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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del extracto acuoso y etandlico de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) sobre colonias de Streptococcus Mutans ATCC 25175
en un estudio in vitro, Tacna 2020. Material y método: EIl estudio fue
experimental, transversal, prospectivo y analitico, aplicAndose el EECS y EACS
frente al S. Mutans ATCC 25175. Se triturd la muestra vegetal (Tara) obteniéndose
una muestra en polvo, que fue utilizada para la obtencion del EECS y EACS. El
EECS se obtuvo por maceracion en alcohol de 70° y deshidratacion por 7 dias,
posteriormente el EECS fue disuelto en alcohol para obtenerse concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100%. Por otro lado, el EACS se obtuvo por maceracion en agua
destilada filtrandose con papel filtro Whatman N°4, y fue diluido en agua destilada
para obtenerse concentraciones de 25%, 50%, 75% Yy 100%. Tanto el EECS y EACS
fueron sometidos a cromatografia en capa fina para identificar sus componentes
quimicos. Se aplico la técnica de difusion en disco utilizando las concentraciones
de 25%, 50%, 75% y 100% del EECS y EACS sobre el S. Mutans ATCC 25175
inoculadas en placas Petri, comparandolas con los grupos controles positivo
Clorhexidina (CHX) al 0,12%, Alcohol 70° y agua destilada. Por altimo, las placas
fueron llevadas a estufa para ser incubadas a una temperatura de 36°C por 24 horas
y se emple6 el compas de Vernier para la medicion de los halos de inhibicion de las
placas Petri. Resultados: Los resultados indicaron que el EECS y EACS presentan
como principales componentes: terpenos, di-terpenos y terpenoidales. Se demostro
el efecto antibacteriano de todas las concentraciones del EECS sobre el
Streptococcus mutans (25% = 7,2888 mm; 50% = 7,9263 mm; 75% = 11,4263 y
para 100% = 12,6213), sin embargo, fueron inferiores a la CHX al 0,12% (19,6838
mm). Por otro lado, el EACS no tuvo efecto antibacteriano en ninguna de sus
concentraciones sobre el Streptococcus mutans. De acuerdo a la escala de Durafford
y Lapraz segln a los halos de crecimiento para el EECS al 25%, 50%, 75%, 100%
tienen una sensibilidad limite (sensible +) y para el EACS fue (Nula -) mientras
para la CHX al 0,12% fue (muy sensible ++). Conclusiones: Se determin6 que hay

un efecto antibacteriano de todas las concentraciones del EECS frente al



Streptococcus mutans. Sin embargo, el EACS no muestra ningun efecto

antibacteriano alguno frente al Streptococcus mutans.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Extracto etandlico de la Caesalpinia
Spinosa (EECS), Extracto acuoso de la Caesalpinia Spinosa (EACS),

Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial effect of the aqueous and ethanolic extract
of Caesalpinia spinosa (Tara) on Streptococcus Mutans ATCC 25175 colonies in
an in vitro study, Tacna 2020. Material and method: The study was experimental,
transversal, prospective and analytical, applying the EECS and EACS against S.
Mutans ATCC 25175. The plant sample (Tara) was crushed to obtain a powdered
sample, which was used to obtain the EECS and EACS. The EECS was obtained
by maceration in 70% alcohol and dehydration for 7 days. Subsequently, the EECS
was dissolved in alcohol to obtain concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%. On
the other hand, EACS was obtained by maceration in distilled water and filtered
with Whatman No. 4 filter paper, and was diluted in distilled water to obtain
concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%. Both the EECS and EACS were
subjected to thin layer chromatography to identify their chemical components. The
disk diffusion technique was applied using the concentrations of 25%, 50%, 75% y
100% of the EECS and EACS on the S. Mutans ATCC 25175 inoculated in Petri
dishes, comparing them with the positive control groups Chlorhexidine (CHX) at
0.12%, 70° Alcohol and distilled water. Finally the plates taken to an oven to be
incubated at 36°C for 24 hours and the Vernier compass was used to measure the
inhibition halos of the Petri dishes. Results: The results indicated that EECS and
EACS present as main components: terpenes, di-terpenes and terpenoids. The
antibacterial effect of all concentrations of EECS on Streptococcus mutans was
demonstrated (25% = 7.2888 mm; 50% = 7.9263 mm; 75% = 11.4263 and for 100%
= 12.6213), however they were lower than CHX at 0.12% (19.6838 mm). On the
other hand, EACS had no antibacterial effect in any of its concentrations on
Streptococcus mutans. According to the Durafford and Lapraz scale according to
growth halos for EECS at 25%, 50%, 75%, 100% have a limit sensitivity (sensitive
+) and for EACS it was Null (-) while for CHX at 0.12% it was (very sensitive ++).
Conclusions: It was determined that there is an antibacterial effect of all
concentrations of EECS against Streptococcus mutans. However, EACS does not

show any antibacterial effect against Streptococcus mutans.



Keywords: Antibacterial effect, Ethanolic extract from Caesalpinia Spinosa
(EECS), Aqueous extract from Caesalpinia Spinosa (EACS), Streptococcus

mutans.
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INTRODUCCION

La caries dental y las enfermedades bucodentales son una de las enfermedades
cronicas mas extendidas en el mundo, siendo de importancia pablica en paises
desarrollados y subdesarrollados. Las estadisticas demuestran que la prevalencia de

caries a nivel mundial es de 40% y en aumento.(1)

La complejidad de la etiologia de esta enfermedad, radica en su origen
multifactorial, que afecta a la poblacion sin importar la edad, sexo, condicion social
y lugar de origen, siendo las comunidades méas pobres las mas afectadas. El
Ministerio de Salud (MINSA) del departamento de Tacna no es ajeno al problema

y contribuye mediante el manejo y prevencion de la enfermedad. (2)

Hoy en dia las industrias farmacéuticas producen diferentes productos que tienen
un efecto antibacteriano para poder combatir infecciones bucodentales, pero la
demanda no es asequible por el costo irregular de los farmacos y su accesibilidad,

pudiendo no ser accesible para las comunidades rurales. (3)

La realidad en el Per( nos indica, que buen porcentaje de la sociedad se abastece
de productos naturales y plantas medicinales, esto conlleva al uso de la medicina
tradicional o alternativa para poder combatir sus diferentes enfermedades y/o

infecciones. (3)

La ciudad de Tacna posee una diversidad de flora y fauna muy abundante, tal es el
caso de la planta Caesalpinia Spinosa (Tara), por su uso en la industria textil,
industria cosmética y por sus propiedades farmacoldgicas en infecciones
antiinflamatorias, antimicrobianos, antidiabéticos, estomacales, etc. Implicando
una mayor explotacién en la produccion y aplicacion de la C. Spinosa y un

crecimiento en el mercado de exportacion.(4)
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CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Fundamentacién del Problema:

El conocimiento del uso de plantas medicinales para el tratamiento de
diferentes enfermedades es parte del folklore de diversas culturas. El Per(
posee una diversidad de flora y fauna en la cordillera de los Andes, lo cual nos
permite entender la tradicion de su uso frente a distintos procesos patologicos.
Las propiedades medicinales de las plantas se pueden aplicar en la odontologia
y en otras areas; es por esa razon que la medicina alternativa siempre ha sido
una opcion para combatir los diferentes problemas bucodentales y otras
enfermedades.(2)(5)(6)

La recoleccion de la planta para la obtencion de extractos y sus diferentes usos
como: industria cosmética, industria textil, espesantes en alimentos, etc. Va a
depender de su ubicacion geografica y las caracteristicas propias del ambiente
que proporcionaran diferente informacion que afectara en el resultado de la

obtencidn del extracto.(7)

Dentro de la diversidad de flora y fauna en el Perl una de las que ha
demostrado una diversidad de uso, es la Caesalpinia Spinosa también
denominada “Taya” o “Tara”. Se encuentra naturalmente en zonas semiaridas
abarcando toda la vertiente del Pacifico desde 800 msnm hasta 3150 msnm
teniendo un crecimiento promedio por afio de 8 a 15 cm que genera una

cosecha de 40 kg de vaina, 2 veces por afio.(8)(9)

En las vainas de la Caesalpinia Spinosa contienen 25 % de &cido galico, siendo

uno de los mejores ingredientes de los taninos. Estudios concluyeron que los
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taninos hidrolizables en un rango de 40% a 60% son los responsables del efecto
antibacteriano.(9)(10)

El principal problema en la salud bucal sigue siendo la caries dental, durante
varios afos la caries dental se ha considerado una enfermedad multifactorial,
la investigacion microbioldgica oral de los Gltimos afios ha proporcionado una
mayor compresion y profundo entendimiento de esta enfermedad, lo que
resulta en la actualidad en una disbiosis; por consecuencia del alto consumo de
azlcares, causando una alteracion en el equilibrio de la flora oral partiendo asi
el proceso carioso.(2)(11) La evolucion de la caries dependera de las bacterias
presentes en la cavidad oral, y la patogenicidad propias de las bacterias.(2)

Continuamente diversos estudios han demostrado que, para la formacion de la
caries dental dentro de sus muchos factores etiologicos, las bacterias son las
que permiten la disolucién quimica en la superficie dentinaria resultando asi el
inicio del proceso carioso. Dentro de la variedad de bacterias de la cavidad
oral, el Streptococcus Mutans es el microorganismo de mayor impacto debido
a su alta actividad cariogénica y su capacidad de cambiar de un pH 7 a pH 4.2
dentro de 24 horas, estas caracteristicas condicionan el alto grado de
patogenicidad de dicha bacteria.(12)(13)

1.2 Formulacion del Problema:
¢Cuél es el efecto antibacteriano del extracto acuoso y etandlico de la

Caesalpinia Spinosa (tara) a diferentes concentraciones frente al Streptococcus
Mutans (ATCC 25175) en un estudio in vitro Tacna 2020?
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1.3 Objetivos de la Investigacion:

1.3.1 Objetivo General:

e Evaluar el efecto antibacteriano del extracto acuoso y etandlico de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) frente al Streptococcus Mutans ATCC

25175 en un estudio in vitrio Tacna 2020.

1.3.2 Objetivos Especificos:

1. Medir la susceptibilidad (Kirby-Bauer) del extracto acuoso al 25%,
50%, 75%, 100% de la Caesalpinia Spinosa (Tara) sobre el
Streptococcus Mutans ATCC 25175 en un estudio in vitrio.

2. Medir la susceptibilidad (Kirby-Bauer) del extracto etanolico al
25%, 50%, 75%, 100% de la Caesalpinia Spinosa (Tara) sobre el
Streptococcus Mutans ATCC 25175 en un estudio in vitrio.

3. Establecer si hay una diferencia del efecto antibacteriano entre los
extractos de la Caesalpinia Spinosa (tara) y el gluconato de
clorhexidina 0,12% ante el Streptoccus Mutans ATCC 25175 en un

estudio in vitro Tacna 2020.

