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RESUMEN

La enfermedad periodontal es una patologia infecdidkanatoria, que de acuerdo

al grado de compromiso con los tejidos de soporte del diente (cemento radicular,
ligamento periodontal hueso alveolar y gingil@yana ladisminucion progresiva de

la funcidny es causante de la pérdida dentaria y edentulismo en aduiteslades
tempranasLa Porphyromona gingivali®acilo anaerobio estricto, Gram negate®

el microorganismos de mayor importancia presente en el Biddililmgingival y que

se relaciona con las patologias periodontales, como la periodontitis cronica, que
aprovecha las condiciones que da el huésped para generar mayorEdafi
Odontologia actual la busqueda de nuevas alternativas de tratamientos aiatiloecte

se ha incrementado debido ddsarrollo de reacciones adversas que producen los
mismos. El propdsito de este estudio in vitro fue determinar el efddtmtorio de

los extract® de Arrayan(Myrcianthes Hall) y Aguacate Persea Americarjaen
diferentes concentraciones sobre la cepRatphyromona gingivalisnediante el test

de difusién en Agar. La obtencion de los extractos se realiz6 mediante la técnica de
percolaciércon elaparato de Soxhlgtetanolal 96%como solvente, B extractos se
corcentraron al 1%, 50% y 100%. Se colocaron los discos blancos estériles
embebidos edOul de cada extracto, tomando como control positivo Clorhexidina al
0,12% yagua destiladaomo control negativo. Se procedi6 a la medicion de los halos
a los 7 dias, olsvandose un efectmhibitorio para el extractode Arrayan y
Aguacateal 100%. Los resultados obtenidos fueron analizados con la pruebas de
KruskatWallis y U Mann Whitney con las que se puede concluir que existieron
discrepancias significativas por gruge estudio, el extractde Arrayanal 100%
presenta valores de inhibiciéenn cambio el extracto de Aguacate presento inhibicion
pero no fue muy notable los valores mas altos de inhibicion son para Clorhexidina

al 0,12%.

PALABRAS CLAVES: EFECTO INHIBITORIO, ENFERMEDAD
PERIODONTAL EXTRACTO DE ARRAYAN, EXTRACTO DE AGUACATE
PORPHYROMONAGINGIVALIS.
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TOPIC: "INHIBITORY EFFECT OF THE EXTRACTS OMYRTLE
(MYRCIANTHES HALLI) AND AVOCADO (PERSEA AMERICANA)ABOUT
THE STRAINPORPHYROMONA GINGIVALIS INVITROSTUDY 0

AUTHOR: Guasgua Andrango Jenny Margoth

TUTOR: Dra. Dona Vidale Marina Antonia
SUMMARY

The periodontal disease is an infectinigammatory pathology which according to

the commitment level with the supporting tissues of the tooth (Root cement, alveolar
bone periodontal ligament and gingiva) carry to the progressive diminution of the
function and it is responsible for dental loss and edentulism in adults to an early age.
The Porphyromona gingivalis bacilo anaerobio estricto, the gram negative is the
microorganisms of major importance that is present in the subgingival Biofilm and it
is relaed to the periodontal pathologies, as chronic periodontitis, which takes
advantage of the conditions given by theegjuto generate greater damaljethe
current Dentistry the investigation for new alternatives of antibacterial treatments has
been incresing due to the development of acseereactions that produce thefe

aim of this in vitro study was to determine the inhibitory effect of the Myrtle
(Myrcianthes Halli) and Avocado (Persea Americana) extracts in different
concentrations on the Porphyrorma gingivalis strain by the diffusion test in Agar.

The extracts were obtained by the technique of percolation with the Soxhlet apparatus
and 96% ethanol as solvent, the extracts were concentrated to the 10%, 50% and
100%. The sterile white discs wereplad e mbedded in 10 ¢l of
as a positive control 0.12% Chlorhexidine and distilled water as negative control. It
proceeded to measure the halos to the 7 days being observed an inhibitory effect for
the extract of Myrtle and Avocado to%. The results obtained were analyzed with

the KruskalWallis and U Mann Whitney tests with which can be concluded that there
were significant discrepancies by study group, one the one hand the extract of Myrtle
to the 100% presents levels of inhibitian, other hand the extract of Avocado
presented inhibition but it was not very remarkable and the highest levels of
inhibition are for 0.12% Chlorhexidine.

KEY WORDS: INHIBITORY EFFECT, PERIODONTAL DISEASE, MYRTLE
EXTRACT, AVOCADO EXTRACT, PORPHYROMONA GIGIVALIS.
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INTRODUCCION

Las plantas con propiedades medicinales fueron las primeras medicinas utilizadas por
el hombre, de forma empirica, para la cura de enferme@Bdé&sstos conocimientos

se transmitian de forma oral por la carencia de escritura en estas tengaqas del
desarrollo humano, luego se desarrolld la escritura y apadsdiopapiro, se
comenzaron a recoger estas informaciones de forma escrita. Lass ptaedicinales
formaban parte de las ceremonias mitigligiosas en donde se enmascardba
propiedades medicinales o venenosas de las plantas como sobrenatural, lo que daba

caracter secundario a la actividad medicinal de la m{&jna

A principios del siglo XX la quimica sintética comienza a desarrolfanse de ello

es la aspirina. La fitoterapia comienza a perder terreno frente a la efectividad de los
medicamentos sintéticogunque siempre quedaron algunas honrosaspeixmes

gue nunca pudieron ser suplantas por los medicamentos sintéticos o semisintéticos
(1). Los efectos secundarios de los medicamentos alopéaticos esta revirtiendo la

tendenciaylobal hacia la medicina verda).

La OMSen la década de los 60 legallaimedicina tradicional como principal fuente
promotora de la salud en los paises en desarrollo con débiles sistemas nacionales de
salud, y comenz6 a recomendar la utilizacién de la medicina tradiciorzlsal en

la atencién primariaDe acuerdo con @anizacion Mundial de la Salud (OMS) las
plantas medicinales seria la mejor fuente para obtener una variedad de drogas, por lo
tanto, este tipo de plantas deben ser investigadas para entender sus propiedades,
seguridad y eficacia para una busqueda de mueempuestos antimicrobianos
potentegq?2).

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica compleja que requiere la
presencia de la placa bacteriana patdgeno cuya expresion esta regulada por una serie
de causas depeiedtes del huéspg@®) (4). Se han encontrado alrededor de 15 a 20
especies bacterianas que estan estrechamente asociadas a la enfermedad periodontal



(5). Existen dats evidentes que apoyan la designacion de
Actinomycestemcomitans, T. forsythia.ygigivalis como patdgenos claves, debido

a que estan fuertemente asociados con el estado de la enfermedad periodontal, el
progreso de la enfermedad y el éxito con la ter@)id_a bacteria oportunista Gram
negativa anaerébid@rphyromona Gingivalis pertenece al géneBacteroides y es

un no movil, forma colonias negras en agar sa(igrejuega un papel dominante en
formas cronicas y agresivas de la periodonti#slemas, la colonizacién subgingival

con altas tasas de esta bacteria en el tejido infesta ha demostrado que aumesita

riesgo de progresion de la enfermedad significativan(&hte

La enfermedad periodontal se caracteriza clinicamente por la inflamacg&n y
sangrado de las encias, y conduce si no se trata a la destruccion del sistema dentario
y, finalmente, ladestruccién progresivade los tejidos soporte dentari(B)

(5). Ademas de ser doloroda enfermedad se ha sugedo a laPorphyromona
Gingivalis como un mediador potencial en la etiologia de las enfermedades crénicas
presumiblemente no relacionados, tales como la artritis reumatoide, las enfermedades
cardiovasculares, la diabetes y, mésigntemente, los diferentes tipos de canceres
orales(9) (5).

