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5. RESUMEN

Objetivo. En este presente trabajo de investigacion se comparé el efecto
antibacteriano in vitro entre tres concentraciones de un colutorio a base de extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Metodologia. El estudio fue de tipo cuantitativo, nivel explicativo, disefio
experimental, el cual se llevo a cabo en una poblacion conformada por 10 repeticiones
de cada grupo de cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, los cuales fueron
incubados en Caldo Brain Heart Infusion (BHI) y en Agar TSYB. Ademas, se
recolecto e identificd la planta de la tara de la cual se elaboro colutorios de su fruto en
diferentes concentraciones, 25, 30 y 35 %. El efecto antimicrobiano se evalud
mediante el método de Kirby Bauer. Resultados. El promedio de halos de inhibicién,
del colutorio al 25% fue 6,6 mm, al 30% fue 15.0 mm, y al 35% fue 19,3 mm. Segun
la prueba no paramétrica Kruskal Wallis, (p = 0.000 < 0.05), si existe diferencia
estadistica entre los tratamientos. Conclusion. El colutorio a base de Caesalpinia

spinosa al 35% presentd mayor efecto antibacteriano que las demas concentraciones.

Palabras clave: Antibacteriano, Caesalpinia spinosa, Streptococcus mutans.
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Abstract

Objective. In this present research work the antibacterial effect in vitro was compared
between three concentrations of a mouthwash based on hydroethanolic extract of
Caesalpinia spinosa against Streptococcus mutans ATCC 25175. Methodology. The
study was quantitative, explanatory level, experimental design, which was carried out
in a population made up of 10 repetitions of each group of Streptococcus mutans
ATCC 25175 strains, which were incubated in Brain Heart Infusion Broth (BHI) and
in TSYB Agar. In addition, the tare plant was collected and identified, from which
mouthwashes of its fruit were made in different concentrations, 25, 30 and 35%. The
antimicrobial effect was evaluated by the Kirby Bauer method. Results. The average
of inhibition halos, of the mouthwash at 25% was 6.6 mm, at 30% it was 15.0 mm, and
at 35% it was 19.3 mm. According to the non-parametric Kruskal Wallis test, (p =
0.000 <0.05), if there is a statistical difference between the treatments. Conclusion.
The 35% Caesalpinia spinosa-based mouthwash had a greater antibacterial effect than

the other concentrations.

Key words: Antibacterial, Caesalpinia spinosa, Streptococcus mutans.
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I. INTRODUCCION

La caries dental es una de las enfermedades infecciosas que afecta a los seres
humanos a nivel mundial,! donde es considerada una de las enfermedades mas
frecuentes y prevalentes.! La caries dental es resultado de un proceso activo entre la
desmineralizacion y remineralizacion, debido a la adherencia bacteriana sobre el
esmalte dental, con el trascurso del tiempo se produce una pérdida significativa de
minerales del esmalte dentario y se evidencia cambio de coloracion y formacion de
cavidades. Se considera a la caries dental un complejo sistema infectocontagioso,
cronico, progresivo y multifactorial causada por microorganismos provenientes de la

placa bacteriana. 23

Las importantes bacterias provenientes de la placa bacteriana y comprometidos con
el origen y progresion de la caries dental son: Streptococcus mutans, Lactobacillus
sp. y Actinomyces sp.**® Diversas investigaciones han asociado al S. mutans con la
formacion de caries dental de tal manera que, en la actualidad dicho microorganismo
se considera como uno de los principales factores causales de dicha enfermedad en el
ser humano’. Este microorganismo cariogénico, y patdgeno influye en el proceso de
desmineralizacion del 6rgano dental, el cual mediante los &cidos que produce a
partir de los sustratos fermentables trae como consecuencia la desmineralizacion del

esmalte dental .8 °

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sefiala la importancia de afadir a la
salud de los pobladores los medios y conocimiento sobre el uso de la medicina

tradicional . 1®



La vegetacion de nuestro pais es muy valiosa, por poseer diferentes tipos de plantas,
asi mismo la medicina tradicional le atribuye poderosas propiedades medicinales, las
cuales son muy pocas estudiadas, tal como la Caesalpinia spinosa (tara)
perteneciente a la familia Fabaceae. La tara es una planta oriunda del PerG utilizada
desde la época prehispanica en la medicina tradicional y en afios recientes en la
industria peletera o en la produccion de goma tara. %2