1.4 Justificacion:

La medicina natural o alternativa, siempre se ha utilizado para el tratamiento
de enfermedades. Actualmente contamos con una biodiversidad de plantas
naturales que tienen un efecto terapéutico, como es el caso de la Caesalpinia
Spinosa (Tara) por su factibilidad antibacteriana, permitiendo su viabilidad

para el presente proyecto.
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La Caesalpinia Spinosa es de gran interés en la Odontologia, por sus
beneficiosas propiedades quimicas en el comportamiento frente a ciertas
bacterias como el Streptococcus mutans y otras enfermedades bucodentales.
Debido al escaso conocimiento de los efectos beneficios de dicha planta,
existe el interés y la necesidad de fomentar y promover la investigacion
utilizandola como una opcidn terapéutica diferente a las convencionales como
la Clorhexidina, favoreciendo a la salud en general y ayudando a sociedades
en zonas rurales, donde no se tienen un féacil acceso a dicho producto por el

bajo nivel socioeconémico.

Con la presente investigacion se pretende demostrar el efecto antibacteriano
de la Caesalpinia Spinosa (Tara) frente al Streptococcus Mutans, es decir una
inhibicion del crecimiento bacteriano, debido a los pocos estudios
experimentales acerca de los efectos positivos de esta planta medicinal sobre
los diferentes patogenos de la cavidad oral. Siendo a futuro un complemento
al tratamiento de la caries dental y enfermedades bucodentales utilizandolo
como recurso natural alternativo y siendo accesible a la vez por su bajo costo,
para personas de bajos recursos econémicos que no puedan acceder a una

atencion de salud clinica integral.

Los resultados de la investigacion seran de ayuda para nuevos estudios y
permitira resolver si el extracto acuoso y etandlico tiene el efecto
antibacteriano deseado, para poder ayudar a combatir la caries dental y las

diferentes enfermedades bucodentales.
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CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes de la Investigacion:

Huarino A.M. “Efecto antibacteriano de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre flora salival mixta.”; Peru: 2012.

Se recolectd la saliva de 25 pacientes de ambos géneros de 18-60 afios que
acudieron a la Clinica Odontologia de la UNMSM, se sembraron por
diseminacion con un hisopo estéril sobre placas de Agar Tripticasa Soya
(TSA). Después se agrego discos de papel de 6 mm de diametro previamente
embebidos en las diferentes concentraciones del extracto de Caesalpinia
spinosa (6,25, 12,5, 25, 50 y 75 mg/ml) en la placa. Finalmente, la
investigacion concluyé que la Caesalpinia Spinosa (Tara) presenta actividad

bacteriana in vitro sobre cultivos de flora salival.(14)

Castro A. J. “Composicion quimica del aceite esencial de Caesalpinia
spinosa “tara”, evaluacion antioxidante y efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans.”; Peru: 2016.

Se utiliz6 el método destilacion por arrastre con vapor de agua para la
obtencién del aceite esencial obteniendo un rendimiento de 0.125% v/p, a
base de 16 kg de vainas de Tara. Para su composicion quimica se utilizé el
Cromatdgrafo de Gases y Espectrometria de masas (CG/EM) obteniéndose
23 componentes (Pelargonaldehido, Caryphyllene, entre otros) y para ver su
efecto antibacteriano se utilizdé el método de difusion en agar, en
concentraciones de aceite esencial a 100%, 50% y 25%, formo halos de
inhibicion de 21, 18 y 16 mm, respectivamente, al contacto con el

Streptococcus mutans. Se concluyd que no hay efecto significativo de
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actividad antioxidante y la actividad antibacteriana presenté resultados

significativos. (15)

Cortez E. colt. M. “Actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las vainas de Caesalpinia Spinosa “Taya”, frente a
Streptococcus mutans. ”; Perud: 2017.

El objetivo fue establecer la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de la Caesalpinia spinosa, frente al Streptococcus mutans.
Para la obtencion del extracto hidroalcohdlico se seleccion6 vainas secas de
Tara en una concentracion de 20%, posteriormente se reposé a temperatura
ambiente luego se filtra y se obtiene el extracto en diferentes concentraciones.
Para poder establecer el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico se
uso el método Kirby Bauer (disco difusion en agar) obteniendo halos de
inhibicion de 8 mm, 11mm, y 13 mm para concentraciones de 10%, 50% y
100% respectivamente y el Gluconato de Clorhexidina 25 mmy el alcohol 6

mm. Concluyendo en un efecto significativo del extracto hidroalcoholico

sobre el Streptococcus mutans ATCC 27175.(16)

Abanto M. “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (tara) sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175).”;
Peru: 2016.

Para la obtencion del extracto etandlico, se desinfecta aplicando hipoclorito
de sodio al 0.5%. Seguidamente se hace un enjuague de la vaina con agua
destilada estéril, para eliminar residuos de hipoclorito, secamos colocando en
papel Kraft durante 24 horas a temperatura ambiente y después en estufa a
40°C, finalmente se pulveriza mediante un mortero; para la maceracion
agregamos 50 g de polvo mas etanol al 70° GL(Gay-Lussac) dejandolo por 7
dias sin luz agitdndolo por 10 minutos 2 veces al dia, por ultimo se filtré con
papel filtro Whatman N°1 y se evaporo no superando los 50°C. EIl objetivo

fue evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Caesalpinia
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Spinosa en diferentes concentraciones de 40%, 60% y 100% sobre el
Streptococcus mutans. Obteniendo halos de inhibicion de 8.1 mm, 14.00 mm
y 14.80 mm respectivamente. La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue
de 40%. Concluyendo que el extracto etandlico tiene una actividad
antibacteriana in vitro sobre las cepas de Streptococcus mutans.(17)

Centurion K. <“Efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa (tara)
frente a Streptococcus mutans (ATCC 35668).”; Peru: 2015.

Para determinar el efecto antibacteriano de la Caesalpinia Spinosa “Tara” se
trabajo en 4 diferentes concentraciones de extracto etanolico: 5, 10, 20 y 30%
en 4 placas Petri cada uno. La cepa de Streptococcus Mutans fue activada en
caldo cerebro-corazon. Obteniendo al 30% un halo maximo de 34.5 mm, al
5% mostrdé un halo minimo de 16 mm y el control positivo (Clorhexidina al
0.12%) halo de 12 mm. Asi mismo se determiné que al 30% fue la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC). Concluyendo que el extracto
utilizado tiene un efecto antibacteriano sobre el Streptococcus Mutans
(ATCC 35668).(18)

Bazan L. Mendoza J. “Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de
los extractos acuoso e hidroalcohdlico de la Caesalpinia Spinosa (Taya)
sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175).”; Peru: 2018.

Con el objetivo de establecer la inhibicion bacteriana se trabajé en
concentraciones de 10%, 50% y 100% en ambos extractos. Para la obtencién
del extracto acuoso se pesaron 50 g de polvo de Tara inmerso en agua
destilada 500 ml hervida, posteriormente a enfriar, paso por tres filtros; papel
filtro Whatman N°41, N2, N°1, se obtuvo 210 ml de extracto acuoso
purificado libre de gérmenes, finalmente se coloc6 en un frasco ambar.
Mediante el método de disco difusion se obtuvo halos de inhibicion minimos;
acuoso una media de 6 mm para el 10%, 7.9 mm para el 50%, 11.4 mm para
el 100% vy el hidroalcohdlico 6 mm para el 10%, 50%, 100%; teniendo un
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efecto antibacteriano limitado de ambos extractos frente al Streptococcus
Mutans. Finalmente se concluy6 que el extracto acuoso y hidroalcohdlico de
Caesalpinia Spinosa al 50% y 100% presentd un efecto antibacteriano limite
frente a cepas de Streptococcus Mutans, siendo el gluconato de Clorhexidina
al 0,12% el de mejor efecto antibacteriano.(19)

Zarate M. “Efecto in vitro antibacteriano del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa “Tara” sobre cepas de Streptococcus pyogenes y
Escherichia coli aisladas de pacientes del Hospital Regional Docente de
Trujillo.”; Peru: 2014.

Se busco evaluar si el extracto acuoso tiene un efecto de la inhibicion
bacteriana, mediante el método de disco difusion, se analizaron 80 muestras
de pacientes con infeccion urinaria y 80 con faringoamigdalitis. Arrojando
resultados con halos de inhibicion de 16 mm promedio en ambas cepas.
Concluyendo que el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa tiene efecto

antibacteriano in vitro ante el Streptococcus pyogenes y Escherichia coli.(20)

Céardenas M. Quintana P. “Efecto sinérgico antibacteriano in vitro del
extracto acuoso de Caesalpinia spinosa (tara) y del extracto
hidroalcohdlico de los rizomas de Polypodium picnocarpum c. (calaguala)
en cepas de Escherichia coli.”; Peru: 2017.

Con el propésito de establecer un efecto sinérgico antibacteriano. Para la
obtencidn del extracto acuoso; se pesaron 50 gr de polvo de C. Spinosa en
200 ml de agua, macerado por 1 semana pasando por 3 filtros. Mediante el
método de difusion de discos mostraron halos de inhibicién en
concentraciones al 2%, 5%, 10%, 15% y 20% de 3.4 mm, 3.6 mm, 4.4 mm,
4.6 mm y 5.2 mm respectivamente. Llegaron a la conclusion que el extracto
acuoso de la tara y el hidroalcoholico de los rizomas de calaguala no tiene
efecto antibacteriano sinérgico, pero si reacciona un efecto antibacteriano por

separado.(21)
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Pedreschi F. “Tara pod (Caesalpinia spinosa) extract mitigates neo-
contaminant formation in Chilean bread preserving their sensory
attributes.”; Chile: 2018.

El objetivo del estudio fue determinar el efecto que tiene el extracto
polifendlico de la Tara (TPPE) sobre la mitigacion de la acrilamida (AA) e
hidroximetilfurfural (HMF) encontradas en el pan “hallula”. Mediante
reactivos y solventes quimicos se obtuvieron resultados, fueron: el HMF
mitigado alrededor de 85% y el AA por 90%. La conclusién fue que el
extracto TPPE de tara tiene un potencial efecto de mitigar el AA'Y HMF

encontrados en el pan. (22)

Showyra M. “Antioxidant Properties of Aqueous and Ethanolic Extracts
of Tara (Caesalpinia Spinosa) Pods in vitro and in Model Food
Emulsions 2014”

En el estudio se determind el contenido de fenol y flavonoides de los extractos
de vainas de tara. Se utilizo dos extractos obtenidos mediante etanol al 75%
y agua mediante un sistema alimentario modelo (emulsion de aceite en agua).
Se estudio la estabilidad oxidativa durante el almacenamiento a 38°C. El
resultado de este estudio indican que los extractos de tara etandlicos pueden
ser adecuados para su uso en aplicaciones alimentarias, cosméticas y
nutracéuticas, sin embargo el extracto de agua (acuoso) solo fue efectivo en

las primeras etapas del proceso de oxidacion.(23)

Delgado M. “Efecto antimicrobiano del extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa “tara” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado
con eritromicina.”; Peru: 2020.