En la actualidad, el tratamiento mas utilizado para lograr este objetivo es la
instrumentacion mecanica de la superficie de la, edzdeciy raspado y alisado
radicular(8). Queimplica la eliminacién de la carga microbiana y los signos clinicos
asociados a la inflamacion. Asi como el uso de agentes antimicrobianos en formas
agresivas y que no respondeda ld enfermedadEl uso de enjuagues bucales con
actividad antimicrobian@por ejemplo, clorhexidinaha sido eficaz para controlar la
colonizacion de bacterias orales incluyendo periodontopatégenos y la reduccion de la
inflamacion gingival. Sin embargojos enjuagues antimicrobianos ienen
restricciones debido a los efectos s&tarios potencialeentres ellos:manchas,
efectos erosivos, abrasivg$0). Ademas alteracion del gusto, decoloracion de la

boca, y la irritacion d&a mucosg11).



El objetivo de la terapia periodontal es eliminar patégenos periodontales y
proporcionar a los pacientes instrucciones de higiene oral adecuadas en combinacion

con el control mecanico profesional de la plgba

Unaalternativa futura seaila utilizacion de enjuagues bucadelBase de extractasge
plantas queontenganpropiedades antibacteriangasi se combatiria las bacterias
periodontopatdgenas Con esta opcion se disminuiria los efectos adversogue
producen los distintos tratamientos periodontaebase de antibidticos otros
productosy el pacienteno abandonaria su tg@ialo cual podria desencaderarun

edentulismo prematuro.

Esto selograra si se reapera los conocimientosle nuestros antepasados que
curaban sus dolencias utilizando plantas medicinales, que aunque no conocian sus

principiosactivos ya la utilizaban prueba de ello esglantade Arrayan y Aguacate.

Arrayan (Myrcianthes Halli) estudios etnobotanicos mencionan que tienen
propiedades antirreumatica, antidiarreico, antiséptico, astringente, balsamico,
hemostatico, vasoconstrictor, anti neurdlgico, antiinflamatorio y analgEsXoy
ademasEmpiricamenteesta planta es utilizada por la gente mestiza de Pichincha,
Imbabura, Bolivar y Carchi para tratar las caries, encias sangrantes y dolor de muelas,
ellos mastican sus hojas y asi calman sus dolencias, también se usa para blanquear

los dientes y endureckss enciag13,14,15)

Aguacate (Persea americaja se le atribuye propiedades diuréticas,
antihipertensivas, emenagogo, abortivas, sirve para bronquitis, tos y como
antiinflamatorio(16). Las hojas frescas del aguacate se mastican para combatir la

caries y curar afecciones de la boca, particularmente las éhtjas

Es asi que coesta finalidad se hace el presente estudio in vitro para determinar el
efecto inhibitorio que poseen las principicactives del extracto deArrayan y
Aguacatesobre cepas de Porphyromona gingivalis, causante principal de enfermedad

periodontal.



CAPITULO |

1. PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

En este trabajcse tomard&n cuenta a la periodontitis que es una infeccion causadas
por microorganismos que colonizan la superficie dentaria en el margen gingival o
debajo de €[18). Entre estos tenemos a Fa Gingivalis como patdgeno clave,
debdo a que esta fuertemente asociado con el estado de la enfermedad periodontal,

el progreso de la enfermedad y el éxito con la tei@&pia

Uno de los problemas que actualmente enfrentan los tratamientos odontolégicos es la
resistencia bacteriana ocasionada por el uso indiscriminado de antibi6ticos, por lo
cual los productos de origen natural podrian proporcionar una alternativa que
complemerg los tratamientos de procesos periodontél€y. Estos productos
naturales pueden representar una alternativa adecuada, exhibiendo menos o ningan

efecto secundari(0).

Los antibidticos se utilen para apoyar la terapia, pero a menudo fracasan cuando se
aplica debido a varias razones farmacocinéticas exclusivamente: bajas
concentraciones en los fluiddsl surco gingival o losfectoslavado que disminuye

la actividad antibiética y también la organizacion del Biofilm de bacterias puede
evitar la concentracion eficaz del antibiético en un ambiente anaerébico con bajas
tasas de multiplicaciébacteriana(5). Para lo cual s@ecesitarian nuevos agentes
antimicrobianos con actividad mas fuerte y menos toxicidad para superar estas
deficienciag21).

Ante la falta de antibidticos que superen estas deficiencias se podria utilizar de

productos naturales como terapia alternativa para el tratamiento de la periodontitis.



Por lo tanto, el principal objetivo del tratamiento sigue siendo la reduccion efectiv
de la flora patégena supra e sgingival, sobre todo por medios mecéanicos.

El efecto inhibitoriose obtendra través de la aplicacion de discos impregnados
con los extractos de Arrapdy Aguaatesobre la cepa deéorphyromona Gingivalis

para luegabservar los halos inhibitorios de cada uno.

1.1.1. Formulacion de la pregunta de investigacion

¢La administracion de logxtractos de ArrayanMyrcianthes Hall) y Aguacate
(Persea Americanacausara algun efeo inhibitorio sobre cepas d@orphyromona
Gingivalis?

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General
Determinar el efecto inhibitorio de los extractos de Arraydgr¢ianthes Hall) y
AguacatgPersea Americarjasobre la cepa deorphyromona GingivalisEstudio in

vitro.

1.2.2. Objetivos Especifico
{1 Identificar los halosde inhibicion de laPorphyromona Gingivalion el
extracto de ArrayarnMyrcianthes Hall) al 10%, 50% y 100%.

1 Identificar los halos de inhibicion de Rorphyromona Gingivalison el
extracto del Aguacatéeérsea Americanaal 10%, 50% y 100%.

1 Compararlos resultados obtenidos por medicion de halos de inhibicién
generados por las diferentes concentraciones de los Arrdfycignthes
Halli) y Aguacate Rersea Americana tanto con el grupo positivo
(clorhexidina al 0.12%) como con el grupo control negafagua destilada)

sobre cepas deorphyromona Gingivalis



1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La mayoria de los tratamientos médicos o dentales se basa en eliminar el factor
etiologico de la enfermedad. Por lo que me enfocare en el Biofilm
periodontopatégersoque esta colonizado por Rorphyromona Gingivaligue es un
patdégeno periodontal anaerébica Graegativa predominante en la Periodontitis. En

la actualidad, la terapia periodontal generalmente se basa en la reduccion de masas
bacterianas de los sitiaafectados por el desbridamiento no quirdrgico supra y
subgingival y procedimientos quirargic¢s), pero no es eficaz para los patégenos
que han penetrado los tejidos. Por lo tanto existen métodos complementarios como la
utilizacion de antibidticos para apoyar la terapia, pero a menudo fracasan debido a
razones farmacocinéticas: bajas concentraciones en los fluidos del surco gigival
también fracasan porque produce efectos secundariogseadbs como trastornos
digestivos, reacciones alérgicas, resistencia bacteriana por la inadecuada

administracion de los medicamentos por parte de los pacientes.

Los antibidticos que se utilizan por via tépica, tienen menos efectos secundarios que
los aribidticos sistémicos. Otra terapia es el uso de diferentes agentes en forma de
enjuagues bucales como clorhexidina que es el enjuague bucal mas util, pero debido a
la tincion de los dientes, la lengua y su sabor desagradable, no es aceptado por los
pacientes.

Se anhela trabajar con otro tipo de terapia que no sean los antibiotico por lo cual se
pretende utilizar plantas naturales como alternativa las cuales serian aceptadas por los

pacientes en el lugar de medicamentos sintéticos.

