 0.05
e P :0.23 (proporcion esperada)

e W: 0.30 (amplitud total del intervalo de confianza)
Reemplazando:

_ (1.96)2(0.23)(1 — 0.23)
B (0.30/2)2

_ (3.84)(0.1771) _ 0.680064
- 0.0225 "~ 0.0225

n = 30.22
n = 30 réplicas totales

2.3.4 Distribucién de las réplicas por grupo

GRUPOS N°
GEi1a 5
GEuw 5

GEic 5

5
5
5

GE2
GC*
GC
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3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacion

e Autorizacion
e Coordiné con el Laboratorio de Microbiologia de la UCSM
e Formalizacion de los grupos

e Prueba piloto
3.2. Recursos
a. Recursos humanos

a.l. Investigadora : C.D. Alarcon Quispe Maura Lizbeth
a.2. Asesor : Dr. Anaya Mufioz Luis Alfredo

b. Recursos fisicos

Disponibilidades y ambiente del Laboratorio de Microbiologia de la
UCSM.

c. Recursos econGmicos
Propios de la investigadora.
d. Recursos Institucionales
Universidad Catoélica de Santa Maria.
3.3. Prueba piloto

a. Tipo
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Incluyente.
b. Muestra piloto

5% de cada grupo.

c. Recoleccion piloto:

Aplicacion preliminar del instrumento a cada grupo.
4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS
4.1. Plan de procesamiento de los datos

a. Tipo de procesamiento
Manual y computarizado, haciendo uso del programa Excel.

b. Operaciones del procesamiento
b.1. Clasificacion

Se utiliz6 cuatro matrices de registro y control, de acuerdo a los

estimulos utilizados.

b.2. Codificacion

Se empled codificacion digita de los indicadores.

b.3. Conteo

Fue necesario de matrices de recuento, de tipo electronico.
b.4. Tabulacion

Se confeccionaron tablas comparativas.

b.5. Graficacion

Se elaboraron graficas lineales y de barras.
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4.2. Plan de andlisis de datos
a. Tipo:

Cuantitativo, multifactorial, univariable.

b. Tratamiento Estadistico

TIPO ESCALADE | ESTADISTICAS PRUEBA

VARIABLES INDICADORES A .
MEDICION DESCRIPTIVAS | ESTADISTICA

« X
e S
Dimension Cuantitativo | De razon e Xmax ANOVA
e Xmin
DIAMETRO
e R
DEL HALO
INHIBITORIO Caracteristica Ordinal ) =50 -
establecida
j absolutas
Ordinal
e Frecuencias
Valor
establecido S
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CAPITULO Il
RESULTADOS
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PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

TABLA N° 1
Eficacia del extracto hidroalcohdlico de coca a diferentes concentraciones
en el didmetro del halo inhibitorio de las cepas certificadas de

Porphyromona gingivalis

CONCENTRACION DIAMETRO DEL HALO
DEL EXTRACTO Ne
DE COCA X/mm S Xmax Xmin R
Al 25% 5 6.0 0 6 6 0
Al 50% 5 10.2 1.21 11 9 2
Al 100% 5 16.6 1.48 18 15 3

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 1).

Leyenda:

e X : Promedio

e S: Desviacion estandar
e  Xméx: Valor maximo

e  Xmin: Valor minimo

e R: Rango

El extracto hidroalcohdlico de coca al 25%, 50% y 100% produjo en la
Porphyromona gingivalis halos inhibitorios respectivos de 6 mm, 10.2 mm. y 16.6
mm de didmetro. Lo que sugiere que cuanto mayor es la concentracion del extracto,
mayor es la amplitud del halo desarrollado en el disco. De otro lado, la dispersion
de los valores de desviacion estandar es nula, al 25%; es homogénea al 50%; v,

algo heterogénea al 100%.
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GRAFICO N° 1
Eficacia del extracto hidroalcohélico de coca a diferentes concentraciones
en el didmetro del halo inhibitorio de las cepas certificadas de

Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 1).
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TABLA N° 2
Eficacia del extracto hidroalcohélico de coca a diferente concentracion en la
caracteristica establecida del halo inhibitorio de las cepas certificadas de

Porphyromona gingivalis

CARACTERISTICA DEL HALO

CONCENTRACIONES oo Sensible " UL
DEL EXTRACTO DE | Resistente : Yy
COCA sensible sensible

N° % N° % N° % N° % | N° %

Al 25% 5 | 100.00 5 | 100.00
Al 50% 5 | 100.00 5 | 100.00
Al 100% 5 | 100.00 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 1).