Para determinar el efecto antimicrobiano, el extracto etandlico fue obtenido
mediante el método de maceracién y filtracion en concentraciones (25%,
50%, 75%, 100%) y para la prueba de sensibilidad, el método disco de
difusion Kirby-Bauer. Los resultados fueron para eritromicina (21,32 mm),
100% (13,5 mm) y para el 25%, 50%, 75% inferior pero igual de eficaz.
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Concluyendo que el tratamiento con eritromicina demostro ser mas eficaz que

el extracto etanolico de Caesalpinia spinosa con una eficacia menor.(24)

Cornejo R. “Estudio comparativo in vitro sobre la eficacia
antibacteriana del extracto alcohdlico de Caesalpinia Spinosa (tara) al
40% y el Hipoclorito de Sodio al 5,25%; a las 24 y 48 horas, sobre el
Enterococcus Faecalis”; Pera: 2019.

Para determinar como un nuevo irrigante terapeutico, la Cesalpinia Spinosa
fue sometida mediante el método de difusion en disco. Resultando que el
hipoclorito de sodio al 5,25% presenta mayor eficacia antibacteriana en las
primeras 24 horas, pero a las 48 horas el extracto alcoholico de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 40% presenta mayor eficacia antibacteriana. Concluyendo
que el extracto alcohdlico de Caesalpinia Spinosa en distintas
concentraciones presenta eficacia antibacteriana sobre el Enterococcus
faecalis.(25)
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2.2 Marco Teodrico

2.2.1 Caries Dental:

2211

Definicion:

La caries dental actualmente es considerada una disbiosis
multifactorial, siendo la enfermedad mas frecuente de la
cavidad oral por el excesivo consumo de azlcares

fermentados.(26)

En la antigliedad ya se tenia conocimiento de esta
enfermedad, pero no es hasta la actualidad que con avances
cientificos se nos da conocer la importancia de la caries
dental por la gran destruccion de estructura dentaria, siendo
el punto de partida de las diferentes especialidades de la
Odontologia.(27)

La caries provoca una destruccion localizada sobre los
tejidos duros de la estructura dentaria, inducida por los acidos
que estan en los depésitos microbianos que se encuentran
adherido a los dientes. Estos &cidos son resultado de eventos
metabdlicos que se producen en la biopelicula o placa dental
que cubre el area afectada, iniciando asi el proceso
carioso.(28)(29)
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2.2.1.2

Etiologia de la caries dental:

Habiendo establecido que la caries dental es una enfermedad
multifactorial infecciosa producto de una biopelicula
bacteriana, el factor etioldégico de mayor impacto para la
formacion de caries seria la frecuencia en el consumo de
azucares.(30)(31)

La triada de Keyes establecida en 1960 nos ayudo a entender
la etiologia de la caries dental que comprendia tres agentes
(Huésped, microorganismos y dieta) que interactuan entre si.
Posteriormente en 1978 el Dr. Newbrun agregd el factor
tiempo, argumentando que estos cuatro factores son
esenciales para que inicie la formacion de la caries. Con el
tiempo se agregaron nuevos factores que ayudaron a

comprender mejor la etiologia de la caries dental.(32)(33)

Actualmente consideramos que el proceso carioso es la
interaccion de varios factores y no depende de los factores
primarios, siendo los propios elementos ecoldgicos de la
cavidad oral que favorecen su pronta aparicion, entre ellos
encontramos; la ausencia de la saliva y el excesivo consumo
de carbohidratos como los principales causantes de la
aparicion de la caries dental en la ecologia bucal.(27) Se
puede explicar entonces que la caries como enfermedad
multifactorial es la interaccion compleja entre factores

protectores y factores destructivos.(34)

Asimismo también se consideran a varios microorganismos,

(Streptococcus Mutans, Lactobacillus spp y Actinomyces
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2.2.1.3

2214

spp) que influyen de manera gradual en el metabolismo y
avance del proceso carioso, que dependera de la cantidad y
variedad de bacterias que se encuentren en la cavidad oral,
de los cuales el Streptococcus Mutans es el de mayor
impacto, por su patogenecidad como de las propiedades de la
dicha bacteria.(30)(35)

Epidemiologia de la caries dental:

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes
a nivel mundial, considerandose un problema de salud
publica sobre todo en paises de la region Latinoamericana.
(36)

La OMS da a conocer en el afio 2013, que el 90% de la
poblacion del Peri estd afectada por enfermedades
bucodentales.(37)

De acuerdo con los datos ofrecidos por el Ministerio de Salud
del Pertd (MINSA), un estudio realizado en el afio 2012-2014,
dio como resultado una prevalencia de caries global de
85.6%.(38)(2)

Factores de Riesgo Asociados:
Toda enfermedad tiene factores de riesgo, que es cualquier

cualidad o propiedad que aumenta la posibilidad de

desarrollar una enfermedad.(2)
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En la caries dental los factores de riesgo son muy variados

que abarcan: experiencias pasadas con caries dental, habitos

de higiene oral, huésped, sustrato, etc. Todos estos factores

puede ser medidos objetivamente, pero para un mayor

entendimiento se recopilan en 3 grupos: (39)

Sistema de salud y servicios de salud bucal:
Abarca desde la disponibilidad, prevencién u
orientacion curativa, si es centralizado o
descentralizado y si la atencion primaria es integral
0 no. Se aplica a todo centro o servicio de salud que

tenga todos los puntos mencionados.

Factores de riesgo socioculturales: Dependiendo
de la comunidad o poblacion, las personas asumen
diferentes habitos o costumbres que incluyen:
educacion, ocupacion, ingresos, etnicidad, estilos de

vida y soporte de redes sociales.

Factores de riesgo ambientales: Comprende los
servicios basicos y estado de salud de una poblacion
desde: agua potable, saneamiento, higiene y estado

nutricional.(39)

2.2.2 Streptococcus Mutans:

2221

Definicion:

En las primeras etapas de la lesion cariosa el S. Mutans es

predominantemente, por ser Gram positivo y mientras la
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2.2.2.2

lesion cariosa avanza las bacterias Gram negativos y

positivos predominaran.(40)

EI'S. Mutans es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo
que fue descrito por Clarke en 1924, el término coco es por
la forma redonda en medio alcalino y cocobacilo por su
forma ovalada en medio &cido, con un diametro de 0.5-0.8
um.(12)(40)

La diversidad bacteriana va a depender del genoma de cada
microorganismo, que influye en sus factores de virulencia.
(41) EI S. Mutans teniendo la capacidad de formar una
biopelicula (placa dental), es parte de la microbiota de la
cavidad oral y ha sido implicado como el predominante

agente causal primario de la caries dental.(42)(40)

Caracteristicas:

EI'S. Mutans, esta dispuesto por simples cadenas, no moviles,
con la capacidad de fermentar a los carbohidratos haciendo
habitable a la placa bacteriana y varias bacterias.
Permitiéndole cambiar en un medio de pH 7 (alcalino o
basico) a pH 4.2 (&cido) aproximadamente dentro de 24
horas.(13)(43)

El S. Mutans y las bacterias acidégenas producen &cido
lactico, propidnico, acético, formico y es a partir de la
interaccion con los carbohidratos (sacarosa, glucosa,

fructuosa, etc.) que los &cidos se extienden hacia el esmalte,
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2.2.2.3

proceso que se conoce como desmineralizacion. El proceso
dindmico entre la desmineralizacion y remineralizacion, es
el resultado del metabolismo microbiano, iniciando asi el

proceso de la caries dental.(44)(45)

Al ser anaerobia facultativa indica que no utiliza el O2 para
su crecimiento, es a partir de la interaccion con la sacarosa
que produce polisacaridos extracelulares a partir de 2
enzimas: la GTF (glucosiltransferasa) y la FTF
(fructosiltransferasa). Estos polisacaridos extracelulares
ayudaran a su proteccion y su patogenicidad del
Streptococcus Mutans.(12)(13) (42)

Clasificacion cientifica:

Dominio Bacteria
Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilos
Orden Lactobacillales
Familia Streptococcaceae
Género Streptococcus

Especie Streptococcus mutans

(46)(47)
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2.2.24

Su colonizacién es alrededor de los seis meses de edad,
encontrandose de manera permanente desde la primera
erupcion dental. No hay suficientes estudios para determinar
si hay relacion entre la cantidad de S. Mutans y la incidencia
de caries.(48)(13)

Factor de Virulencia:

Los factores de virulencia o poder cariogénico mas

importantes en la productividad de la caries son: (49)(50)

e Aciduricidad: La capacidad de producir acidos en
un medio de pH acido.(50)(27)

e Acidogenicidad: El S. Mutans fermenta los
azucares para elaborar acido lactico, provocando
que el pH baje y se desmineralice el
esmalte.(27)(49)

e Acidofilicidad: El S. Mutans es tolerante a la
acidez bombeando protones afuera de la
célula.(43)

e Produccién de dextranasa: Esta enzima puede
liberar 'y regular la actividad de las
glucanohidrolasas removiendo los productos
finales hacia el glucano, que seran utilizadas como
fuentes de energia para las bacterias.(49)(27)

e Sintesis de glucanos y fructanos: Polimeros, que
a partir de la sacarosa son el resultado de las
enzimas glucosil (GTF) y fructosiltransferasas
(FTF). Ayudaran a adherirse al diente y seran

usados como reservas de nutrientes.(27)(49)
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e Produccion de polisacaridos extracelulares:
Como reserva y produccion de acidos a partir de la

sacarosa, durante periodos largos.(27)(50)

2.2.3 Caesalpinia Spinosa:

2.2.3.1

Definicion:

Originaria del Peru, también denominada “Taya” o “Tara”
con el nombre cientifico Caesalpinia Spinosa, es usada desde
la época prehispanica e incaica como medicina folklorica o
tradicional. Siendo los departamentos: Cajamarca, La
Libertad, Ayacucho y Tacna los principales productores,
para la obtencion del acido tanico y materia prima para los

hidrocoloides alimenticios.(7)(51)

Segun la OMS, el 80% de la poblacion mundial se sujeta

principalmente a la medicina tradicional.(52)

Caesalpinia spinosa perteneciente a la familia de los
Caesalpiniaceae, con mas de 500 especies en todo el mundo
exhiben una amplia variedad de propiedades farmacoldgicas:
antiulcerosas, antiinflamatorias, etc.(53) Estas propiedades
son aprovechadas desde la antigliedad para sus multiples
aplicaciones por ejemplo: fuente de taninos, goma y

propiedades propias de las semillas.(54)
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2.2.3.2

Descripcion Botanica:

Considerada una de las principales exportaciones del Peru, es
también conocida cientificamente como: Ponciana spinosa,
Caesalpinia pectinata, Caesalpinia tinctoria, Coulteria
tinctoria, Tara spinosa (Molina), Tara tinctoria Molina.
(55)(56) Descripcién Botéanica:

Arbol o arbusto: Pueden alcanzar una altura de 5 m
de alto, en casos pequefios de 2 a 3 m, fuste o cafa
corto, cilindrico, glabro aspero, a veces torcido y de
color gris.(56)(7)(55)

Tronco y Ramas: EIl tronco contiene una corteza
lefiosa y espinosa de coloracion marron claro o gris
oscuro. En varios casos las ramas comienzan desde
la base dando ramillas espesamente pobladas, tiene
la forma retorcida y con espinas de 4 mm de
largo.(7)(55)