En el &readontoldgica el importante crecimiento mundial de la fitoterapia dentro de
programas preventivos y curativos ha estimulado la investigacién, con el fin de
evaluar la actividad antimicrobiana de distintos derivados de plantas con el objeto de
ayudar en etontrol de la placa bacteriana, y por consiguiente, en la disminucién de
la incidencia de caries dental y enfermedad period¢@g3l Arrayan (Myrcianthes

Halli) es una planta, que gracias aceumpuesto quimico acido galicms brinda



propiedades antibacteriana, anticancerigenas y antimutag&8do En cambio
algunos extractos organicos de las semillas de aguacate poseen actividad
antimicrobiana sobreEscherichia coli. Micrococcus pyogenes, Sascilutea y
Staphylococcus aureu®or otra parte, los compuestos alifaticos de cadena larga,
aislados de la cascara del frutel aguacatecomo el 1, 2, 4, trihidroxi-hepadeca
16-eno, han demostrado actividad bactericida sobre microorganismos Granoposit
como Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhi, Shiga&lisenteriae,

Staphylococcus aurel(24).

Al Arrayan se lo menciona como agente antibacteriano contra las cepas de
Streptococcus, Entorococcus FaecajisStaphylococcus Aureu@5) pero no se
conoce su accion sobreRarphyromona Gingivalisesta investigaciége basara en
determinar si las hojas de la plarda Arrayany Aguacateposee efecto inhibitorio y
se determinargueconcentraciores lamasadecuada para su uso, qesteriormente
servirA como precedente pafaturas investigacionesy puedanemplearlos en la

elaboraciorde diferentes productgmra mantener la salud oral.
1.4. HIPOTESIS

Hal A mayor concentracion delxtractode Arrayan fyrcianthes Hall) y Aguacate
(Persea Americanjeel efecto inhibitom in vitro sobre las cepas @&®rphyromona
Gingivalis sera mejor comparada con el grupo control positivo (clorhexidina al
0.12%)

Hol A mayor concentracion de los teactos de ArrayanMyrcianthes Hall) y
Aguacate Persea Americanael efecto inhibitod in vitro sobre las cepas de
Porphyromona gingivalisxo sera mejor comparada con el grupo control positivo
(clorhexidina al 0.12%).



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2. ENFERMEDAD PERIODONTAL

2.1. Definicion

Es considerada unenfermedadnfecciosainflamatoria, que de acuerdo al grado de
compromisocon los tejidos de soporte del diente (cemento radicular, ligamento
periodontal hueso alveolar y gingivaliede llevar a laisminucidnprogresiva de la
funcién (26) y por ende ser el causarde la pérdida dentarigy edentulismo en
adultos(27).

La enfermedad periodontal se observaedades tempranas tke vida en modo de
gingivitis que es un procesomunoinflamatorio alterable de los tejidos que rodea el
diente, en los que se presentara enrojecimiento, edema y sangrado ¢ag8jiyadi

no sonoportunamenteliagnosticadas y tratadasqulen evolucioar hacia una lesién
mas complej&n el adultq29), la periodontitique se manifiesta con la aparicion de

bolsas periodontales, movilidad dentaria y por ultimo perdida de pieza dé2&ria
2.2. Etiopatogeniade la enfermedad periodontal

En la década de los 70 y 86 pensaba que la placa bacteriana era la causa principal
en el desarrollo de la enfermedad periodontal, la cual era originada por la mala
higiene bucal, pero Loe y colegas refutarota especulacion razén por la cual la
placa bacteriana solo inicia la respuesta inflamatoria dando lugar a la Gingivitis y el
que ocasiona la enfermedad propiamente dicha es el propio organismo con sus
procesos defensivos que termina dafiando a los tejjdoda lugar a las

manifestaciones clinicas de la periodon({&e).



Se han encontrado alrededor de 15 a 20 especies bacterianas que estan estrechamente
asociadas a la enfermedad periodoiBl Existen datos evidentes que apoyan la
designacion deAggregatibacter Actinomycestemcomitad@nnerella forsythia y
PorphyromonaGingivalis como patdgenos claves, debido a que estan fuertemente
asociados con el estado de la enfermedad periodontal, el progreso de la enfermedad y
el éxito con la terapip).

Socransky & Haffajee mencionan que las enfermedadesdpetales son de tipo
infeccioso provocadas por microorganismos los cuales invaden el espacio subgingival
(30). Estudios revelan que fdaca dentobacteriang la microbiota que habita en el
surco subgingival estan fuertemendéacionados con el origen y posterior desarrollo

de la enfermedades periodontales (gingivitis y periodontt®) Hasta la fecha se ha
establecido laasociziéon de la enfermedad periodontabdemas con otros
microorganismos: Prevoella intermedia, Treponema derdla, Campylobacter
rectus, Eubacterium timidum, Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum y

Micromonas microg31).

También existen otros factorede riesgo que ayudan a progresion de estas
periodontopatologias locales como mala higiene, restauraciones desbordantes,
coronas mal adaptadas, apifiamiento dentario, bruxismo; ambientales como estrés,
habito de fumar; sistémicos como nutricion, diabetexjak y genéticos que depende

de la susceptibilidad de la persq@8,32)

2.3. PERIODONTITIS CRO NICA

Es una enfermedad infecciosa que causa inflamacion dentro de los tejidos de soporte
dental, caracterizada por pérdplmgresiva de la insercid83) , formacion de sacos
periodontales y posteriormentiar lugar a una pérdida 0sea alveolar que progresa
lentamente, con un patron generalmente horiz¢@%) esta ptlogia abarca un 80

90% de los tipos de periodonti(i34), siendoesteun proceso infeccioso relacionado

con la acumulacién de placa dentobacteriana y con la presencia de microorganismos

patogenos(35), las bacterias anaerobias Gram negatigasan las principales



causante§36). Pero Novak & Novakacen realce que la gravedad y progresion de la
enfermedad no solo depende de factores locales como las bacterias ademas existen
factores sistémicos como la diabetes, factores ambientales si el individuo es fumador
y factores genéticos que depende dmukceptibilidadlel individuo(33).

La aparicién de esta patologia puede ocurrir a edades tempanas (jovenes), pero es
méas frecuente en la edad adulta, tantopl@valencia como la gravedad dsta
afeccioncrecencon la edad37). La periodontitis, segun l@rganizacion Mundial de
Salud(37) es un grave problema de salud que afecta a tB03ode la poblacion

adulta en todo el mundo

Se cita en esta patologia a bacterias c#ughyromona Gingivalis, Tannerella
Forsythia y Treponema denticoldlamados complejo rojopor encontrarse
involucrados con la pérdida 6sea y perdida insercion gin(@axl Ademaspodemos
encontrar Aggregatibacter  Actinomycetemcomitans, Prevotela intermedia

consideradas como el grupo agresivo en la |88

2.3.1. PorphyromonaGingivalis

Es el microorganismos de mayor importancia presentel Biofilm subgingival,
estando por ello mas relacionadas con las patologias periodontales, como la
periodontitis crénicay por ello aprovecha las condiciones que da eésped para
generar mayor daf(88). Esta bacteri@xpresa una seride factores de virulelag

tales como fimbria, enzimgwoteoliticas, hemaglutininas, lipopolisacéridogpsila

y exhibe una diversidadenotipica y serotipica que permite unaiakilidad intra
especie con Ipotencialidad de inducir inflamacion y destcion periodonta(tabla

1) (39,38)
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LPS 01,02,03 Reconocido por 24y 42
receptores tipo Toll 2 v 4.
Induce secrecion de
citoquinas proinflamatorias.

Capsula Ki, K2, K3, Induce diferenciacion de A, 14y 73
K4 K5, K& fenotipos
Thi, Th2, Th17 v Treq.

Fimbria I, I, 10, 101, Evasion de |a fagocitosis. 26y 33
Vv Activacion de RANKL.
gen kgp [ 1l Enzima proteolliica. 25
gen rgpA A B C Enzima proteolliica. 25
gingipaina R, K Edema. 36
Infiltracion de neutrdfilos.
Aumento del sangrado gingival.