REFERENCIA VALORATIVA
e Resistente (-): 0a6 mm
e  Poco sensible (+): 7a 14 mm
e Sensible (++): 15221 mm
e Muy sensible (+++): 22 a mas mm

Concretamente la Porphyromana gingivalis fue resistente al extracto
hidroalcohdlico de coca al 25%; poco sensible al 50%; y sensible al 100%. De
modo, que se puede establecer o colegir una relacién directa entre la
susceptibilidad de la bacteria y la concentracion de este componente.
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GRAFICO N° 2
Eficacia del extracto hidroalcohélico de coca a diferente concentracion en la
caracteristica establecida del halo inhibitorio de las cepas certificadas de

Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 1).
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TABLA N° 3
Eficacia del extracto hidroalcohélico de coca a diferente concentracion en el

valor establecido del halo inhibitorio de Porphyromona gingivalis

VALOR ESTABLECIDO

CONCENTRACIONES TOTAL

DEL EXTRACTO DE “) (+) (++) (+++)
COCA

N° % N° % N° % N° % | N° %

Al 25% 5 | 100.00 5 | 100.00
Al 50% 5 | 100.00 5 | 100.00
Al 100% 5 | 100.00 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 1).

La reaccion de la Porphyromona gingivalis fue negativa (-) al extracto
hidroalcohdlico de coca al 25%; simplemente positiva (+) al 50%; doblemente

positiva al 100%; vy, triplemente positiva al 100%.
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GRAFICO N° 3
Eficacia del extracto hidroalcohélico de coca a diferente concentracion en el
valor establecido del halo inhibitorio de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 1).
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TABLA N° 4
Eficacia de la sangre de grado al 100% en el didmetro del halo inhibitorio de

las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

) DIAMETRO DEL HALO
CONCENTRACION
DE LA SANGRE Ne
DE GRADO % Valor | Valor R
X/mm S max. min,
100% 5 6.0 0 6 6 0

Fuente: Elaboracién personal (Matriz N° 2).

Leyenda:

e X :Promedio

e §: Desviacion estandar

e Valor max: Valor maximo
e Valor min: Valor minimo
e R: Rango

La exposicion de la Porphyromona gingivalis a la sangre de grado gener6 un halo
inhibitorio de 6 mm. en 5 repeticiones experimentales, diametro que se interpreta
como resistente en la escala valorativa empleada. La desviacion estandar de 0,

sugiere que en las 5 réplicas se produjo un halo inhibitorio del mismo didmetro.
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GRAFICO N° 4
Eficacia de la sangre de grado al 100% en el didmetro del halo inhibitorio de

las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 2).
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TABLA N°5
Eficacia de la sangre de grado al 100% en la caracteristica establecida del

halo inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

CARACTERISTICA DEL HALO

) TOTAL
CONCENTRACION : :
DE LA SANGRE | Resistente S;ﬁgle seigisle | iy senslale
DE GRADO
N | % [N | % | N | % | Ne % | Ne| %
100% 5 | 100.00 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 2).

La Porphyromona gingivalis acuso resistencia a la sangre de grado en las 5 réplicas

experimentales realizadas.
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REPOSITORIO DE

GRAFICO N° 5
Eficacia de la sangre de grado al 100% en la caracteristica establecida del

halo inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 2).
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TABLA N° 6
Eficacia de la sangre de grado al 100% en el valor establecido del halo

inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

VALOR ESTABLECIDO

CONCENTRACIONES TOTAL

DE LA SANGRE DE “) (+) (++) (+++)
GRADO

N° % N° % N° % N° % | N° %

100% 5 | 100.00 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 2).