Hojas: Tiene una forma de pluma, bipennadas,
dispuestas en espiral alternadas y color verde oscuro,
mide entre 8 a 12 cm de largo (peciolo 2-3 cm, raquis
3-5-7 cm), con folios de 6 a 8 de pares opuestos,
pinas de 2 a 3 pares opuestos, base asimétrica,
mucronado diminuto, 7 a 8 pares de nervaduras
secundarias. (7)(56)(55)

Flores: Color amarillo rojizo, hermafroditas, en

racimos de 8 a 15 cm de largo, en forma de céliz

tubular de 3 mm de longitud orbiculares.(7)(55)
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Frutos: En forma de vainas o legumbres,
explanadas, encorvadas e indehiscentes que miden
aproximadamente de 6 a 11 cm de largo por 2a 3 cm
de ancho, mesocarpio arenoso, esponjoso y poseen
un color rosado cuando estdn inmaduros y color
naranja rojizo cuando estdn maduros. En su interior
contienen de 9 a 12 semillas o granos de forma
ovoide, de 0.6 a 0.7 cm de diametro, arrifionados,
ligeramente aplanadas y de color pardo marrén o

negruzco cuando estan maduras.(7)(55)(56)

El arbol de la Tara esta distribuido por toda Latinoamérica y
es exportado a paises lejanos como: China, India y
Marruecos. Cada arbol tiene la capacidad de producir de 20
kg a 40 kg de vainas o frutos, cosechando 2 veces al
ano.(7)(55)

Dependiendo del tipo de clima y suelo, el arbol de la Tara da
frutos cada 3 a 4 afios, con un promedio de vida de 100 afios

y una ocupacion de area de 10 m2.(7)
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2.2.3.3

2.2.34

Taxonomia:

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Caesalpiniaceae
Género Caesalpinia
Especie Caesalpinia Spinosa

(7)(57)(ANEXO 9)

Distribucion Geografica:

La Tara o Taya esta distribuida geograficamente desde
Venezuela, Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia hasta el norte
de Chile. Siendo Peru el productor del 80% de la produccién
mundial.(7)(56)

La produccién de la Tara en el Pert es por medio de la
recoleccion silvestre, se encuentra en valles semiaridos y en
las lomas costeras entre 1000 a 3100 msnm. Las regiones
productoras mas importantes son: Cajamarca (41%),
Ayacucho (16%), La Libertad (13%), Huanuco (13%),
actualmente hay nuevas iniciativas que abarcan Ica y
Lambayeque.(7)(56)
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2.2.3.5

Habitat:

Naturalmente se encuentra en zonas semidridas y en
ecosistemas de la costa y sierra, con una precipitacion de
lluvia anual de 230 a 500 mm. Abarcando toda la vertiente
del Pacifico desde 800 hasta 3150 msnm, se le considera un
arbusto que estd adaptado a todo tipo de climas tropicales y
subtropicales y tipos de suelo desde; arenosos, siliceos,
arcillosos hasta pedregosos. Usado como cerco, arbol de

sombras y ornamentales.(7)(56)(55)

Adquieren diferentes nombres dependiendo de su ubicacion
geogréafica: Colombia (dividivi en tierra fria, guarango,
cuica, serrano o tara), Ecuador (vinillo o guarango), Bolivia,
Chile, Venezuela (tara y acacia amarilla) y Europa (dividivi
de los Andes).(7)

Tiene la denominacion de planta rustica debido a la
resistencia que tiene a las sequias, plagas, enfermedades, etc.

Las Variables climaticas mas importantes son(7):

e Temperatura: Entre los 12°C a 18°C llegando a
tolerar 20°C

e Precipitacion: Entre los 200 a 750 mm.

En periodo de lluvias es donde se hacen las plantaciones para
la filtracion del agua, por afio crece en promedio de 8 a 15
cm normalmente. La produccién generalmente es casi todo

el afio.(8)
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2.2.3.6

2.2.3.7

Composicién Quimica:

El anélisis quimico fue obtenido analizando 6 propiedades:
humedad, proteinas, cenizas, fibra bruta, extracto etéreo y
carbohidratos. (7)

El anlisis de los frutos de la Tara (semilla y la vaina) estan
constituidos por: Humedad 11.70%, Proteinas 7.17%,
Cenizas 6.24%, Fibra bruta 5.30%, Extracto etéreo 2.01%,
Carbohidratos 67.58%.(7)(56)

Las vainas de la Tara, tienen la mayor concentracién de
taninos entre el 40% y 60%.(7)

Taninos:

Los Taninos son sustancias quimicas, organicas Yy
polifendlicas, de origen vegetal abundante en todos los frutos
y plantas, por ejemplo: frijoles, legumbres, uvas, mandarinas,
etc. Es mediante de estos taninos que se fabrican diferentes
sustancias y elementos que son aprovechados para su uso

comercial:(55)
a. El acido galico como: antioxidante para el aceite,
blanqueante o decolorante cervecera, fotografia,

tintes y productos farmacologicos.(7)

b. De forma directa pueden ser utilizados
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industrialmente por ejemplo: obtencion de cuero,
sintesis de adhesivos y plasticos, conservacion de
instrumentos de pesca como bactericida y por su
accion anticorrosiva como parte de las pinturas.(16)

c. Industrialmente forman parte de los medicamentos
gastroenterolégicos, para curar cicatrices por su
efecto astringente, antiinflamatorios, antisépticos,
antimicoticos, antibacterianos, etc. Teniendo la
capacidad de formar complejos con las proteinas,

polisacaridos y los carbohidratos.(7)

d. Los taninos al ser mas abundantes en las vainas,
cuando se muelen o trituran constituyen el polvo de
la tara que posteriormente mediante técnicas de
maceracion se obtiene el extracto tanico que es
especialmente Gtil en la industria de la
curtiembre.(58)

2.2.3.7.1 Propiedades Quimicas:

La Caesalpinia Spinosa al tener varios efectos
beneficiosos para la salud de los seres humanos.
Se tiene una amplia variedad de compuestos
bioactivos  como:  alcaloides,  esteroides,
flavonoides, terpenoides y tocoferoles. Va a
depender especificamente de que parte de la planta

se va a aislar o utilizar.(59)
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Los taninos estan condensados por moléculas que
contienen la funcion de fenol o &cido fénico, a su

vez son componentes de los flavonoides.(59)

Quimicamente se dividen en taninos hidrolizables
0 pirogélicos y condensados o pirocatéquicos. Para
que puedan establecer una buena combinacion con
las proteinas sus pesos moleculares deben ser
superior a 500 g/mol e inferior a 3000 g/mol. Sino
estan dentro de los valores establecidos no pueden
aproximar a los sitios activos de las
proteinas.(60)(56)

e Taninos Hidrolizables

Esta compuesto por una molécula glucida
sobre la cual se adhieren cuerpos fendlicos.
Se hidrolizan facilmente por &cidos
(enzimas) en azucar o polihidroalcohol y en
acido carboxilico fendlico. Dependiendo del
origen del acido carboxilico fendlico se
dividen en: galotaninos que producen acido
galico y elagitaninos que producen &cido
hexahidroxidifénico. = Teniendo  cierta
actividad anticancerigena, antidiabética y

antioxidante. (61)

e Taninos Condensados

Llamados también proantocianidinas son de
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origen poliflavonoides y estan conformado
por cadenas de unidades de flavan-3-ol. Son
muy resistentes a la hidrdlisis, la mas comdn
son las procianidinas y sufren una
polimerizacion a la forma amorfa de
flobafenos o taninos rojos, por la accion de
los acidos. Poseen una actividad
antioxidante, antibacterial y bacteriostatico.
(61)

2.2.3.7.2 Principales Usos:

e Fabricacion de plasticos y adhesivos.

e Curtido de cueros.

e Clarificacion de vinos.

e Reemplazo de la malta para dar cuerpo a la
cerveza.

e Industria textil.

e Industria fotogréafica.

e Elaboracion de aceites.

e Proteccion de metales.

e Industria grafica.

e Taninos para el curtido de cueros.

e Derivado de las gomas o hidrocoloides
como: estabilizador y mejoramiento en la
consistencia de alimentos, sopas, ketchup,
galletas, helados, emulsionantes o
espesantes, medicina, produccion de papel,
accion coagulante, lubricante, comida para

animales y bebes.
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e Derivado de Polvo (taninos): por su accion
anticorrosiva para: pinturas, barnices y
esmaltes.

e Medicina: Por sus efectos astringentes,
antiinflamatorios, antisépticos,
antimicoticos, antibacterianos.

e Aglutinante para pinturas.

e Medicina tradicional; dolor de garganta,
heridas, estomatitis y fiebre. (51)(62)

2.2.4 Uso de plantas medicinales en Odontologia:

El Peru estd considerado entre los 12 paises con mas diversidad
biologica, por la gran importancia en el uso de la medicina tradicional.
Conocer sus principios activos y el correcto uso del conocimiento
cientifico y aplicarlo en el campo de la odontologia seran los beneficios

que ofrece a la poblacion en el aspecto econdmico y terapéutico.(6)

Se calcula mundialmente que el 25% de los medicamentos modernos

tiene un origen en las plantas medicinales.(63)

Segun Garcia Martin, la investigacion de una planta medicinal debe

seguir una metodologia:(6)

a. Etapa |: Caracterizacion fotoquimica preliminar que
implica: preparacion de un informe bibliogréfico,
recoleccion de la planta a estudiar, preparacion del

extracto.(6)
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b. Etapa Il: Estudio de especificaciones de la calidad del

extracto como: los ensayos quimicos que contengan técnicas
cromatogréficas, desarrollar  técnicas analiticas vy
fisicoquimicos  que  nos  permitan  clasificarlo

farmacoldgicamente y la concentracion del extracto. (6)

Etapa Ill: Aislamiento y elucidacion estructural del
principio activo, solo se aplicard cuando sea de interés como:
métodos de fraccionamiento de mayor selectividad, obtener
una técnica de extraccion a mayor escala y determinacion de

la estructura quimica.(6)

Etapa IV: Las especificaciones de la calidad del
fitomedicamento segun: la conformacion de una forma
farmacéutica de acuerdo a un protocolo de calidad con
pruebas cualitativas y cuantitativas y  pruebas

microbioldgicas.(6)

2.2.5 Clorhexidina:

2.251

Concepto:

La higiene bucal es un conjunto de cuidados, siendo la
clorhexidina (CHX) el agente antibacteriano y antiséptico de
mas amplio espectro, mejorando la adhesion de las
restauraciones y reduciendo la proliferacion de placa
bacteriana (biopelicula); mediante la inhibicion del

crecimiento de enzimas.(64)(65)
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2.25.2

Mecanismos de Accién:

El mecanismo de accién de la CHX se lleva a cabo mediante:
una inhibicion del crecimiento de la biopelicula y desarrollo
bacteriano y permeabilidad del diente. Las concentraciones
mas usadas son: 0.12% y al 0.2%.(66)

La bisbiguanidad (dicationica) de la Clorhexidina, produce
un desequilibrio osmético que adherida a las mucinas
salivales (reduccion de peliculas y placa) y afectando la
permeabilidad de las bacterias a la superficie del diente, le
permite permanecer en los tejidos orales durante varias horas

después del enjuague.(67)(68)

Se inicia con una molécula dicationica, adheriéndose a la
membrana celular bacteriana, hidroxiapatita y demas
complejos microbianos. En bajas concentraciones, hay
aumento de la permeabilidad permitiéndole la filtracion de
componentes intracelulares (fosforo y potasio), este proceso
es conocido como efecto bacteriostatico. En altas
concentraciones se obtiene una precipitacion en el
citoplasma de las bacterias resultado la muerte celular,

conocido como efecto bactericida.(66)(67)
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2.2.6 Definicion de Términos:

Extracto etanolico: Concentracion liquida, obtenida por la
combinacion de un solvente; alcohol o etanol y un concentrado en
polvo o liquido de una planta o parte de ella. Dando como resultado

una solucion de concentraciones de alcohol porcentuales.(69)

Extracto acuoso: Extracto liquido compuesto por una especie
organica (plantas) en agua o agua destilada. El presente extracto no
tiene sedimento y el color y aroma son suaves. Son utilizados para

uso cosmetico y productos alimenticios.(70)

Halo de inhibicion: Espacio periférico alrededor del disco
impregnado con solucion antimicrobiana (Caesalpinia Spinosa),
donde no hay crecimiento bacteriano o de otro microorganismo,
segun CLSI.(71)
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CAPITULO Il

HIPOTESIS, VARIBLES Y DEFINICIONES
OPERACIONALES

3.1 Hipotesis:

HO: El extracto acuoso y etandlico de la Caesalpinia spinosa (Tara) no

inhibe el crecimiento bacteriano del Streptococcus Mutans ATCC 25175.