Tabla 1. Factores de Virulencia de Faophyromona Gingivalis
Fuente Diaz(39)

También se ha identificado a estécroorganismo, como un factor de riesgo para
infecciones pulmonares, parto pre término y bajo peso al (@®eISu presencia en
placas ateroescleréticas incrementa el riesgo de infarto del miocardio, aislandose

también de abscesos dentoalveolares y trompas oya@ra

2.3.2. Taxonomia

El género Bacteroides, agrup6 en su primera clasificacid conjunto de bacterias
heterogéneas, con caracteristicas de ser anaerobios obligados, Gram negativo, no
esporulados y de forma bacilar, con la aplicacion de nuevas técnicas de identificacion
a base de biologia molecular, como el ANDN hibridacion, yestudio de sus

caracteristicas bioquimicas, se pudo identificar un grupo homogéneo de especies a
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partir de los Bacteroides, llamados ahora Porphyromona, que en sus inicios estuvo
formando por 3 especieB, Gingivalis P. asaccharolyticus y P. endodont(88).
Estas especies presentaban la caracteristica de ser no fermentadores, utilizar como

sustrato el nitrégeno y obtener su energia a partir de tripticasa y p&gpna

2.3.3. Morfologia y estructura

P. Gingivalises un bacilo corto o cocobaci|89), que mide de 0.560.8 um x 1- 3.5

um, anaerobio estricto, Gram negativeegro pigmentadoasacarotico (40,41)

siendo considerado umomensal en la cavidad orgB8). Requieren condiciones
anaerobicas pa®l crecimiento y la presera deHeme o hemiay vitamina K en su

medio nutritivo(41). Su pared celular presenta a nivel de la membrana externa las
endotoxinas, son capsulados, no esporulados, sin flagelos y abundantes fimbrias de
diferentes tipos. A nivel superficial presenta vesiculas que contienen una variedad de
enzimas que juegan unlrémportante en su virulencia. Asi también produce

multiples enzimas con capacidad de degradar compuestos pr¢d&ios

2.3.4. Nutricion

P. Gingivalis tiene un requerimiento obligado de hierro para crecer. Sin embargo,
cuando ocurreina falta de hierro en el sistema de poros de la bacteria (sideporos, los
cuales queman hemina) utiliza hemina (hierro protoporfirina 1X). Los niveles de
hemina en boca son variables y el sangrado, como resultado de la inflamacién
gingival, elevaria su exentracion subgingival, de modo que este puede ser un factor
gue predispone a la acumulacion de esta bacteria. La hemina que se acumula en la
membrana exacelular actia como basurede oxigeno ayudando a mantener un

microambiente anaerob{d?2).

2.3.5. Factores de virulencia

2.3.5.1Cépsula.

Bostanc(41) sefiala que la capsula es un factor de virulencia importante de la P.

gingivalis, también conocida como CPS @a#tigeno.
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Constituido por polisacéaridos, siendo un gen codificante de epimerasa epsC esencial
para su sintesis, existiendo 6 serotipos capsulares de KB. Esta juega un rol
importante en la evasién del sistema inmunoldgico, eludiendo la fagocitosis,

opsonizacidry accionar del complemen(88).

2.3.5.2Endotoxina (LPS)

Presenta en la membrana externa de la bacteria, compuesta en parte por el lipido A,
que estaria participando en la interrupcion de la homeostasis inmunologica del
huésped, océmna inflamacion gingival, asociada con la destruccién del tejido
conectivo y la reabsorcion del hueso alveolar por activacion de osteoclastos y causa la

liberacion de prostaglandinas E2, asi como un incremento de IL18 y(38).B

2.3.5.3Vesiculas de membrana externa

Son sacos cerrados que se encuentran a un nivel mas externo de la bacteria, presentan
en su interiomumerosas enzimas como; fogialsa C, proteasas, fosfatasa alcalina,
hemolisinas, lipopolisacaridogstas sorliberadas, produciendo dafio a las células
periodontales y neutréfila88).

2.3.5.4 Hemaglutininas

Son proteinas codificadas por el dagy estas pueden ser 5 deEA promueven la
colonizacion por mediacién de la unién bacterian@e@eptores oligosacaridos en

células humanas8).

2.3.5.5.Fimbrias

Son estructuras filamentosas localizadas en la superfieie permie al
microorganismo invadir losejidos periodontales y colonizar la cavidadl (fz9),

tienen 0.3 a 3.0 um de largo y 5 nm de ancho, compuestos por mondmeros de
fimbrilina, codificados por el geiimA, pudiéndose clasificar en 6 variantes, del tipo |

al V y el Ib. Estas presentan capacidad de unirse a diferentes sust@ltasulas, y
células, como epitelial, fibrinbgeno, fibronectina, lactoferrina. A su vez presenta

propiedades quimiotacticas y de induccion de citoquinas. Se ha podido detectar a las
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P. gingivales con fimbriaBmAtipo Il y IV en la progresion de la pedontitis(38),
ya que tipo Il inhibe la fagocitosis e induce mayores niveles de expresibaNieL
causando asi una gran destruccion 0sea y profundidad de las 1€3@)nes adultos

sanosl de mayor prevalencia es el tip(88,39)

2.3.5.6.Proteinasas cisteinproteasas

Son compuestos bacterianos que proporcionan nutrientes para el crecimiento
bacteriano, produciendo un dafio colateral al huésped, degradal@eno de
diferentes tipos. Estas proteinas son llamadas gingipainas, produciendo el 85 % de la
actividad proteolitica generada pBr Gingivalisy el 100 % de la actividad tipo
tripsina. Las gingipainas son productos de 3 gegpA, rgpB, Kgp.Se ha poidlo
determinar que entre las acciones que producen estan; la degradacion de fibronectina,
fibrinbgeno y de las uniones de las células epiteliales, activacion del sistema de
cogulacién y sistema calicreirguinina.

Interrumpen en la defensa del huéspatkgradar IL8, un importante quimiotactico y

C3 cuya activacion produce C3a y C3b, este ultimo un potente opsonizante.

2.3.5.7 Proteinasas no cisteinproteasas

Edas son la colagenasa, proteasa, hemaglutinina enzima tipo conversora de
endotelina, una dipeptigeptidasa y la periodontaina, esta Ultima, degrada las

proteinas desnaturalizadas y los polipépti@&s3.

2.3.5.8.Inductor de metaloproteinasas déa matriz

No es un producto generagmr P. gingivalis, pero si lo inducepara quesea
producida por fibroblastosjeucocitos y macréfagosEstas metal@roteinasas
degradan la mayoride moléclas de la matriz extracelulacomo el colageo,
fibronectina y la laminina.P. gingvalis inactiva los inhibidores tisulares de
metaloproteinasasespedicamente el tipo |, que tienenucha rela®n con la

destruccion detolageno tipo | y fibronectings8).
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La medicina natural, a partir de las plantas y sus propiedades antimicrobianas,
ultimamente ha recibido muchgeacion de los cientificos, ya que presentan actividad
antibacteriana capaz de combatir a agentes patdgenos coldtapelylococcus
Aureus, Streptococcus mutans y Porphyromona GingivalEnpre que se les
considere como coadyuvantes de aontrol mecanicale la biopelicula por medios
fisicos (cepillado, uso de hilo denté3p).

2.4. FITOTERAPIA

Ciencia que estudia el uso de los productos de origen vegetal con finalidad preventiva

y de tratamient@12).