La tara es un arbol de color verdoso que mide 3-5 m. de alto, a veces de méas tamario,
dependiendo del el lugar en el que se cultiva, tiene una copa abultada y ramas cortas,
estriadas, con espinas puntiagudas curvadas entre los nudos; su tallo es corto, a veces
se ramifica desde el pie dando el aspecto de varios troncos y con la corteza rugosa de

color gris*

En la medicina natural ha recibido mucha atencion y ha evolucionado en sus
estudios, debido a las diferentes propiedades medicinales que se le han descubierto a
través de los tiempos. Se ha usado empiricamente y se ha determinado con
diferentes métodos los principios activos que posee, como su actividad

antimicrobiana diversa. 1213 14

Dado lo descrito anteriormente, se formuld el siguiente enunciado de problema:
¢Cual es el efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto hidroetanolico
de Caesalpinia spinosa (tara) a diferentes concentraciones frente a cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175? Asi mismo se tuvo como objetivo general
comparar el efecto antibacteriano in vitro entre tres concentraciones de un colutorio a
base de extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175; y como objetivos especificos ; evaluar in vitro el efecto

antibacteriano de un colutorio a base de extracto hidroetandlico de Caesalpinia



spinosa (tara) al 25, 30, 35 % frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,
y como control positivo se utilizé gluconato de clorhexidina al 0.12 % ; como control
negativo etanol al 70%. Este estudio fue de tipo cuantitativo, prospectivo,

transversal, analitico, nivel explicativo, disefio experimental.

La poblacién estuvo conformada por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,
las cuales fueron incubadas en Caldo Brain Heart Infusion (BHI) y en Agar TSYB.
Ademas, se recolect6 e identifico la planta de la tara de la cual se elaboré colutorios
de su fruto en diferentes concentraciones, 25, 30 y 35 %. El efecto antimicrobiano se
evalué mediante el método de Kirby Bauer. Los resultados indicaron que, el
colutorio al 25% obtuvo un promedio de 6,6 mm de halos de inhibicion, al 30% 15.0
mm, y al 35% 19,3 mm. Segun la prueba no paramétrica Kruskal Wallis, (p = 0.000
< 0.05), si existe una diferencia estadistica entre los tratamientos. En conclusion, el
colutorio a base de Caesalpinia spinosa al 35% presentdé mayor efecto antibacteriano

que las demas concentraciones.

Debido que no existen estudios que enfrenten este extracto hidroetanélico bajo el
preparado de colutorio y contando con recursos humanos y material disponible para
elaborar un colutorio del extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara) y
buscando una solucion a la caries dental, resulta importante encontrar una alternativa
como esta que sean benéficas, de bajo costo y de facil acceso para la sociedad y
puedan incluirse en productos que puedan disminuir y controlar este microorganismo

y evitar malestares a la poblacion susceptible.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes

Nacionales

Cholan K, et al. (Trujillo, Pera, 2019) En su estudio titulado: “Efecto del
extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa (Fabaceae) sobre el crecimiento
de Salmonella typhi y Escherichia coli”. El objetivo del estudio fue determinar
el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Caesalpinia spinosa
frente a diferentes bacterias. Metodologia. El disefio fue experimental, el cual se
llevd a cabo en cepas de Salmonella typhi y Escherichia coli, previamente
activados y sembrados en un medio de cultivo. Asimismo, se elaboraron
extractos hidroetandlicos de las vainas de tara en concentraciones del 20, 40 y
80%. Para medir el efecto antibacteriano, se empleé Kirby-Bauer, se midieron
los halos de inhibicion bacteriana en milimetros. Los resultados indicaron que,
para S. typhi la concentracion al 20% obtuvo 23.11 mm, al 40% obtuvo 26 mm,
al 80% obtuvo 29.33 mm, para E. coli la concentraciéon al 20% obtuvo 15.88
mm, al 40% obtuvo 19.77 mm y al 80% obtuvo 24.44 mm. En conclusién, los
extractos hidroetandlicos de las bayas de tara presentaron efecto antibacteriano

frente a diferentes bacterias®®.