H1: El extracto acuoso y etandlico de la Caesalpinia spinosa (Tara) inhibe

el crecimiento bacteriano del Streptococcus Mutans ATCC 25175.

3.2 Operacionalizacion de Variables de Estudio:

. ESCALA DE
VARIABLES DE ESTUDIO INDICADORES CATEGORIZACION .
MEDICION
Extracto acuoso de Extracto acuoso de la
Caesalpinia Spinosa Dilucion Caesalpinia Spinosa al 25%, Nominal
(Tara) 50%, 75%, 100%
Agentes Extracto etandlico de Concentracion del extracto
Antibacterianos Caesalpinia Spinosa Dilucion etanolico de la Spinosa Nominal
(Tara) 25%, 50%, 75%, 100 %
Clorhexidina 0.12% Disolucion Concentracion al 0.12% Nominal
Extracto acuoso de . B Nula (-): Un didmetro inferior
o ) Medida del didmetro
Caesalpinia Spinosa o a6 mm.
de inhibicion ) )
) ) (Tara) ) Sensible (+): Un diametro
Efecto antibacteriano __ bacteriana al 25%
) Extracto etandlico de entre 7 a 14 mm.
frente a colonias del o ) 50% 75% 100%, ) )
Caesalpinia Spinosa Muy sensible (++): Un Ordinal
Streptococcus escala de Duraffourd |
(Tara) didmetro entre 15y 19 mm.
mutans ]
Medida del diametro | Sumamente sensible (+++):
Clorhexidina 0.12% de inhibicion, Un didmetro superior a 20
Duraffourd mm.
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1 Disefio de la investigacion:

Es un estudio experimental, las variables fueron sometidas a
experimentacion de tal forma que las concentraciones de la Caesalpinia
Spinosa fueron controladas de manera intencional e independiente,

consecuentemente se describieron los resultados.

4.2 Tipo de investigacion:

Experimental: Debido a que fue de manera in vitro y trabajado en estados

acuoso Yy etanolico de la Caesalpinia Spinosa.

Transversal: Es de tipo transversal debido a que este estudio se ejecutd y
se midid solo una vez, obteniendo asi los resultados y la comparacion entre

los extractos.

Prospectivo: Porqué fueron datos propios para la investigacion, se realizo
la observacion y examinaciéon de los resultados transcurrido el tiempo

estimado de primera fuente.

Analitico: Es de tipo analitico porque se planted una hipotesis en la cual
se buscd el estudio del efecto antibacteriano y se obtuvo mas de una
variable es decir fue bivariado para que de esta manera se pueda realizar

un correcto estudio y poder determinar las posibles variaciones.
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4.3 Ambito de estudio:

El presente estudio se desarrolld en la Universidad Privada de Tacna
especificamente en la Facultad de Ciencias de la Salud, en el laboratorio de
Microbiologia con el proposito de emplear las propiedades antibacterianas
del extracto etandlico y acuoso de la Caesalpinia Spinosa (Tara) en el &mbito

odontolégico.

4.4 Poblacion y muestra:

Conformada por las colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 vy el
conjunto de cultivo de placas Petri, utilizando los extractos acuoso y etandlico
de la Caesalpinia Spinosa (Tara) en diferentes concentraciones evaluando asi

el efecto antibacteriano.

4.4.1 Criterios de inclusion:

e Cepade “Streptococcus mutans ATCC 25175”.
e Gluconato de Clorhexidina al 0,12%.

e Vainas de “Caesalpinia Spinosa” en buen estado, sin hongos.

4.4.2 Criterios de exclusion:
e Placas Petri contaminadas en el estudio de cultivo.

e Colonias de Streptococcus mutans contaminadas.

e Vainas de “Caesalpinia Spinosa” en mal estado, con hongos.
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4.5 Instrumentos de Recoleccion de datos:

4.5.1 Coordinacion:

e Se coordind con la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Privada de Tacna mediante un permiso, para el uso del

laboratorio de Microbiologia.

e Una vez obtenido dicho permiso, se presentd al Decano de la
Facultad de Ciencias de la Salud y se coordiné con el Bidlogo a
cargo del laboratorio de la Facultad, con el fin de poder ejecutar

dicho proyecto.

4.5.2 Técnicas de recoleccion de los datos:
e La técnica utilizada fue observacion directa. Los datos obtenidos

fueron registrados en una ficha de recoleccion de datos para su

posterior analisis.

4.5.3 Ficha de recoleccion de datos:

e La ficha fue disefiada de manera exclusiva para registrar el

didmetro de los halos de cada concentracion en mm (ANEXO 1).

e Dicha ficha se utilizé para poder recolectar datos de los resultados
obtenidos, este procedimiento se realizd mediante el programa

Microsoft Office Excel para su procesamiento.
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e Los datos obtenidos en el procesamiento se transfirieron a un
programa de analisis estadistico SPSS Statistics version 22.0,

siendo analizados ordenadamente de acuerdo a su origen.

e Finalmente, los resultados se presentaron en tablas y graficos
estadisticos con el fin de dar respuesta al problema y a los objetivos

de la investigacion.

4.5.4 Instrumentos:

45.4.1 Equipos:

e Centrifuga Greet med.

e Balanza analitica Sartorius Basic.

e Estufa Memmert.

e Autoclave Lab. Companion 46.

e Equipo de Vortex MS1 Minishaker IKA.
e Balanza electronica Denver Instrument.
e Incubadora Binder.

e Jarra de Anaerobiosis BBL Gas Pak.

4.5.4.2 Biomateriales de cultivo, bacteria y reactivos:

e Bacteria Streptococcus mutans ATCC 215175 Gem
Lab.

e Agar Brain Heart Infusion Diagnostici Liofilchem.
e Caldo Brain Heart Infusion Diagnostici Liofilchem.
e Clorhexidina al 0,12% Perio Aid.

e Alcohol al 70° Alkofarma.
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4543

4544

Agua destilada Alkofarma.

Materiales de Laboratorio:

Otros:

Micropipeta de 10 pul Boeco Germany
Micropipeta de 100 pl Boeco Germany
Micropipeta de 1000 pl Boeco Germany
Matraces 100 ml Shott Duran

Matraces 250 ml Shott Duran

Matraces 500 ml Shott Duran

Pipeta graduada de 10 ml Boeco Germany
Pipeta graduada de 15 ml Boeco Germany
Pipeta graduada de 20 ml Boeco Germany
Frascos de vidrio de 250 ml Boeco Germany
Frascos de vidrio de 500 ml Boeco Germany
Frascos color ambar de 30 ml YB 440

Vaso precipitado de 250 ml Boeco Germany
Vaso precipitado de 400 ml Boeco Germany
Vaso precipitado de 600 ml Boeco Germany
Probeta de 100 ml LMS Germany

Tubos de ensayos de 10 ml Pirex

Tubos de ensayos de 10 ml Pirex 47

Tubos de ensayos con tapa de 20 ml Pirex

Campo de trabajo descartable First Class
Licuadora portatil Oster

Manoplas Greal Glove
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Mascarilla N95

Gorro descartable R&G

Mandil de laboratorio

Soporte universal de laboratorio

Algodon Arcéngel

Papel aluminio Triple B

Papel toalla Suave

Espéatula Zhermack

Pinzas rectas N° 48

Papel filtro whatman N°42 y 4 GE Healthcare life
sciences

Papel kraft

Marcador Negro Artesco

Regla Artesco

Tips para micropipeta 1000 pl Global Roll
Encendedor Bic

Cintas adhesivas masking tape Faber Castell
Tubos Falcon de 15 ml

Hisopos de madera estéril Marco

Hojas Bond

Ron de quemar

Tips para micropipeta 2000 pul Global Roll
Placas Petri descartable Samplix

Calculadora Escrimex
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CAPITULO V

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DE DATOS

5.1 Recoleccion de la muestra:

5.1.1 Recoleccion vegetal de la Caesalpinia Spinosa:

e Larecoleccion de la muestra se obtuvo del “Vivero jardin Botanico
Casa Verde” de la provincia de Tacna, ubicado en la Av. Jorge
Basadre Grohman Oeste N° 430.

e Enel laboratorio de Microbiologia, la muestra vegetal paso por una
seleccion minuciosa, descartando las vainas enfermas, con hongos
y en mal estado, posteriormente se realizd la identificacion
Taxondémica de la muestra en el “Laboratorio de Taxonomia” de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. (ANEXO 8)

e Unavez recaudada la muestra, se lavaron las vainas de Caesalpinia
spinosa (taya) con agua destilada y se dejo orear, seguidamente las
vainas fueron envueltas en papel kraft y se colocaron a secar en la
estufa a 40°C por 48 horas.

e Una vez seca la muestra se procedié a separar la cascara de las
vainas de la Caesalpinia Spinosa, para obtener un polvo

homogenizado con la ayuda de una licuadora.

5.1.2 Procesamiento del extracto acuoso de la Caesalpinia Spinosa (Tara):

e Se pesaron 50 g de polvo de Caesalpinia Spinosa que se colocaron
en un frasco Boeco, luego se agregé 200 ml agua destilada y por

altimo el frasco fue envuelto con papel aluminio dejandose
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macerar en ausencia de luz y a temperatura ambiente por 7 dias y
agitdndose manualmente durante 10 minutos 2 veces al dia.
Posteriormente se procedi6 a filtrar 2 veces con papel filtro
Whatman N° 4; obteniéndose una solucién acuosa de Caesalpinia
Spinosa.