La sangre de grado a la concentracién del 100% mostré una eficacia negativa en

la inhibicion de la Porphyromona gingivalis en las 5 repeticiones efectuadas.
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GRAFICO N° 6
Eficacia de la sangre de grado al 100% en el valor establecido del halo

inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 2).
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TABLA N° 7

Eficacia del gluconato de clorhexidina al 0.12% en el diametro del halo

inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

) DIAMETRO DEL HALO
CONCENTRACION
DE LA Ne
CLORHEXIDINA - Valor | Valor R
X/mm S max. min,
0.12% 5 31.2 3.21 34 29 5

Fuente: Elaboracién personal (Matriz N° 3).

Leyenda:

X : Promedio

S: Desviacion estandar
Valor méx: Valor maximo
Valor min: Valor minimo
R: Rango

El gluconato de clorhexidina al 0.12% produjo en la Porphyromona gingivalis un
halo inhibitorio promedio de 31.2%, ciertamente grande, que, de acuerdo a la
escala valorativa utilizada, corresponde a una calificacion de muy sensible al
farmaco empleado en 5 réplicas. Llama la atencion el rango de 5 y desviacion

estandar de 3.21, que sugieren una evidente heterogeneidad de los datos.
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GRAFICO N° 7
Eficacia del gluconato de clorhexidina al 0.12% en el diametro del halo

inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 3).
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TABLA N° 8
Eficacia de gluconato de clorhexidina al 0.12% en la caracteristica

establecida del halo inhibitorio para cepas

CARACTERISTICA DEL HALO

CONCENTRACION IS5

DE LA Resistente
CLORHEXIDINA

Poco Sensible Muy
sensible sensible

N° % N° % N° % N° % N° %

0.12% 5 |100.00 | 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 3).

La Porphyromona gingivalis fue muy sensible al gluconato de clorhexidina al 0.12%

en las 5 reiteraciones efectuadas empleando este farmaco.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

CATOLICA
TESIS UCSM —¢®  DE SANTA MARIA

m%% UNIVERSIDAD
‘ﬂ

GRAFICO N° 8
Eficacia de gluconato de clorhexidina al 0.12% en la caracteristica

establecida del halo inhibitorio para cepas
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 3).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE A\ CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

TABLA N°9
Eficacia del gluconato de clorhexidina al 0.12% en el valor establecido del

halo inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

VALOR ESTABLECIDO

CONCENTRACION TOTAL

DE LA O] (+) (++) (+++)
CLORHEXIDINA

N° % N° % N° % N° % N° %

0.12% 5 |100.00 | 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 3).

Consecuentemente el gluconato de clorhexidina fue especialmente eficaz en su
propésito inhibitorio; y la Porphyromona acusé una fuerte susceptibilidad,

expresada como triplemente positiva (+++).
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GRAFICON° 9
Eficacia del gluconato de clorhexidina al 0.12% en el valor establecido del

halo inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 3).
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TABLA N° 10
Eficacia del bicarbonato de sodio en el didmetro del halo inhibitorio para las

cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

DIAMETRO DEL HALO

NO
BICARBONATO %/mm s Valor Valor R
DE SODIO max. min,
5 6 0 6 6 0

Fuente: Elaboracién personal (Matriz N° 4).

Leyenda:

X : Promedio

S: Desviacion estandar
Valor méx: Valor maximo
Valor min: Valor minimo
R: Rango

El bicarbonato de sodio aplicado a la Porphyromona gingivalis generé un halo
inhibitorio promedio de 6 mm de didmetro en las 5 réplicas realizadas, registro que

es compatible con resistencia bacteriana, segun la escala valorativa empleada.
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GRAFICO N° 10
Eficacia del bicarbonato de sodio en el didmetro del halo inhibitorio para las

cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 4).
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TABLA N° 11
Eficacia del bicarbonato de sodio en la caracteristica establecida del halo

inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

CARACTERISTICA DEL HALO

TOTAL
Poco Sensible Muy

Resistente . .
sensible sensible

BICARBONATO DE
SODIO

N° % N° % N° % N° % N° %

5 | 100.00 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 4).