Castro M. (Lima, Peru, 2017) En su estudio titulado: “Evaluacién In vitro de
la actividad antibacteriana y citotoxicidad de Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze “tara” frente a Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556)”. El objetivo del estudio fue determinar el efecto

antibacteriano del extracto metandlico de tara frente a S. mutans. Metodologia.



El disefio del estudio fue experimental, el cual se llevo en 18 pruebas, los cuales
se llevaron a cabo en un extracto metandlico de las vainas de tara, en una
concentracion de 0.5mg/ul y como grupo control utilizé clorhexidina al 0.12%,
estos extractos fueron expuestos a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
activadas y sembradas en un medio de cultivo. El efecto antibacteriano fue
medido con el Kirby Bauer. El instrumento de medicién utilizado fue un vernier
para medir los halos de inhibicién bacteriana. Los resultados indicaron que, el
extracto metandlico de tara obtuvo un halo de inhibicién de 25.61 mm vy la
clorhexidina al 0.12% 24.97 mm. En conclusion, el extracto metanolico de las

vainas de la tara obtuvo efecto antibacteriano frente a S. mutans?®.

Cortez K, et al. (Cajamarca, Peru, 2017) En su estudio titulado: “Actividad
antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de las vainas de Caesalpinia
spinosa “taya” frente a Streptococcus mutans”. El objetivo del estudio fue,
determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las vainas de
tara frente a S. mutans. Metodologia. El disefio del estudio fue experimental, el
cual se llevé a cabo en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 activados y
sembrados en un medio de cultivo, el cual fue expuesto sobre el extracto
hidroalcohdlico de las vainas de tara en concentraciones del 10, 50 y 100%. Para
determinar el efecto antibacteriano del extracto, se utilizé el método de Kirby
Bauer, teniendo como controles a la Clorhexidina y alcohol de 70°. Los
resultados indicaron que, el extracto hidroalcohdlico al 10 obtuvo un halo de
inhibicion de 8 mm, al 50% obtuvo 11 mm, al 100% obtuvo 13 mm, con

clorhexidina al 0.12% obtuvo 25 mm y etanol 70° obtuvo 6 mm. En conclusion,



los extractos hidroalcohdlicos de las vainas de tara presentaron efecto

antibacteriano frente a S. mutans?’.

Américo N, et al. (Lima, Perd, 2016) En su estudio titulado: “Composicién
quimica del aceite esencial de Caesalpinia spinosa “tara”, evaluacion
antioxidante y efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans”. Realizaron
un estudio con el objetivo de evaluar el efecto antibacteriano de la tara frente a
Streptococcus mutans. Metodologia. Para este estudio se recolectaron 16 kg de
las vainas de la tara y fue elaborado como un aceite, luego se diluyeron en
alcohol de 96° y se obtuvieron diferentes concentraciones de 25%, 50% y 100%,
para evaluar su efecto antibacteriano frente a S. mutans, los cuales fueron
cultivadas en agar solido Mueller Hinton con el propdésito de evidenciar la
formacion de halos de inhibicion de crecimiento bacteriano. Como control se
utilizé etanol de 96° y ciprofloxacino 5ug. Los resultados indicaron que, la
concentracion al 25% obtuvo un halo de inhibicién de 16 mm, al 50% un halo de
18 mm, al 100% un halo de 21 mm y el ciprofloxacino un halo de 25 mm. En
conclusion, el aceite esencial de tara en diferentes concentraciones presenta

efecto antibacteriano frente a S. mutans®®.