Seguidamente se realiz6 el centrifugado del extracto acuoso en
Tubos Falcon de 15 ml durante 10 minutos, obteniéndose el 100%
del extracto acuoso. A partir de este extracto se prepard las
concentraciones de 25%, 50%, 75% disueltas en agua destilada:

o Para la obtencion de una concentracion al 75% se
utiliz6: 30 ml de extracto acuoso con 10 ml de agua
destilada.

o Para la obtencion de una concentracion al 50% se
utiliz6: 20 ml de extracto acuoso con 20 ml de agua
destilada.

o Para la obtencion de una concentracion al 25% se
utiliz6: 10 ml de extracto acuoso con 30 ml de agua
destilada.

Finalmente se colocaron en frascos ambar estériles,

conservandolos en la refrigeradora hasta su posterior utilizacion.

5.1.3 Procesamiento del extracto etandlico de la Caesalpinia Spinosa (Tara):

En un frasco de vidrio Boeco, se agregd 50 g de polvo de nuestra

Caesalpinia Spinosa, luego se agregd 500 ml de alcohol al 70°,
frasco que fue envuelto con papel aluminio dejandose macerar en
ausencia de luz y a temperatura ambiente por 7 dias y agitandose
manualmente durante 10 minutos 2 veces al dia.

Posteriormente se procedié a filtrar 2 veces con papel filtro

Whatman N° 4; obteniéndose una solucién etandlica de Caesalpinia
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Spinosa.

e Finalmente se llevo a la estufa a 50°C para su deshidratacién por 7
dias eliminando todo el etanol contenido, tornando la apariencia de
cristal y mediante un mortero de porcelana se triturd, obteniendo
12 gr de muestra fina.

e Seguidamente se agreg6 alcohol de 70°GL, obteniéndose el 100%
del extracto etandlico. A partir de este extracto se prepard las
concentraciones de 25%, 50%, 75% disueltas en alcohol de 70°GL:

o Para la obtencion de una concentracion al 75% se
utilizd: 30 ml de extracto etanolico con 10 ml de
alcohol de 70°GL.

o Para la obtencion de una concentracion al 50% se
utiliz: 20 ml de extracto etanolico con 20 ml de
alcohol de 70°GL.

o Para la obtencion de una concentracion al 25% se
utilizd: 10 ml de extracto etanolico con 30 ml de
alcohol de 70°GL.

e Finalmente se coloco en frascos ambar, conservandolos en la

refrigeradora hasta su posterior utilizacion.

5.2 Obtencion de las cepas bacterianas:

e Se utiliz6 una cepa bacteriana estdndar de colonias de Streptococcus
mutans ATCC 25175 obtenidas del Laboratorio de GenLab del Perd.

5.2.1 Preparacién del medio de cultivo Agar:

e Se empled 20 g de BHA en un frasco de vidrio Boeco de 500 ml,

luego se agreg6 390 ml de agua destilada, agitdndose lentamente,
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para obtener una mezcla uniforme, se dej6é en autoclave por 40
minutos a 121°C.

Seguidamente el medio de BHA se concentrd en placas Petri (15
ml aprox.), dejando un grosor de 4 mm aproximadamente y
dejandose enfriar por 10 minutos aprox.

Finalmente se realizo la prueba de esterilidad (control de calidad
durante 24 horas) colocando las placas Petri en la estufaa 36 £ 1°C
durante 24 horas para su posterior utilizacion.

5.2.2 Activacion del Streptococcus Mutans (ATCC 25175):

Para su activacion, se dejo la bolsa que contiene la cepa de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) sin abrir, para que se adapte
a la temperatura ambiente seguidamente se abrid y se apreto la
ampolla en la parte superior que contiene el liquido hidratante
mezclandose con la parte inferior que contiene el Streptococcus
mutans (ATCC 25175) liofilizado en un pellet. Manteniéndolo en
posicion vertical, se golpeo sobre la parte inferior de la ampolla
para facilitar el flujo del liquido con el Streptococcus mutans
(ATCC 25175), para obtener un sedimento homogenizado.

Inmediatamente por medio de la técnica de sembrado por extension
(hisopado) se colocd aproximadamente 1 ml de la bacteria,
mediante un hisopo sobre 2 placas de Agar BHA, la incubacion fue
en un ambiente anaerobio colocando las placas Petri en la Jarra de
Anaerobiosis dentro de la estufa, acompafado de un sobre de
GasPak EZ Campy Container System que favorece el aislamiento
y cultivo de la bacteria a una temperatura de 36 + 1°C durante 48

horas.

Posteriormente de las 2 placas de BHA se transfiri6 con un asa

bacteriolégica a cuatro tubos de colonias que contenian 8 ml de
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BHI y estas fueron colocadas en la Jarra de Anaerobiosis e

incubadas durante 24 horas en microaerofilia dentro de la estufa.

5.3 Susceptibilidad del extracto acuoso y etandlico:

Mediante un hisopo estéril se embebid en el tubo que contenia la cepa de
BHI a una distancia de 10 cm de la flama del mechero y se procedi6 al
sembrado de las placas Petri con BHA, estirandolo 10 veces y dejandolo
secar de 3 a 5 minutos.

Con una pinza estéril de punta fina se colocd sobre el cultivo de
Streptococcus Mutans de placas Petri, los discos de papel filtro de 6 mm
previamente estériles, que fueron humedecidos con las respectivas
concentraciones de Caesalpinia Spinosa y el grupo control con
Gluconato de Clorhexidina 0,12%. Las placas Petri se dejaron a una T°
ambiente para que el disco absorba el medio de cultivo y asi permita la
difusion radial del extracto antimicrobiano selectivo. Posteriormente se
incubaron durante 48 horas a una T° de 37°C, colocandoles en una
posicion invertida, este proceso es necesario para el desarrollo de la

Streptococcus Mutans y de la formacidn de halos de inhibicion.

5.3.1 Lectura:

e Una vez transcurrido dicho tiempo, se procedié a la medicion y la
interpretacion de la zona que circunda el disco, (halo de inhibicion)
tomando un registro en milimetros, mediante el compas de Vernier.

e Para la interpretacion de los resultados obtenidos se fundamenté en
la medicion de la escala de Duraffourd y Lapraz, que consideran la

efectividad antibacteriana segun los halos de crecimiento:

= Nula (-): Un diametro inferior a 6 mm.
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» Limite Intermedio (Sensible +): Un diametro
entre 7 a 14 mm.

= Sensibilidad media (Muy sensible ++): Un
didmetro entre 15 a 19 mm.

= Sumamente sensible (S.S. +++): Un didmetro

superior a 20 mm.

5.4 Cromatografia:

Para un analisis fisico-quimico del EECS y EACS se coordind con el
“Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad” de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad
Catolica de Santa Maria, con sede en la ciudad de Arequipa en el Perd.
De igual manera se solicito al laboratorio certificado de la realizacion del
ensayo, iniciandose el ensayo el 07 de Enero del 2020 (ANEXO 3).
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RESULTADOS

En andlisis por cromatografia en capa fina realizado a los extractos se obtuvo los
informes N° ANAO07A20.004465B correspondiente al extracto acuoso y N°
ANAO07A20.004465A correspondiente al extracto etanélico, donde se identifico la
presencia de terpenos, di-terpenos y terpenoidales como metabolitos secundarios
(ANEXO 3) (ANEXO 5).

Manchas correspondientes a los metabolitos secundarios hallados en los extractos:
acuoso y etanolico de la Caesalpinia spinosa (ANEXO 4) (ANEXO 6).

Se observo que el promedio de halo inhibitorio se incrementa a medida que la
concentracion del extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa (tara) aumenta,
mientras que con la muestra del extracto acuoso de Caesalpinia Spinosa (tara) no

muestra reaccion en ninguna de sus concentraciones.
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TABLA Nro. 01.

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA
CAESALPINIA SPINOSA AL 25%, 50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA 0,12%

antiﬁgsgtﬁ;os N Media Deesi\éﬁg;’n Minimo Maximo
EECS al 25%(mm) 8 7.2888 1.15160 5.44 9.54
EECS al 50%(mm) 8 7.9263 1.16566 6.78 10.04
EECS al 75%(mm) 8 11.4263 1.51450 9.18 13.62
EECS al 100%(mm) 8 12.6213 0.51468 12.08 13.42

GC 0,12%(mm) 8 19.6838 0.73380 18.88 20.77

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
EECS: Extracto etanélico de Caesalpinia Spinosa.
GC: Gluconato de clorhexidina.
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GRAFICO Nro. 01

DIAGRAMA DE CAJA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA
CAESALPINIA SPINOSA AL 25%, 50%, 75%, 100% Y GLUCONATO DE

CLORHEXIDINA 0,12%.
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Fuente: Ficha de recoleccidn de datos
EECS: Extracto etanolico de Caesalpinia Spinosa.
GC: Gluconato de clorhexidina.
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INTERPRETACION

Se observa en la Tabla Nro. 01 los resultados de los estadisticos descriptivos para
el extracto etandlico de la Caesalpinia Spinosa al 25 % de concentracion,
corresponde a un minimo de 5,44 mm, un méaximo de 9,54 mm, con un promedio

de 7,2888 mm y una desviacion estandar de 1,15160 mm.

En el extracto etandlico de la Caesalpinia Spinosa al 50 % de concentracion se tiene
un minimo de 6,78 mm, un maximo de 10,04 mm, con un promedio de 7,9263 mm

y una desviacion estandar de 1,16566 mm.

Para el extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa al 75 % de concentracion presenta
un minimo de 9,18 mm, un maximo de 13,62 mm, con un promedio de 11,4263 mm

y una desviacion estandar de 1,51450 mm.

Para el extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa al 100 % de concentracion
muestra un minimo de 12,08 mm, un maximo de 13,42 mm, con un promedio de

12,6213 mm y una desviacion estandar de 0,51468 mm.

Para el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% presenta un minimo de 18,88 mm, un
méaximo de 20,77 mm, con un promedio de 19,6838 mm y una desviacién estandar
0,73380 mm.

La Figura Nro. 01 muestra el diagrama de caja del extracto etandlico de Caesalpinia

Spinosa en diferentes concentraciones y gluconato de clorhexidina 0,12% con su

respectiva distribucion de datos.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

Comprobaremos si los didmetros de los halos de crecimiento (mm) cumple con el
criterio de normalidad basdndonos en la prueba de Kolmogorov-Smirnov y

Shapiro-Wilk por medicién y grupo de estudio.

TABLA Nro. 02
PRUEBAS DE NORMALIDAD

Agente Kolmogorov Shapiro
Antibacteriano -Smirnov? -Wilk

Estadistico g Sig. Estadistico al Sig.

EECSal25% 0245 8 0471 0,923 8 0454

‘o EECSals0% 0202 8 0200 0,888 8 0224
oromedio EECSal75% 0169 8  0.200° 0,962 8 0,831
(MM)  EEcsal100% 0188 8 0,200 0,877 8 0,176
GC 0,12% 0203 8 0,200 0,889 8 0,229

Fuente: Ficha recoleccién de datos

*: Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a: Correccidn de la significacion de Lilliefors.
Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.
H1: Los datos se distribuyen de manera No normal
EECS: Extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa.
GC: Gluconato de Clorhexidina.