Las plantas con propiedades medicinales fueron las primeras medicinas utilizadas por
el hombre, de forma empirica, para la cura de enferme{iBd&$ uso de plantas con

fines medicinales se remonta al periodo védigh Estos conocimientos se
transmitian de forma oral por la carencia de escritura en estas tempranas etapas del
desarrollo humano. Posteriormente, al desarrollarse la escritura y la aparicion del
papiro, se comenzaron a recoger egtggmaciones de forma escrita. Las plantas
medicinales formaban parte de las ceremonias migligiosas que el hombre
utilizaba en la cura de las enfermedades, enmascarandose las propiedades medicinales
0 venenosas de las plantas como sobrenaturaljdadgba caracter secundario a la

actividad medicinal de la misnga).

A principios del siglo XX la quimica sintética comienza a desarrollarse y da sus
primeros frutos en el area terapéutica con la sintesis de la aspirinaoteeafiia
comienza a perder terreno frente a la efectividad de loscamadntos sintéticos, los
cualesa medida que fue avanzando el siglo XX, eliminaron a las plantas medicinales
de las farmacopeas nacionales de los principales paises desarrollades seemgre
guedaron algunas honrosas excepciones que nunca pudieron ser suplantas por los
medicamentos sintéticos o semisintéticdy. Los efectos secundarios de los

medicamentos alopaticos esta revirtiendo la tendegjheizl hacia la medicina verde

(2)
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El uso de plantas con fines terapéuticos es uno de los paradigmas de la medicina
moderna. Dentro de la vida cotidiana de las comunidades de diferentes regiones del
mundo, el uso de extractos de péenes bastante comun, para el tratamiento de
ciertas condiciones como dolores gastrointestinales, uterinos, como coadyuvantes
durante el parto, para el manejo de cefaleas y el control de la presion arterial, entre
otros.(43)

2.4.1. PLANTA MEDICINAL

De acuerdo a la OMS, Planta Medicinal es todo vegetal que contiene en uno o mas de
sus 6rganos sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o que son los
precursores de hemisintes@smacéutica. El valor medicinal de una planta se debe a

la presencia en sus tejidos de una o varias sustancias quimicas conocidos como
principios activos, son aquellos los compuestos de los medicamentos herbarios que
tienen efecto terapéutico produciendoa accién fisiolégica concreta sobre el

organismo human@4).

El uso de las plantas medicinales se viene usando desde los afios remotos como
culturas que han venido utilizando como la China, Aztecas, Egipcia, Romana etc.,
fueron los que ayudaron para que se dé inicio a la medicina alternativa brindando
beneficios positivos a la poblacién mundial con la eficacia de sus principios activos
que van dando diferentes usos para tratar enfermedades como diarreas,
antidesparasitariogstringentes y coagulantes por otro lado en nuestro pais tenemos
una rica fauna y por ende plantas medicinales que en altos porcentajes son utilizados
por sus propiedades terapéuti¢s).

2.4.2. EXTRACTOS DE PLANTAS

Extracto es eproducto liquido obtenido a partir de plantas o parte de ellas con varios
procedimientos y con varios solven{dd). Gennarq46) define a los extractos como

preparaciones concentradas de drafgasrigen vgetal obtenidas mediante remocion
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de loscomponenteactivos con menstruos apropiados, la evaporacion de todo o casi
todo el solvente y posteriormente el ajuste de las masas o polvos residuales.

Esteproducto se origingor dosprocess denominadse Percolacion y Maceracion,
endonde la planta o parte de ella se mezcla con el disolvente que puede ser agua,
etanol o alcohol, glicerina y gracias a este proceso podemos obtener tanto principios

inmediatos y principios activos de la plantalizarlos a conveniencia nuestra.

El uso de extractos vegetales se ha planteado como una alternativa para el manejo de

fitopatdgenos y las enfermedades que estos ocasionan.

La actividad antimicrobida de los extractos vegetalespyoductos naturales ha
reveldo el potencial de las plansgperiores como fure de agentes antifectivos,
permitiendo de esta manera avance al uso empirico de laspecies vegetales

medicinales con una base cientif{da).

Muchos paises se manvolucrado en la obtencién aeedicamentos a partir de las
plantas. A su vez, la OMS lstimado que el 80% de los habitantes de los paises en
viade desarrollo dependen de las plantas medicinalesatiséacer sus necesidades
de aencién primaria desalud; los paises en vias de desarrollo poseen los primeros
lugares en estos prograsnde estudio para garantizardhtencion de preparados

asequibles a toda la poblaci@v).

El efecto de los extractos vegetales tanto parantrol de patégenos como para el
tratamiento de las enfermedades se le atribuye a sus metabolitos secundarios (MS)
constitutivos, los cuales cumplen, entre otras funciones, un papel importante en los
mecanismos defensivos de las plantas. Entre estoterpenoides, aceites esenciales
(monoterpenoides y sesquioterpenoides), los flavonoides y los compuestos fendlicos
intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente, actuando

como antifungicos, nematicidas y antimicrobia(és).
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2.4.2.1EXTRACTOS FLUIDO

SegunOlaya (49) se denominaxtracto fluido aquellos en los que\alumendel
liguido del extracto es igual al volumen de la planta seca que se haya Heado
cambioGennarq46) define a los extractos conpoeparacionebquidas de drogas de
origen vegetal que contiene alcon@0-60%) como solvente y/o conservador y
elaboradas de manera que, por lo general cada 100ml contiene los eotapon

terapéuticos de 1g de la droga estandar

Se preparan por percolacion(con la ayuda delaparato Soxhletly posterior
evaporacion, los disolventesdscomiunmente utilizados son alcohetanol, agua,
glicerina o combinada$a ventaja de este tip@ greparacidon es que contiene mayor
concentraciéon de principios, no precipitan y no necesitan preservantes ya que

contiene alcoha50).

Fuerza total: 1:1, 1 ml equivale a los extractivos totales contenidos en 1 g de la

espet vegetal deshidratada, generalmente contiene al¢abpl

2.4.3. Arrayan
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Figura 1. Planta de Array@d

Fuente:Autora

2.4.4. Origen

Descrita como 8rbol nativo de | e serranza
doméstica y comun que se encuentra en jardbwsjues andinos desde los 2500 a

3000 m.s.n.m(14,15) Esta especie se encuentra régabet para Venezuela, Ecuador

y Per(; probablemente también en Colon{bh&).

2.4.4.1 Clasificacion taxonGmica
Taxonomicamentel Arrayan, segun Govaer{§1) se encuentra clasificado de la

siguiente manex.
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Reino: Plantae
Division: Fanerogamae
Subdivision: Angiospermae
Clase: Dicotiledonae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Myrcianthes
Especie: M. halli

Epiteto especifico:

Myrcianthes Halli(O.Berg) McVaugh

Sinénimos

Amyrsiahalli (O.Berg) Kausel
Eugenia hallO.Berg

Tabla 2. Taxonomia Arrayan

2.4.4.2. Nombres comunes:

Fuente Govaertg51)

Wawall hembra, arrayan, arrayan de castilla, chir{lig).