Abanto M. (Trujillo, Perd, 2016) En su estudio titulado: “Efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (tara) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175”. Realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de la tara sobre Streptococcus mutans.

Metodologia. Para el estudio se utilizaron cepas de S. mutans ATCC 25175, los



cuales fueron incubadas en medios de Agar soya tripticasa, luego se realizo una
prueba de susceptibilidad bacteriana. Se recolectaron las vainas de la tara para
ser identificados y elaborados en extractos etanolicos del 40%, 60% y 80%.
Como grupo control se utilizd la penicilina G. para evaluar el efecto
antibacteriano se midieron los halos de inhibicién bacteriana de las placas. Los
resultados indicaron que, la concentracion al 40% midié 8.10 mm, al 60%
midié 14 mm, al 80% midi6 14.80 mm y el grupo control 16.9 mm. En
conclusion, el extracto etanolico de la tara en diferentes concentraciones

presenta efecto antibacteriano frente a S. mutans *°.

Centurion K. (Trujillo, Peru, 2015) En su estudio titulado: “Efecto
antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans ATCC 35668”. El
objetivo del estudio fue determinar el efecto antibacteriano de Caesalpinia
spinosa (tara) frente a cepas de S. mutans. Metodologia. El disefio del estudio
fue experimental, el cual se llevo a cabo en una poblacion de cepas de S. mutans
ATCC 35668, los cuales fueron previamente activados y sembrados en un medio
de cultivo, para luego ser expuestos a extractos etanélicos de las vainas de la tara
en concentraciones del 5%, 10%, 20% ,30%, y como control positivo se utilizd
clorhexidina al 0.12%. Los resultados indicaron que la concentracion al 5%
obtuvo un halo de inhibicién promedio de 16 mm, al 10% obtuvo 18 mm, al
20% obtuvo 29.5mm y al 30% obtuvo 34.5mm, mientras que el control positivo
obtuvo 12 mm. En conclusidn, el extracto etandlico de las vainas de Caesalpinia

spinosa al 30% presentd mayor efecto antibacteriano frente a S. mutans 3.



Bornaz, et al. (Tacna, Peru, 2014) En su estudio titulado: “Efecto in vitro de la
solucidén de extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa al 60%, comparado con
la solucidn de hidroxido de calcio y gluconato de clorexhidina al 2% sobre cepas
de Enterococcus faecalis”. El objetivo fue comparar el efecto antibacteriano de
Caesalpinia spinosa (Tara) y de Gluconato de clorhexidina al 2% sobre la cepa
de Enterococcus faecalis. Metodologia. El disefio del estudio fue experimental,
el procedimiento consistio en sembrar la cepa Enterococcus faecalis (ATCC
29212) en 16 placas con Agar Cerebro Corazon, las cuales fueron divididas en 3
unidades por placa, evaluandose asi 48 unidades de estudio, 24 unidades para el
grupo experimental | (Caesalpinia espinosa al 60%) y 24 para el grupo
experimental Il (Hidroxido de Calcio y Gluconato de clorhexidina al 2%). Se
adicionaron 4 placas petri, 3 para el control positivo (Amoxicilina — Acido
clavulanico) y | placa Petri para el control negativo (Suero fisioldgico). Se
colocaron discos embebidos con la solucion de Caesalpinia espinosa y se hizo
pozos de 5 nun panel hidréxido de calcio y clorhexidina al 2%, posteriormente
las placas hieren incubadas en camara de anaerobiosis a una temperatura de 37
°C. Toméandose medidas de halo inhibitorio expresado en milimetros a las 24,
48, 72 horas y 7 dias. Los resultados obtenidos fueron sistematizados, luego se
aplico el Estadistico T de Student (p<0,05) indicando que el promedio del halo
inhibitorio formado por la Caesalpinia espinosa fue mayor que el halo
inhibitorio formado por el Hidroxido de Calcio, habia diferencia
estadisticamente significativa entre los datos obtenidos entre ambos grupos

experimentales. En conclusion, la Caesalpinia spinosa demostro tener efecto



antimicrobiano frente a la presencia de Enterococcus faecalis, formando halos
de diferentes diametros en las 4 tomas de medidas que se realizO en este

estudio®.