La Porphyromona gingivalis fue resistente al bicarbonato de sodio en las 5 réplicas

efectuadas.
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GRAFICO N° 11
Eficacia del bicarbonato de sodio en la caracteristica establecida del halo

inhibitorio para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 4).
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TABLA N° 12
Eficacia del bicarbonato de sodio en el valor establecido del halo inhibitorio

para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis

VALOR ESTABLECIDO

TOTAL

) *+) (++) ()
BICARBONATO DE
SODIO

N° % N° % N° % N° % N° %

5 | 100.00 5 | 100.00

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 4).

Respecto al valor establecido, la Porphyromona gingivalis acus6 negativamente en

su respuesta al bicarbonato de sodio en las 5 reiteraciones efectuadas.
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GRAFICO N° 12
Eficacia del bicarbonato de sodio en el valor establecido del halo inhibitorio

para las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis
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Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 4).
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TABLA N° 13
Eficacia comparativa del extracto hidroalcohdlico de coca a diferente
concentracion, de la sangre de grado, de la clorhexidina y del bicarbonato
de sodio en el diametro del halo inhibitorio para las cepas certificadas de

Porphyromona gingivalis

DIAMETRO DEL HALO
TRATAMIENTOS N° | DIAMETRO | cARACTERISTICA VRLE
2/mm ESTABLECIDA ESTABLECIDO

Al 25% 5 6.0 Resistente )

Coca Al 50% 5 10.2 Poco sensible (+)
Al 100% 5 16.6 Sensible (++)

Sangre de grados 5 6.0 Resistente )
Clorhexidina 5 31.2 Muy sensible (+++)

Bicarbonato de sodio | 5 6.0 Resistente )

p: 0.000 <a: 0.05
Fuente: Elaboracion personal (Matrices Nros. 01, 02, 03 y 04).

Acorde a la amplitud de los halos inhibitorios desarrollados en las placas
estudiadas, la Porphyromona gingivalis fue muy sensible al gluconato de
clorhexidina al 0.12%; sensible al extracto hidroalcohdlico de coca al 100%; poco
sensible a este componente, pero al 50%; vy, resistente al extracto de coca al 25%,
a la sangre de grado y al bicarbonato de sodio. De lo cual se colige que cuanto mas
se amplia el diametro del halo inhibitorio formado, tanto mas sensible es la bacteria
al farmaco empleado.

De acuerdo a ANOVA, existe diferencia estadistica significativa en el diametro del
halo inhibitorio para cepas certificadas de Porphyromona gingivalis, utilizando el
extracto hidroalcohdlico de coca a diferente concentracion, sangre de grado,
gluconato de clorhexidina al 0.12% y bicarbonato de sodio.
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GRAFICO N° 13
Eficacia comparativa del extracto hidroalcohdlico de coca a diferente
concentracion, de la sangre de grado, de la clorhexidinay del bicarbonato
de sodio en el diametro del halo inhibitorio para las cepas certificadas de

Porphyromona gingivalis

35
31.2
30

25

20

X/mm

15

10

Coca al 25% Coca al 50% Coca al 100% Sangre de Clorhexidina  Bicarbonato de
grados sodio

DIAMETRO DEL HALO

Fuente: Elaboracion personal (Matriz N° 4).
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DISCUSION

La prueba ANOVA indico haber diferencia estadistica significativa del efecto del
extracto hidroalcohdlico de coca al 25%, 50% y 100%; de la sangre de grado, del
gluconato de clorhexidina al 0.12% y del bicarbonato de sodio, en el sentido de
que, la Porphyromona gingivalis fue muy sensible a la clorhexidina, sensible al
extracto hidroalcohdlico al 100%; poco sensible a este componente al 50%; v,
resistente al extracto de coca al 25%, a la sangre de grado y al bicarbonato de
sodio, en 5 reiteraciones experimentales por cada farmaco, totalizando 30 réplicas.