2.4.4.3. Historia

Especie nativa nombrada en el af®36 omo Ewgenia halli por el

Aleméan Otto Berg; el nombre de la espedieconoce a su recolector, el Coronel
Inglés Francis Hall, quien particip6 en el proceso independerds actual
Ecuador y quien también fue miembro del grupo El Quitefio Libre. Hall como

botanico aficionado recolecté cientos de especies de plantas en todo el Ecuador, el

espécimen estudiado por Berg lo hizo en la planicie de Qi5)o

2.4.4.4. Descripcion Botanica

Arbol
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Arboles medianos a grandes, de 6 a 15 m de altura, diametros de 30 a 40 cm, su
tronco es irregular y retorcido con nudosidaft®), la cortezaexterna pardo rojiza
(15), espesor derBm. Tienen ramificaciones opuestas, la copa espesa, follaje oscuro

(53), cuando se encuentra solitaria, al cortarlos producen rebrotes de(38gon
Hojas

Palacios(53) sefala que las hojas son tipicamente pequefias, tiesas, a menudo con
nervacion poco visible, olorosas al estrujar; de forma ovalada, lisas, de apice obtuso,
base redonda, peciolada en el borde entenonervaduras de tipo pinnatinervias, el

haz tiene una coloracién verde brillante, el envés verde claro, su textura es coriacea y
por su posicién son opuestas. La lamina foliar posee un promedio de 6.5 cm de
longitud y 3.5 cm de didametro, caracterizandoseser perennes, verdes todo el afio

y si se las miran con cuidado a contra luz, se ven que estan como perforadas con
mindsculos puntos transltcidos que son la esencia (aceite esencial y taninos), motivo

por el cual despiden un aroma caracteristico aljasis.
Flores

Jaramillo(52) menciona que posee una flor mediana perfecta de sépalos unidos de
color blanco a blanco amarillento, la corola libre de 4 a 5 pétalos con estambres

numerosos, con un ovario infero de 5 l6culos a3 semillas en cada l6culo.
Frutos

El fruto es una baya redonda a menudo violacea de 1 cm de didmetro de color negro
cuando esta maduf@5,52) comestible para el hombre y los animales, tiene un sabor
dulce agradale. En la parte central de la sierra ecuatoriana produce frutos de color
café que contiene de 5 a 15 semillas; fructifica por los meses de marzo hasta abril
(52).

Semillas
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Semillas sin endosperma o endospermo escaso Yy findilagi@aoso, testa
membranosa o fina, a veces ausente, embridn recto o curvo. La mayor parte de los

frutos poseen una solo semi{&R).

2.4.4.5. Usos y Propiedades medicinales
U Alimenticio

El fruto es comestibl€lL3).

U Aditivo de los alimentos

Las hojas se usan como especia ermdpgracion del champuz, colada en especial la
colada morada y dulade zambdq13).

U Materiales

El tallo se usa en leonstruccion. En el Carchi la infusion de las hojas se emplea para

peinar el cabell@l3).
U Medicinal

Menciona De la Torr€l3) que el bafio con la infusién de esta especie, junto con el
Borago, s efectivo para prevenir el resfri6. En cambio el fruto se usa para cicatrizar

el ombligo y tratar la diarrea en nifidsb).

Se utiliza las hojas en infusion para curar las heridas, resfrios, célicos reumatismos y
afeccionesposparto, también ayuda a sosegar el dolor de pies, trata afecciones

pulmonares. Es eficaz para tratar el sudor noct(ir8p

También, en estudios etnobotanicos, se mencionan sus propiedades antirreumatica,
antidiarreico, atiséptico, astringente, balsamico, hemostatico, vasoconstrictor, anti

neurdlgico, antiinflamatorio y analgési¢®)

U Medioambiental
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Esta planta se siembra como cerca ({i2), es un arbol derecimiento lento, de
madera muy fina y de aspecto agradable, ideal para establecerlo

en las veredas,parqueso jardines como arbol ornamentél5s).
U Usos en odontologia

Empiricamente esta planta es utilizada pagdate mestiza de Pichincha, Imbabura,
Bolivar y Carchi para tratar las caries, encias sangrantes y dolor de muelas, ellos
mastican sus hojas y asi calman sus dolencias, también se usa para blanquear los

dientes y endurecer las enc{#8,14,15)

2.4.5. PERSEA AMERICANA G.
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Figura 2. Planta de Aguacate

Fuente Autora

2.4.5.1 Clasificacion TaxonGmica
Taxondmicamente el aguacate, sediasslen54) se encuentra clasificado de la

siguiente manera.
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Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Laurales

Familia Lauraceae

Género Persea

Epiteto especifico PerseaamericanaMill .

Tabla 3. Taxonomia del Aguacate
Fuente: Hassler(2016

2.4.5.2Descripcion Botanica

Arbol grande o de tamafio mediafrecuentemente de 2025m de altocuyo tronco

tiene unos 0.6m de diametro y corteza rojizébg), con una copa muy densa,
redondeada o alargada, y ramas jévenes glabras, puberulentas o pilosas,
frecuentemente glaucé®4). Hojas alternas, coridceas, oblongtipticasde 25cm de

largo por 15 de ancho, brillantes por el haz y discretamente pubescentes por el revés.
Las flores agrupadas en paniculos axilares, son pequefias y tomentosagr de col
amarillo verdoso. El fruto es una drupa piriforme de hasta 20cm de largo con pulpa

verdosa o amarillent@5).

2.4.5.3 Habitat
Originario de América Central, su cultivo se ha extendido a otras regiones tropicales

y subtropicales dgdlaneta.

2.4.5.4 Historia
El auacatl o aguacate es un arbol originario de América. Los antiguos mexicanos
denominaron audacatl al fruto y aucaquahuitl al arbol, aunque la misma planta también

recibié el nombre de pauatl. La etimologia del nombre es inciertaldarp auacatl
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se emplea en la lengua nahuatl también para designar a los testiculos quizd por

asociacién morfoldgica con el fruto cuando cuelga en el &rbol.

Durante el siglo pasado el uso medicinal que pudiera hacerse de tal célebre fruto
interesd a loscientificos mexicanos, que para entonces, los usos medicinales del
aguacate habian aumentado y todas sus partes figuraban en la farmacopea indigena, la
parte mas importante era la cascara del fruto por antihelmintica, y le atribuye el efecto

a la resina yal tanino encontrados en el epicarpio, tal producto es solo vermifugo y no
vermicida. Se considera peligrosa la utilizacion de infusiones de la semilla con fines
ténicos y administrados por via oral, ya que se afirma que contiene principios que
desarrollanel acido cianhidrico. Aunque se reitera que el aceite de la semilla esta
indicado en las inflamaciones de la piel y los procesos reumaticos, se le atribuyen a la
planta, otros usos como el cocimiento de semillas para hacer desaparecer el dolor de
muelas.el cocimiento de hojas contra las calenturas intermitentes (paludismo) y con
base en las investigaciones de un autor francés, le adjudican propiedades emenagogas
y abortivaq24).

2.4.5.5.Usos Etnomédics

En México, se emplean las hej la cascara del fruto y la semilla. El aceite extraido
de la semilla por compresion se usa desde hace siglos para el tratamiento del cabello
reseco y otros males del cuero cabelludo; también como ungiiento para aliviar el

dolor y suavizar la piel de zoséastimadag24).

La cascara del fruto, seca y molida, se usa como antidisentérico, al igual que la
infusion con base en sus hojas empleadas para lavar padecimientos infecciosos e
inflamatorios de la piel. Por ultimo, y segila medicina tradicional mexicana, la
infusion de céascara de aguacate seria benéfica en el tratamiento de parasitosis
intestinaleg24).

La informacién bibliografica reciente sobre estudios fitoquimicos y farmacolégicos
del aguaate demuestra la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana en

la cascara del fruto y en la semi{|24).
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2.4.5.6.Quimica

El estudio quimico del aguacate ha estado dirigido fundamentalmente hacia el fruto
en vista de swalor aimentario. La pulpa es rign acidos grasos tales como: oleico,
linoleico, palmitico estearico, linolénico, caprico y miristico que forman el &%
contenido graso del frut(24). También contiene sapmas, asparaga y perseita o

perseitol(55).

La semilla contiene amigdalina, acigadlico y carbohidratosLas hojas contienen
taninos, abacatina y aceite esencial cguingno y metilchavicol. La corteza tiene
perseita y resing®5).

El aceite de la semilla es abundante en tocoferol. Otros productos presentes en el
fruto son el escualeno y un grupo numeroso de hidrocarburos alifaticos y terpénicos,

esterol es (-"testerelcyiuradolimleamsateradd4).