Los resultados que se muestran en la Tabla 2, corresponden a las pruebas de

normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. La Tabla 2 muestra que los
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valores p 6 significancia son mayores a 0,05 y aceptamos Ho. Por lo tanto, debe

usarse una prueba Paramétrica.

Luego, elegimos la prueba paramétrica de Analisis de varianza (ANOVA).

TABLA Nro. 03
RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Halo Entre grupos 786,595 4 196,649 170,052 0,000
promedio Dentro de grupos 40,474 35 1,156
(mm) Total 827,069 39

Fuente: Ficha recoleccién de datos

Se realiza la prueba de ANOVA para demostrar la diferencia de medias entre los
resultados del efecto antibacteriano de las diferentes concentraciones de la
Caesalpinia Spinosa y gluconato de clorhexidina. De acuerdo a la Tabla 3, se puede
ver que el p - valor o significancia es menor a 0,05 por lo tanto existe diferencias
de las mediciones del Halo en milimetros de crecimiento entre los grupos

estudiados.

Adicionalmente, consideraremos una prueba POST HOC para comparaciones

maltiples.
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TABLA Nro. 04.

COMPARACIONES MULTIPLES

n J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Antibacteriano = Antibacteriano = de medias (I- = estandar confianza al 95%
J) Limite Limite
inferior | superior
EECS al 25% EECS al 50% -0,63750  0,53768 0,759  -2,1834 = 0,9084
EECS al 75% -4,13750°  0,53768 0,000 -5,6834 -2,5916
EECS al 100% -5,33250°  0,53768 0,000 -6,8784 -3,7866
GC 0,12% -12,39500° = 0,53768 0,000 -13,940 -10,849
EECS al 50% EECS al 25% ,63750  0,53768 0,759 = -0,9084  2,1834
EECS al 75% -3,50000°  0,53768 0,000 -5,0459 = -1,9541
EECS al 100% -4,69500° 0,53768 0,000 -6,2409 -3,1491
GC 0,12% -11,75750° = 0,53768 0,000 -13,303 -10,211
EECS al 75% EECS al 25% 4,13750"  0,53768 0,000  2,5916  5,6834
EECS al 50% 3,50000° 0,53768 0,000  1,9541  5,0459
EECS al 100% -1.19500  0,53768 0,195 -2,7409  0,3509
GC 0,12% -8,25750°  0,53768 | 0,000 -9,8034 -6,7116
EECS al 100% | EECS al 25% 5,33250°  0,53768 0,000  3,7866  6,8784
EECS al 50% 4,69500° 053768 0,000 ~ 3,1491  6,2409
EECS al 75% 1,19500  0,53768 0,195 -0,3509  2,7409
GC 0,12% -7,06250°  0,53768 0,000 -8,6084 -55166
GC 0,12% EECS al 25% 12,39500°  0,53768 0,000 10,8491 13,9409
EECS al 50% 11,75750°  0,53768 0,000 = 10,2116 13,3034
EECS al 75% 8,25750°  0,53768 0,000~ 6,7116  9,8034
EECS al 100% 7,06250"  0,53768 0,000 55166  8,6084

Fuente: Ficha recoleccién de datos
*: La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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GRAFICO Nro.2

INTERVALO DE CONFIANZA DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE CAESALPINIA SPINOSA A DIFERENTES
CONCENTRACIONES Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA 0,12%.

20,00

17,50=

15,00

_ 1)
12,50 | 1283

|11A3

Halo promedio {(mm) con 95% IC

10,00

7,507 ’ 7,93
7,29
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EECS al 25% EECS al 50% EECS al 75% EECS al 100% Go012%
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EECS: Extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa.

GC: Gluconato de clorhexidina.
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En la Gréafico Nro. 02, se muestra la distribucion por efecto antibacteriano medido
por el didmetro del halo inhibitorio en milimetros, donde se puede apreciar los
intervalos de confianza para las diferentes concentraciones del extracto etandlico
de la Caesalpinia Spinosa en relacion al gluconato de clorhexidina 0,12%; en
consecuencia, el efecto antibacteriano del extracto etanodlico de la Caesalpinia

Spinosa no supera al halo inhibitorio del gluconato de Clorhexidina.

La Gréafico Nro. 02, muestran que el extracto etandlico de la Caesalpinia Spinosa
al 25%, al 50%, 75% y al 100% presentan Sensibilidad limite (sensible = +)
mientras que el gluconato de clorhexidina presenta inhibicion de crecimiento

antibacteriano muy sensible (muy sensible. = ++).
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DISCUSION

Existe en el mercado distintos agentes antimicrobianos como el Gluconato de
Clorhexidina que, a pesar de demostrar excelentes propiedades antimicrobianas,
posee también efectos secundarios, por lo cual los productos naturales son una

alternativa terapéutica mas segura.

El Streptococcus Mutans es considerado el principal agente bacteriano de la génesis
de la caries dental, considerada una enfermedad multifactorial es la dieta alta en
carbohidratos que el Streptococcus Mutans produce acidos organicos, los cuales
son responsables de la desmineralizacion de la pieza dentaria y generar lesiones
cavitarias. En las Ultimas décadas se han realizado investigaciones que han
propuesto la utilizacion de agentes naturales con el objetivo de comprobar su
efectividad frente al S. Mutans u otras bacterias precursoras de la caries. La planta
de Caesalpinia Spinosa (Tara) ha sido ampliamente usada en el area de la salud,
como bactericida, bacteriostatico, tratamiento de enfermedades respiratorias y
dermatoldgicas. En el campo de la odontologia la planta de Caesalpinia Spinosa
también ha sido usada como antimicrobiano, bacteriostatico, antiflngico,

anestésico y cicatrizante.

El presente trabajo de investigacion evalud el efecto antibacteriano de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) frente al Streptococcus Mutans (ATCC 25175). Los
antimicrobianos utilizados para realizar este estudio fueron el Gluconato de
Clorhexidina al 0,12% de origen quimico Yy los extractos etandlico y acuoso de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) ambas con concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%
de origen natural. Al evaluar el efecto antibacteriano de los extractos, el extracto
etanolico proporciond resultados positivos con halos de inhibicion de sensibilidad
limite de 7.28 mm, 7.92 mm, 11.42 mm, 12.62 mm respectivamente pero no fue
superior al Gluconato de Clorhexidina al 0,12%. Sin embargo, para el extracto
acuoso no se obtuvo halos de inhibicidn correspondiendo a una sensibilidad nula

en todas sus concentraciones
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Observando otros estudios como el de Cortez E. Colt. M. donde obtuvo un efecto
antibacteriano significativo del extracto hidroalcoh6lico de la Caesalpinia Spinosa
sobre el S. Mutans ATCC 27175 con halos de inhibicion no superiores a los 25 mm
del Gluconato de Clorhexidina al 0,12%. Confirmamos la eficacia de la C. Spinosa
a diferentes esencias de extractos, pero no siendo superiores al agente selectivo de

la Clorhexidina coincidiendo con el estudio presentado.

El estudio que difiere es el de Bazan L. Mendoza J. donde indica que el extracto
acuoso de la Caesalpinia Spinosa al 10%, 50% y 100% presenté un efecto
antibacteriano limite frente a cepas de Streptococcus Mutans (ATCC 25175),
siendo el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% el de mejor efecto antibacteriano,
difiere de nuestro trabajo de investigacion ya que el extracto acuoso no mostro
ninguna reaccion en ninguna de sus concentraciones, pero concordamos en que la

Clorhexidina tiene un mejor efecto antibacteriano.

En el estudio Centurion K. se observo que el extracto etanolico al 5%, 10%, 20%
y 30% tiene un efecto antibacteriano sobre el S. Mutans con halos de inhibicién
méaximo de 34.5 mm al 30% siendo superiores a la Clorhexidina con halos de 12
mm. Comparandola con nuestro estudio podemos coincidir que el extracto
etanolico de la Caesalpinia Spinosa posee un efecto antibacteriano, pero diferimos

que la Clorhexidina al 0.12% sea inferior al extracto.

Otro estudio similar demostré el efecto antibacteriano, presentado por Abanto M.
obtuvo halos de inhibicién de 8.1 mm, 14.00 mm y 14.80 mm respectivamente. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 40%. Comparandolo con nuestro
trabajo de investigacion podemos concordar que el extracto etandlico de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) también posee efecto antibacteriano, pero comparado

con el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% resulta poco significativo.

Segun el estudio de Castro A. J. demostrd que no hay efecto significativo de la

actividad antioxidante y la actividad antibacteriana, presentd resultados
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significativos; en comparacion a este estudio, el extracto etandlico de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) en las cuatro concentraciones 25%, 50%, 75% y 100%

también presentaron resultados significativos.

Segun el estudio Zarate M. establecid que el extracto acuoso de Caesalpinia
Spinosa tiene efecto antibacteriano sobre el Streptococcus pyogenes y Escherichia
coli, similar a lo establecido por Cardenas M. Quitana donde el extracto acuoso
también posee un efecto antibacteriano sobre Escherichia coli. Observando los
estudios mencionados el extracto acuoso tiene un efecto positivo sobre diferentes
patdgenos, contrarrestando con nuestro trabajo investigacion ya que el extracto
acuoso de la Caesalpinia Spinosa no mostro reaccion antibacteriana sobre el

Streptococcus Mutans.
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CONCLUSIONES

La presente investigacion determind que existe efecto antibacteriano del extracto
etandlico de la Caesalpinia Spinosa (Tara) sobre la bacteria Streptococcus mutans
ATCC 25175. Para el caso del extracto acuoso de la Caesalpinia Spinosa (Tara) se
determind que no hubo efecto antibacteriano sobre la bacteria Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Se determind que el extracto acuoso de la Caesalpinia Spinosa (Tara) en sus
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% no muestra efecto antibacteriano
alguno frente a la bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175. Para el extracto
etanolico de la Caesalpinia Spinosa (Tara) en sus concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100% frente a la bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175 se determind

que existe efecto antibacteriano.

El extracto acuoso de la Caesalpinia Spinosa (Tara) en sus concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100% muestra resultados de sensibilidad nula (-) segun la escala de

Duraffourd frente a la bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175.

El extracto etanodlico de la Caesalpinia Spinosa (Tara) en sus concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100% muestra resultados de didmetros comprendidos entre 7 a
14 mm, en ese sentido, estas medidas tienen una sensibilidad limite (sensible = +)
segun la escala de Duraffourd frente a la bacteria Streptococcus mutans ATCC
25175.

Se logré comprobar el efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) frente a la bacteria Streptococcus mutans ATCC
25175, demostrando que existe diferencias significativas entre las medias de los
halos inhibitorios de las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%; y la media
del halo inhibitorio del Gluconato de Clorhexidina al 0,12%. Siendo las medias de

los halos inhibitorios de las concentraciones del extracto etanélico de la
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Caesalpinia Spinosa (Tara) menores a la media del halo inhibitorio del Gluconato
del Clorhexidina 0,12%. Para el extracto acuoso de la Caesalpinia Spinosa (Tara)
en sus concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% no muestra efecto antibacteriano

frente a la bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175.
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RECOMENDACIONES

Debido a los resultados obtenidos con las concentraciones del extracto etanélico
de la Caesalpinia Spinosa (Tara) se ha podido ver que la efectividad va en
aumento con respecto a su concentracion, por lo que se recomienda para futuros
trabajos hacer uso de concentraciones mayores para un mejor efecto

antibacteriano.