Ungaro (1972) estudio en un grupo de 500 chacchadores de la hoja de coca, que

la prevalencia de lesiones cariosas era de un 68% (15).

Gonzales (2018) reporta que el extracto etandlico de propoleo al 20% medido a las
48 horas presenta una eficacia antibacteriana frente a cepas de Porphyromonas
gingivalis semejante a la eficacia antibacteriana de la clorhexidina (0.12%).
Concluyendo que existe eficacia del propoleo y podria usarse a futuro como
medicina natural para el tratamiento de la enfermedad periodontal, para ello se
necesita realizar investigaciones utilizandolo para poder confirmar esta posibilidad
(42).

Sanchez (2018) reporto que la generacion de halos inhibitorios de pequefia longitud
para tres concentraciones de extracto etandlico, y la generacion de halos de mayor
longitud para el gluconato de clorhexidina al 2%; con lo que se lleg6 a la conclusiéon
gue el tratamiento mas eficaz es del gluconato de Clorhexidina al 2% en volumen

de 60 uL, porque nos proporciona un mayor diametro de halo de inhibicion (43).

Morrilo & Balseca (2018) inform6 que el aceite esencial de CC mostré un halo de
inhibicién de 14mm, 12mm y 10mm a concentraciones de 100%, 50% y 75%
respectivamente. La Clorhexidina 0,12% se observo valores de inhibicion de 17mm.
Se observé diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
(<0.001). Concluyendo que el aceite esencial de CC al 100%, 50% y 75%
demostraron ser sensibles, frente a la Porphyromona Gingivalis (44).
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Quichca (2016) concluy6 que el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al
50 %, 100% son menos eficaces que la Clorhexidina al 0.12% en la inhibicién del

crecimiento de Porphyromonas Gingivalis a las 24 y 48 horas (46).

Carhuaricra (2015) informo que los datos fueron procesados en el programa SPSS
y se aplicéd la prueba estadistica de T de Student. Concluyéndose que el aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (romero) tuvo efecto inhibidor frente a
Porphyromonas gingivalis y que la clorhexidina al 0,12% tuvo un mayor efecto

inhibidor que el aceite esencial frente a esta cepa bacteriana (47).
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CONCLUSIONES

PRIMERA

El extracto hidroalcohdlico de coca al 25%, 50% y 100% generd de modo respectivo
un halo inhibitorio entorno a la Porphyromona gingivalis de 6 mm, 10.2 mmy 16.6
mm de diametro, caracterizado consecutivamente como resistente (-), poco

sensible (+), y sensible (++).
SEGUNDA

La sangre de grado produjo en la Porphyromona gingivalis un halo inhibitorio de 6

mm, caracterizado como resistente (-).
TERCERA

El gluconato de clorhexidina generé en la Porphyromona gingivalis un halo
inhibitorio promedio de 31.2 mm caracterizado como muy sensible (+++).

CUARTA

La Porphyromona gingivalis resulté muy sensible al gluconato de clorhexidina al
0.12%; sensible al extracto hidroalcohélico de coca al 100%; poco sensible a este
componente al 50%; y, resistente al extracto de coca al 25%, a la sangre de grado
y al bicarbonato de sodio, que actué como control negativo. ANOVA indica haber
diferencia estadistica en el diametro del halo inhibitorio de la Porphyromona

gingivalis generado por los componentes anteriores.
QUINTA

Consecuentemente, se rechaza la hipotesis nula de homogeneidad y se acepta la
hipotesis alterna de diferencia, con un nivel de significacién de 0.05.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere a nuevos tesistas:

1. Replicar la investigacion en grupos mas numerosos, a fin de establecer
similitudes o divergencias con el presente estudio.

2. Hacer pruebas de susceptibilidad de la Prevotela intermedia ante el extracto
hidroalcohdlico de coca, la sangre de grado y el gluconato de clorhexidina, con
el objeto de establecer rangos o niveles de eficacia de estos productos en este

propasito.

3. Investigar el nivel de sensibilidad de actinomyceten comitans a los estimulos
mencionados, toda vez que es una de las bacterias mas prevalentes de la

periodontitis agresiva.