Los extractos acuosos a base de hojas de aguacate, ademas de su alto contenido en
aceite esencial, poseatopamira y serotonina, flavonoides (quercetol), perseita,

persiteol y un principio amargo llamado abacafi®.

2.4.5.7 Farmacologia y Actividad Biologica

El mesocarpio del fruto es rico en fésforo, hierro, vitamina A, tiamina, riboflavina,
niacina y acido ascérbico, por lo que su contenido cremoso es valorado como

producto alimenticio.

Algunos extractos organicos de las semillas de aguacate poseen actividad
antimicrobiana sobreEscherichia coli. Micrococcus pyogenes, Sarcindutea y

Staphylococcus aureus.

Por otra parte, los compuestos alifaticos de cadena larga, aislados de la &lscara d
fruto, como el 1, 2, 4, trihidroxi-hepadecd6-eno, han demostrado actividad
bactericida sobre microorganismos Gram positivos c8aaillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhi, Shigetlgsenteriae, Staphylococcus aureus.
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2.4.5.8.Propiedades e Indicaiones:

La pulpa del fruto del aguacate contiene de un 255 de lipidos (grasa), constituidos por
los &cidos oleico (monoinsaturado) y palmitico (saturado), ademas de glucidos,
proteinas, sales minerales y vitaminas. Destaca especialmente su elevadoacontenid
en hierro y en vitamina 8 Tiene propiedades antianémicas, hipolipemiantes (hace
descender el nivel de colesterol en la sangre, posiblemente debido a su elevada
proporcién de acidos mono y poliinsaturados) y digestivas. Su consumo esta indicado
en casode anemia, agotamiento, aumento de colesterol, hipertension, gastritis y

Ulcera gastrointestingl4).

La decoccion de las semillas se ha utilizado tradicionalmente como anticonceptivo y
abortivo(55).

La cascara del fruto es antihelmintica y astringente, y se recomienda en el

tratamiento de las diarrga5).

En México y en los paises centroamericanos se utileamojasen infusion como
digestivas y carminativas (antifildentas).Por via externase emplean contra los
dolores de cabeza, aplicandolas calientes sobre la frentejeadegconocemos si

esta costumigrtiene fundamento cientifi¢@4) (55).

Las hojas fres@adel aguacate se mastican para combatir la caries y curar afecciones

de la boca, particularmente las en¢ieg
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Figura 3. Hoja de la planta de aguacate
Fuente Autora
El extracto acuoso de las hojas empleado por vial oral como diurético,
antihipertensivo, emenagogo, abortivo en casos de bronquitis, tos y como

antiinflamatorio(16).
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CAPITULO IlI

3. METODOLOGIA

3.1.Tipo de investigacion

1 Experimental in vitro: porque elestudio se realizén mediosle cultivos en
los cuales sesembrd la cepa dePorphyromona Gingivalestodo esto fue
realizado en un laboraior donde las variables fuerosometidas a
experimentacion.

1 Comparativo: Porque se congrd los grupos de estudion las sustancias de

control y seestablecieron relaciones o diferencias.
3.2.Poblacion y Muestra

Muestra: 10 cajas Petri inoculadas deorphyromona gingivaliseste niamero de

cajasPetrise tomd de acuerdo @dtudio realizado por Montenegro (29).

Para lo cual se ejecut® repeticiones por cada tratamiern(tt®), este estudio se
realizd con los extractos de ArrayanAguacate por ese motivo se utilizhO cajas

Petri inoculadas deorphyromonajingivalis5 cajas para cada extracto

De manera que se colo8adiscos inpregnados con diferente concentracitencada
extracto y 2 discos con las sustancias contlorliexidina 0.12% y agua destilada
encada caja Petri y se realizarrépeticionegpor cada extracto, con un total de 10

ensayos del grupo experimental.

3.2.1. Tipo de muestreo
La metodologia usad en la presente investigacion fum probabilistica por
conveniencia, debido a que antes de incluir a las cepas en el presente estudio, se

determindsi cumplia con los criterios de inclusion.
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3.3. Criterios de inclusion yexclusion

3.3.1. Criterios de inclusién
V Extractos de Arrayanyrcianthes Hall) y Aguacate Persea Americanaen
diferentes concentraciones de/d,60%, 100%

V Cajas Petri con agar sangre de cordero inoculadas Pavphyromona
gingivalis

3.3.2. Criterios de exclusion

V Cajas Petri con agar sangre de cordero inoculadas Pasphyromona
gingivalis que hayan sufrido contaminaciones y alteraciones durante el
procedimiento.

3.4VARIABLES

3.4.1. CONCEPTUALIZACIO N DE LAS VARIABLES

3.4.1.1Variables independientes:

{1 Extractos de Arrayan (Myrcianthes Halli) en diferentes concentraciones:
preparado de arrayafMyrcianthes Halli) planta doméstica y comjirton
propiedades antirreumat&ga antiséptico, astringente hemostatico,
vasoconstrictor, antiflamatorio y analgésico(12). Elaborado en el
Laboratorio del Centro de Quimica, mediante el método de percolacion,
utilizando el solvente etanol al 96%, en lasuggtes concentracion &%,

50%, 100%

1 Extracto del Aguacate Persea Americanpen diferentes concentraciones:
preparado de aguacaf@ersea Americarja Arbol grande o de tamafio
mediang sus hojas tienen un alto contenido en aceite esencial, poseen
dopamira y serotonina, flavonoides (quercetol), perseita, persiteol y un
principio amargo llamado abacatifa4). Elaborado en el Laboratorio del
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Centro de Quimica, mediante el método de percolacién, utilizando el solvente

etarol al 96%, en las siguientes concentraciohCéb, 50%, 100%

3.4.1.2. Variables dependientes:
7 Efecto irhibitorio in vitro del Extractode Arrayan Kyrcianthes Hall):
Capacidad que limita el crecimiento y desarrolld>’dephyromona gingivalis
1 Efectoinhibitorio in vitro del Etracto del Aguacate Persea Americana

Capacidad que limita el crecimiento y desarrolld>’dephyromona gingivas.
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3.4.2. OPERALIZACION DE LAS VARIABLES

Extracto de | independientey Obtener la| Concentraciones | Cuantitativa Discreta
Arrayan SOIUCIOn” POTl e 10,50,100%
percolacién en
(Myrcianthes tres
Halli) concentraciones
Extracto del | independienteg Obtener la] Concentraciones | Cuantitativa Discreta
Aguacate solucion por| . 44 50.100%
percolacién en
(Persea tres
AT concentraciones
Efecto dependientes | Capacidad qu¢ Halos de| Cualitativo Ordinal
inhibitorio in limita el | inhibicion.
crecimiento  y| Milimetros (mm) 0
vitro del desarrollo  de S. Nula < 8mm i
Extracto  de Porphyromona | S. limite 914mm 2
gingivalis S. media 1519mm 3
Arrayan S. sensi
(Myrcianthes 2ty
Halli)
Efecto dependientes | Capacidad qu¢ Halos de| Cualitativo Ordinal
inhibitorio limita el | inhibicion.
crecimiento  y| Milimetros (mm) 0
in vitro del desarrollo del S. Nula < 8mm 1
Extracto del Porphyromona | S. limite 914mm 2
gingivalis S. media 1519mm 3
Aguacate S. sens
(Persea 20mm
Americang
Clorhexidina | control Limita el | Halos de| Cualitativo Ordinal
crecimiento | inhibicion.
desarrollo  de| Milimetros (mm) 0
Porphyromona | S. Nula < 8mm 1
gingivalis. S. limite 914mm 2
S. media 1519mm 3
S. sens
20mm
Agua control Permite el| Halos de| Cualitativo Ordinal
. crecimiento | inhibicion.
destilada o 0
desarrollo de Milimetros (mm) 1
Porphyromona | S. Nula < 8mm
Gingivalis. S. limite 914mm 2
S. media 1519mm 3
S. sens
20mm

33



3.5. MATERIALES Y METODOS

3.5.1. Recursos materiales

3.5.1.1. Infraestructura
Laboratoriode Microbiologia Facultad déDdontologiade la Universidad Central del

Ecuador.
Laboratorio del Centro de Quimida la Universidad Central del Ecuador.