Habiéndose demostrado el efecto antibacteriano del extracto etandlico de la
Caesalpinia Spinosa (Tara) se recomienda su promocion y elaboracion como
aditamento en pastas dentales y en recetas farmacéuticas de caracter

odontologico.

Fomentar el uso de productos naturales clinicamente comprobados,
incorporandolos como componentes naturales en razdén a sus propiedades

antibacterianas.

Recomendar el uso del Extracto Etandlico de la Caesalpinia Spinosa (Tara) en

otras disciplinas, por ser un producto natural, nativa de Perud y de facil acceso.

Se propone hacer analisis de Concentracion Minima Inhibitoria y

Concentracion Minima Bactericida para complementar este estudio.

Se recomienda evaluar el efecto antibacteriano del Extracto Etanélico de la

Caesalpinia Spinosa (Tara) frente a otras bacterias de la cavidad bucal.
Se recomienda probar el efecto antibacteriano de la Caesalpinia Spinosa (Tara)

en sinergia con otros productos naturales, que puedan potenciar el efecto

antibacteriano.
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ANEXOS

ANEXO 1. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

N° DE
PLACAS
(Streptococcus
Mutans)

Medida del halo de inhibicion del Extracto etandlico de

Caesalpinia spinosa (tara) en mm

Extracto
etandlico
25%

Extracto
etandlico
50%

Extracto
etandlico
75%

Extracto
etandlico
100%

Medida de los
halos de
inhibicion del
gluconato de
Clorhexidina
0,12% en mm
(CONTROL

+)

Medida del
halo de
inhibicion
del Alcohol
700
(CONTROL
)

Placa 1

Placa 2

Placa 3

Placa 4

Placa 5

Placa 6

Placa 7

Placa 8

Promedio del
diametro de
los halos de

inhibicion
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N° DE
PLACAS
(Streptococcus
Mutans)

Medida del halo de inhibicién del Extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (tara) en mm

Extracto
acuoso
25%

Extracto
acuoso
50%

Extracto
acuoso
75%

Extracto
acuoso
100%

Medida de los
halos de
inhibicion del
gluconato de
Clorhexidina
0,12% en mm
(CONTROL

+)

Medida del
halo de
inhibicion del
agua destilada
(CONTROL -)

Placa 1

Placa 2

Placa 3

Placa 4

Placa 5

Placa 6

Placa 7

Placa 8

Promedio del
diametro de
los halos de

inhibicion
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Medida del halo de inhibicion del Extracto etanélico de Meﬁ;?;%ilos Mﬁd:d%dﬁ
inia sni alo de
N° DE Caesalpinia spinosa (tara) en mm inhibicisn del nhibicion
PLACAS gluconato de | del Alcohol
(Streptococcus Extracto Extracto Extracto Extracto Clorhexidina 700
Mutans) etanolico etanolico etanolico etandlico 0,12% en mm | (CONTROL
25% 50% 75% 100% (CONTROL )
+)
Placa 1 6.92 mm 7.54 mm 13.62 mm 12.23 mm 18.88 mm
Placa 2 7.67 mm 6.87 mm 12.09 mm 12.08 mm 19.54 mm
Placa 3 9.54 mm 10.04 mm 10.09 mm 13.42 mm 18.98 mm
Placa 4 7.52 mm 7.70 mm 9.18 mm 12.74 mm 20.30 mm
0.00 mm
Placa 5 7.45 mm 6.78 mm 12.65 mm 12.17 mm 19.20 mm
Placa 6 6.65 mm 9.24 mm 10.22 mm 12.54 mm 19.30 mm
Placa 7 5.44 mm 7.12 mm 12.40 mm 13.34 mm 20.50 mm
Placa 8 7.12 mm 8.12 mm 11.16 mm 12.45 mm 20.77 mm
Promedio del
diametro de
los halos de
inhibicién
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Medida del halo de inhibicién del Extracto acuoso de

Medida de los

N° DE Caesalpinia spinosa (tara) en mm inh?ﬁ:gfé?]e el Mﬁg:g% giel
PLACAS gluconato de | jnhibicién del
(Streptococcus |  Extracto Extracto Extracto Extracto | Clorhexidina | agua destilada
Mutans) acuoso acuoso acuoso acuoso 0,12% en mm | (CONTROL -)
25% 50% 75% 100% (CONTROL
+)
Placa 1 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm
Placa 2 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm
Placa 3 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm
Placa 4 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm
0.00 mm
Placa5 | 0.00mm | 0.00 mm 0.00mm | 0.00 mm 20.97 mm
Placa 6 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm
Placa 7 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm
Placa 8 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm 0.00 mm
Promedio del
diametro de
los halos de
inhibicion
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ANEXO 2: FOTOGRAFIAS DE LOS DIVERSOS PROCEDIMIENTOS
REALIZADOS

RECOLECCION DE LA MUESTRA VEGETAL
CAESALPINIA SPINOSA

Figura N° 01: Llevando la Caesalpinia Spinosa
a la estufa a 40°C

Figura N° 02: Separando la cascara de las
vainas
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PROCESAMIENTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE LA CAESALPINIA

SPINOSA

Figura N° 03: Pesando el polvo pulverizado de
la Tara

Figura N° 04: Agua destilada distribuido en
probeta

Figura N° 05: Mezclando el polvo y agua
destilada

Figura N° 06: Maceracién y posterior
almacenamiento
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PROCESAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA
CAESALPINIA SPINOSA

Figura N° 07: Pesando el polvo pulverizado de
la Tara

Figura N° 08: Alcohol 70° distribuido en
probeta

Figura N° 09: Maceracion y posterior
almacenamiento

Figura N° 10: Proceso de Filtracion
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Figura N° 11: Llevando el concentrado ala Figura N° 12: Proceso de concentrado
estufa a 50°C deshidratado

Figura N° 13: Pesando el raspado y triturado de
la Tara
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Figura N° 14: Materiales y frascos ambar para la
preparacion de concentraciones

Figura N° 15: Preparacion de concentraciones del extracto
etanolico y acuoso
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PREPARACION DEL CULTIVO AGAR (BHA) Y ACTIVACION DE LA
CEPA DEL SPREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175

Figura N° 16: Materiales y Preparacion del BHA

Figura N° 17: Materiales y Activacion de la cepa
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Figura N° 18: Incubacién

Figura N° 19: Materiales y técnica del
hisopado
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Figura N° 20: Materiales utilizados para la
dispensacion de discos

Figura N° 21: Discos embebidos con extractos
sobre las placas inoculadas
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RESULTADOS Y MEDICION DEL EXTRACTO ETANOLICO Y
ACUOSO DE LA CAESALPINIA SPINOSA

Figura N° 22: Lectura del extracto etandlico Figura N° 23: Lectura del extracto acuoso

Figura N° 24: Medicion
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Figura N° 26: Resultados de la Clorhexidina

Figura N° 25: Resultados del extracto
etanolico y acuoso

Figura N° 27: Resultados del extracto
etanolico y acuoso

Figura N° 28: Resultados del extracto
etanolico y acuoso
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ANEXO 3

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José SIN Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1186
= edu.pe (P http: edupe @ Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465B

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Yesica Miriam Alvarez Choque
Henry Oreste Martorell Vilca

Direccion del cliente : Urb. Santa Maria G-16 Arequipa

RUC : No corresponde

Identificacién del contacto : Yesica Miriam Alvarez Choque

Descripcién de la muestra : Extracto acuoso de la Tara

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicion del muestreo : Por el cliente

Tamafio de muestra :5mL

Fecha de recepcion : 07/01/2020

Fecha de ejecucién de ensayo : 07/01/2020 al 15/01/2020
Fecha de emisién de informe  : 15/01/2020

Pagina :1de2
I ANALLISIS FISICO - QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO
Se determin6
DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS pesencia de:
Metodologia thin layer chromatography (TLC) terpenos, di terpenos,
terpenoidales

OBSERVACIONES:

— Lainformacién proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

— El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el p informe se a
la muestra tal como se recibié.

— Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO 4

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
=

edupe § edupe @ Aptdo. 1350

AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465B

II‘iFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente

Direccion del cliente

RUC

Identificacion del contacto
Descripcién de la muestra

INFORMACION DEL ENSAYO

: Yesica Miriam Alvarez Choque

Henry Oreste Martorell Vilca

: Urb. Santa Maria G-16 Arequipa
: No corresponde

: Yesica Miriam Alvarez Choque

: Extracto acuoso de la Tara

Condicién del muestreo : Por el cliente

Tamario de muestra :5mL

Fecha de recepcién : 07/01/2020

Fecha de ejecucion de ensayo : 07/01/2020 al 15/01/2020
Fecha de emision de informe  : 15/01/2020

Pagina :2de?2

DETERMINACION GENERAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Fase Mévil: Acetato de etilo metanol agua (4:0,5: 0,40)
Revelador: Vainillina (1%) Acido Sulfarico (5%) 100 °C
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ANEXO 5

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
= ,

edu.pe ® edupe @ Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465A

Nombre del cliente

Direccion del cliente

RUC

Identificacion del contacto
Descripcion de la muestra

INFORMACION DEL ENSAYO
Condicién del muestreo
Tamaiio de muestra

Fecha de recepcion

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
: Yesica Miriam Alvarez Choque

Henry Oreste Martorell Vilca

: Urb. Santa Maria G-16 Arequipa
: No corresponde

: Yesica Miriam Alvarez Choque

: Extracto etandlico de la Tara

: Por el cliente
:5mL
: 07/01/2020

Fecha de ejecucién de ensayo : 07/01/2020 al 15/01/2020

Fecha de emision de informe  : 15/01/2020
Pagina :1de2
I ANALISIS FISICO - QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO

Se determiné
DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Metodologia thin layer chromatography (TLC)

presencia de:
terpenos, di terpenos,
terpenoidales

OBSERVACIONES:

— La informacién proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

— El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibié.

— Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO 6

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 B + 51 54 382038 ANEXO 1166
= >

edu.pe (§

edupe @) Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465A

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente

Direccién del cliente

RUC

Identificacion del contacto
Descripciéon de la muestra

INFORMACION DEL ENSAYO
Condicién del muestreo
Tamarfio de muestra

Fecha de recepcion

Fecha de ejecucién de ensayo
Fecha de emision de informe
Pagina

: Yesica Miriam Alvarez Choque
Henry Oreste Martorell Vilca

: Urb. Santa Maria G-16 Arequipa

: No corresponde

: Yesica Miriam Alvarez Choque

: Extracto etandlico de la Tara

: Por el cliente

:5mL

: 07/01/2020

: 07/01/2020 al 15/01/2020
: 15/01/2020

:2de2

DETERMINACION GENERAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Fase Mévil: Acetato de etilo metanol agua (4:0,5: 0,40)
Revelador: Vainillina (1%) Acido Sulfurico (5%) 100 °C
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ANEXO 7
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ANEXO 8
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ANEXO 9
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