4. Estudiar el efecto del extracto de coca, crotdn draconoide y clorhexidina en el
nivel de susceptibilidad del Bacteroides forsythys, toda vez que como los
anteriores, constituyen un candidato razonable como agente etioldégico de

enfermedades periodontales destructivas.

5. Efectuar una revision sistematica 0 metaanalisis respecto al verdadero efecto
de digluconato de clorhexidina en la susceptibilidad del Antinobacillus
actinomyceten conntans, la Porphyromona gingivalis, la Prevotella intermedia y

el Bacteroides forsythus.
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FICHA DE OBSERVACION EXPERIMENTAL

FichaN° .............

Enunciado: Eficacia del extracto hidroalcohdlico de coca, de la sangre de grado y
del gluconato de clorhexidina en el diametro del halo inhibitorio de las cepas

certificadas de Porphyromona gingivalis en el Laboratorio de Microbiologia de la

UCSM. 2017~
COCA SANGRE DE | GLUCONATO DE
BICARBONATO
HALO INHIBITORIO GRADO AL CLORHEXIDINA
DE SODIO
25% | 50% | 100% 100% AL 0.12%
(1) Diametro
Resistente
() Poco sensible
Caracteristica
establecida Sensible
Muy sensible
()
(3) Valor (*)
establecido
(+)
(+++)
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ANEXO N° 2
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MATRIZ N° 1

Eficacia del extracto hidroalcohdlico de coca al 25%, 50% y 100% en el diametro

del halo inhibitorio de las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis.

UE 25% 50% 100%
(=] o o
=4 p=4 =]
8 @ il s 8 @
= ., @ = £ ] = K] o
[ Q [ F o — @ (%) [
E o S E S ) E s )
a S S a S = a S s
1. Poco
6 Resistente - 9 ) + 17 Sensible ++
sensible
2. . Poco .
6 Resistente - 1 - i 15 Sensible ++
sensible
3. Poco
6 Resistente - 10 i 18 Sensible ++
sensible
4. _ Poco .
6 Resistente - 11 ; + 16 Sensible ++
sensible
5. Poco
6 Resistente - 10 b + 17 Sensible ++
sensible
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MATRIZ N° 2

Eficacia de la sangre de grado en el diametro del halo inhibitorio de las cepas

certificadas de Porphyromona gingivalis.

| CARACTERISTICA VALOR
UA DIAMETRO (mm)
ESTABLECIDA ESTABLECIDO
1. 6 Resistente -
2. 6 Resistente -
3. 6 Resistente -
4. 6 Resistente -
5. 6 Resistente -
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MATRIZ N° 3

Eficacia del gluconato de clorhexidina al 012% en el diametro del halo inhibitorio de

las cepas certificadas de Porphyromona gingivalis.

] CARACTERISTICA VALOR
UA DIAMETRO (mm)
ESTABLECIDA ESTABLECIDO
1. 34 Muy sensible +++
2. 29 Muy sensible +++
3. 31 Muy sensible +++
4. 30 Muy sensible +++
5. 32 Muy sensible +++
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MATRIZ N° 4

Eficacia del bicarbonato de sodio en el diametro del halo inhibitorio de las cepas

certificadas de Porphyromona gingivalis.

| CARACTERISTICA VALOR
UA DIAMETRO (mm)
ESTABLECIDA ESTABLECIDO
1. 6 Resistente -
2. 6 Resistente -
3. 6 Resistente -
4. 6 Resistente -
5. 6 Resistente -
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ANEXO N° 3
EVIDENCIA FOTOGRAFICA
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EXTRACTO DE HOJA DE COCA ETAPA 1

3 Pesado de las hojas de coca 4 Pesado de las hojas de coca
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5 Pesado de las hojas de coca 6 Pulverizado de las hojas de coca con
nitrégeno liquido

7 Pulverizado de las hojas de coca con 8 Pulverizado de las hojas de coca con
nitrégeno liquido nitrégeno liquido
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21 Nitrégeno Liquido
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