Huarino A, et al. (Lima, Perd, 2013) En su estudio titulado: “Efecto
antibacteriano de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre flora salival mixta”. El
objetivo del estudio fue determinar el efecto antibacteriano de diferentes
concentraciones del extracto alcoholico de la Caesalpinia spinosa. Metodologia.
El disefio del estudio fue experimental, el cual se realizd6 mediante el método de
difusion en placa, y se usé la flora mixta salival, para enfrentarlas a las
soluciones de 6,25, 12,5, 25, 50 y 75 mg/mL del EACS y compararlas con los
controles positivo Clorhexidina 0.12 % y Alcohol 70°. Los resultados indicaron
que el efecto antibacteriano del EACS sobre flora mixta salival muestra una
mayor actividad directamente proporcional a su concentracion. El analisis
estadistico mediante la prueba de Kruskall- Wallis determind que existen
diferencias significativas a nivel de 0.000 entre las diferentes concentraciones
del EACS; mediante la prueba de Mann — Whitney, existen diferencias
significativas a nivel de 0.000 entre el EACS vy el control positivo Clorhexidina
al 0,12 % y Alcohol 70°. Por otro lado, el andlisis de EACS mediante el tamizaje
fitoquimico demostro alta presencia de taninos, flavonoides, esteroides,
triterpenos y saponinas. En conclusion, se evidencid el efecto antibacteriano

sobre la flora mixta salival. %



2.2. Bases tedricas

2.2.1. Caries dental

La caries dental es una entidad cronica y dindmica, que se origina en el esmalte
del diente en unidn directa con la organizacién bacteriana, a causa de la
inestabilidad entre la sustancia del diente y el liquido continuo de la placa, en
efecto se evidencia el desgaste de mineral de esmalte del diente, con signos

clinicos de destruccion localizada de los tejidos méas profundos 2.

Origen

La caries dental es una de las enfermedades bucales mas comunes la cual se
desarrolla a través de diversos factores, interaccionando asi entre ellos, son tres
factores principales que intervienen en su formacion: El huésped, que
comprende a la higiene dental, al flujo salival y el conjunto de dientes. La
microflora, que comprende algunas infecciones de origen bacteriano o viral. El
sustrato que comprende la dieta no saludable o cariogénica. En la revision de la
literatura encontramos también al tiempo como factor que interviene
directamente en la formacién de la caries dental .Entonces se concluye que la
formacion de la caries dental se realiza en medios favorables; es decir debe
existir un huésped sensible, una microflora favorable y un sustrato cariogénico,

presente en un determinado tiempo. 2% 2324
Elementos vinculados con el huésped

En relacion con el factor huésped, tenemos que tener en cuenta las caracteristicas

que poseen la saliva y la dureza del diente a la actividad de bacterias.
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Saliva: La saliva es un fluido que contiene abundante iones de calcio y fosfato,
asi mismo contiene fldor, proteinas, enzimas, agentes buffer, inmunoglobulinas y
glicoproteinas, de tal manera que juntos intervienen para la evitar la formacion
de la caries dental 2. El ion flior se encuentra en pocas cantidades, pero cumple
un rol muy significante en el proceso de remineralizacién del diente, porque al
interactuar con los cristales de hidroxiapatita del esmalte forma un compuesto
fuerte, llamado fluorapatita, la cual muestra resistencia al ataque acido de las
bacterias. 1?