3.5.1.2. Materiales
Materiales de laboratorio para la creacién de un amhbienémaerobiosis:
V Jarra de anaerobiosis (anaerojar 2-6i®id) USA
V Sobres generadores de anaerobiosis (Anaerogen 2133i4).
Materiales de laboratorio para el cultivo de la muestra:
V 10cajas Petrde agar sangre cordero (CULTIPREP)

Materiales para aboracion déos extracte:

Balanza ANALITICA (VIBRA) ESTADOS UNIDOS
Estufa (FANEM) BRASIL

Refrigeradora (INDURAMA) ECUADOR

Etanol 96% EMSURE® Reag) QUITO

Papel filtro (WHATMAN ™) / GE Healthcare

V Frasco de vidri@mbar(Boeco O DuranpLEMANA .

< < < < <

Materiales para la prueba de efecto inhibitorio:

V Extractode Arrayan yrcianthes Halli)al 10%, 50% y 100%.
Extracto de la Aguacat®érsea Americanaal 10%, 50% y 100%.
Clorhexidina al 0.12 % (LIRA) QUITO

Agua destilda (LAQUIN) QUITO

Discos blanco 3M" Petrifilm™ ARGENTINA

Estufa(Ecocell) ALEMANA

Incubadora (IncucellALEMANA

< < < K< < <
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Micropipeta digital de 10ul (Accumax PR@DIA
Mechero(SCHOTT DURAN®)

Pinzas (AWAN) PAKISTANY

Guantes (SAFARI) MALASIA

Mascarillas (FACBMASK) MALASIA

Hisopos estériles (PROTEC) MEXICO
Campos estérile$ECHT)

< <K<K K LK KL<

Figura 4. Material e instrumental para el estudio.

Fuente Autora
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3.6. PROCEDIMIENTO

3.6.1. Recolecciéon de MateriaVegetal

La recoleccién dematerialvegetal, se realizén Tumbaco, Provincia de Pichincha;

de acuerdo a | as siguientes coordenadas:
|l ongitud de W 78A23E20.82480 y en EI Pl ac
coordenadasArrayan:L at i t ud de S OA12E39.54240, longi

Las especies recolectadas fueron identificadas en el Centro de Biologia de la
Universidad Central del Ecuador por el Botanico Richard Cal{Anasxo 56).

3.6.2. Procesamiento de Materia Prima: limpieza y Bsinfeccién del Material

Vegetal.

1 Una vez reclectadas las plantas se procediéliminar hojas secas, dafiadas o
contaminadas con hongos.

1 Se lavécon abundante agua.
Se sumergi@| material vegetal en una solucién de hipoclorito de sodio al
0.1% por 5 min.

1 Se wlvio a lavar el material vegetal con agua hasta eliminar el hipoclorito por
completo.

1 Se escurrié y guardén fundas de papel para ser transportadas al Laboratorio
de Laboratorio del Centro de Quimica de lnitkrsidad Central del Ecuador

para la elaboracion de los extrac{bs).

3.6.3. Obtencion de losExtractos Etandlicos

Las hojas frescatueron extendidasen una mesa y se seleccionaron nuevamente,

luego fuerorsecadas en estufa a 40° C por un dia.

El material wegetal secose triturd, luego se confeccionéfundas de paad filtro en
donde se colocé 20g de material seco edactunda dando un total ded 4y,

posteriormentdue sometido a un proceso de extraccion alcohdhealiante el uso
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del aparato deSoxhlet(cada funditas fue sifonada cuatros veegdicandopor cada
planta 150mletanol al 96%en el matraz bal6n fondo pla®?).

El producto fudiltrado con papel filtro cualitativo e inmediatamente se cotodé
estufa ag¢mperatura constante de 60°C por un diaa vez eaporado el solvente se
obtuvo el extracto fluidale cada plant&7), la cual fue sometida a refrigeracion 4°

hasta su uso.

De esteextracto fluido se prepartas concenticiones al 10%, 50% y 100% disuelta
en agua destilada, para lancentracion del 10% se colocO una proporcion de 1ml
de extracto fluido en 9ml de agua destilaga la conentracion del 50% se colocd
5ml de extracto fluido en 5ml de agua destilag&n b concentracion de 100% se
coloc6 10ml extracto fluido puro(58). Una vez elaborada las concentoaes se
coloco en frascos de coloambares etiquetados y esterilizados en autoclave por
15min a 121 Ty 15 libras de presigposteriormente se conservyC hasta su uso
(58).
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ELABORACION DELOS
EXTRACTOS DE ARRAYAN Y SECADO
AGUACATE

| ARRAYAN

AL40°C

SELECCION Yo—>
LIMPIEZA

TRITURACION Y
COLOCACION EN
BOLSAS DE PAPEL

—

PERCOLACION
en el aparato
de Soxhlet

STUFAAB0°C

e ]

PREPARACION DE
CONCENTRACIONES

| ARRAYAN

Figura 5. Elaboacién de los extractos de Arraiyg Aguacate
Fuente: Autora
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Figura 6. A) Extracto de Aguada. B) Extracto de Arrayan

Fuente Autora

3.6.4. Activacion de la cepa dd?orphyromona gingivalisATCC 3327

Como cepas indicadores o sensibles phmesente estudio se utilif presentacion
KWIK-STIK de Porphyromona gingivalis AT CCE 3 3 2abar Bangre de
cordero(59). La cepa fueetirada del vialy se colocén caldoBrain Heart Infusion

(BHI) (59) y se incub6enanaerobiosis por siethas a 37 °@ara su reconstitucion
(60).

3.6.5. Estandarizacion de la cepa Porphyromona gingivalis

Una vez reactivaal la cepa, se diluyén un tubo de ensayo conndl de suero
fisiologico hasta obtener una solucion de Mc Farland 0,5 que equivale a 185 x 10
UFC/ml (tamafiael inéculo) (60).
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Figura 7. Estandarizacion de la cepa

Fuente Autora

3.6.6. Colocacién delosextractos de Arrayany Aguacateen los discos blancos.

Se coloco los discos blancos estéri{ésnm de didmetro), enocho cajas Petri
estériles, luego se impregrie las diferentes concentracionds cada extracty
soluciones experientales que actuaracomo control (Agua destilada, Clorhexidina
0,12%) (61), se aplic6cantidades de 10 ul en cada disco con la ayuda de una

Micropipeta digital(61).
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Figura 8. Colocacion de los extractos en los discos bleoon laMicropipeta
digital.
Fuente Autora

3.6.7. Determinacion del efecto inhibitorio mediante el método d®ifusion en
disca

Se procedi@ la inoculacién de lauspension de la cepa reactivada y ajustada al 0.5

de la escala deMc Farlandque corresponde ®? UFC/m|, con la ayuda dasa de

platino, se procedi6 a embeber en el in6culo, luego este se sqiliedla superficie

de AGAR sangre&le corderd59), estriandolo tres veces para cubrir toda el 82

se dejésecar entre 3 y 5 minut¢83), para luego aplicar con una pinza diiscoscon

el extracto al 10%, 50% 100% de cada plantas dos discos con las sustancias

control(clorhexidina 0.12% y agua destilagdag incubdas cajagetri en un jarra de

anaerobiosis (Oxoid) con un sobre generador de anaerolansierggey cerrada

herméticamentepor sietedias a 35+2°C, para su posteriecturade los halos de

inhibicién (60).
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