La saliva es muy importante para los cambios acido-base de la placa bacteriana.
Los microorganismos provenientes de la placa bacteriana, degradan facilmente
los carbohidratos y producen acido. ElI pH desciende ligeramente posterior al
consumo de carbohidratos para luego incrementarse gradualmente; se promedia
que transcurrido los 30 minutos vuelve a sus niveles normales.?® El pH salival
esta relacionado con las concentraciones de bicarbonato que posee; el aumento
de esta concentracion produce el aumento de los niveles del pH.

Los bajos niveles del fluido salival ocasionan disminucion del pH, por debajo de
5-3, asi mismo, aumenta a 7-8 si asciende progresivamente el fluido salival?®,

Se conoce que la saliva contiene también otras moléculas de gran tamafio que
estan implicadas con la formacion de la pelicula salival; la proteina llamada
prolina, interacciona con la superficie del esmalte, y constituyen parte de una
envoltura de proteinas que se aloja sobre el mismo, llamado pelicula adquirida,
desarrollando el mecanismo de proteccion del diente, asi mismo en su
remineralizacion la colonizacion bacteriana®. También se han encontrado en la

saliva péptidos con accion antibacteriana, tales como, las betas defensinas, que
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actian como defensa de la superficie dentaria pudiendo evitar la formacion de la
placa bacteriana y por ende, la formacion de la caries dental.*®

Microflora: La cavidad bucal contiene numerosos microorganismos, entre ellos
estan las bacterias que generan la caries dental del género Streptococo, entre
ellas estdn los (Streptococcus mutans y Streptococcus mitis), asi  también
la Rothia dentocariosa, estos microorganismos estan relacionado con procesos
cariogénicos en animales como también en humanos, 22 2425

Colonizacion bacteriana: La colonizacion bacteriana es un proceso en la cual
se forma la caries dental, esta etapa se inicia con la adhesion bacteriana sobre la
superficie dental; esta adhesion esta influida por la interrelacion de la proteina de
la bacteria y de la saliva que son captadas por la parte méas externa del diente.
Asi mismo en la migracion microbiana, es importante la elaboracion de una
delgada capa de proteina salival sobre el esmalte dental, denominada pelicula
adquirida, ésta interaccion se ocasiona por cargas eléctricas. La carga eléctrica
producida por las proteinas depende de la existencia de compuestos con cargas
ionicas en sus aminoacidos constituyentes®® Estudios demuestran que la
conexion de los grupos bacterianos a la pelicula adquirida no Unicamente se une
por uniones de sus electrones, si no también involucra la presencia de moléculas,
de origen proteico en la capa bacteriana, llamadas adhesinas, estas se enlazan a
las proteinas de la saliva y proporcionan la adhesion de bacterias. Este proceso
es permitido gracias a la inigualable memoria molecular; demostrandose, que
cuando mas es el poder de fijacion de la bacteria, mas rapida sera la formacion

de caries dental.?
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Elementos de virulencia
Los elementos por los cuales el Streptococcus mutans produce la enfermedad

son los siguientes:

Acidogenicidad: Es la propiedad donde el streptococcus mutans, es capaz de
fermentar azlcar provenientes de la dieta diaria para producir acido lactico, que
es el resultado final de su metabolismo, esto ocasiona el descenso del pH y por

ende la desmineralizacién del esmalte dental.?*

Aciduricidad: Es la propiedad para formar un medio con acidez donde hay un

descenso del pH .24

Acidofilicidad: Es una propiedad del Sstreptococcus mutans, para superar un

medio acido, mediante el bombeo de protones (H +).%

Sintesis de glucanos y fructanos: Es una propiedad por medio del cual las
enzimas, tales como glucosil y fructosiltransferasas (GTF y FTF), originan unos
polimeros glucano y fructano respectivamenteprovenientes de la sacarosa. Los
glucanos insolubles colaboran con la bacteria para fijarse a la superficie dentaria

y a la vez sirve como depdsito de nutrientes.?*
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2.2.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son representaciones de distintas areas bucales, que nos
permite aislar, cultivar y enumerar bacterias, los cuales no son faciles de lograr.
Hay distintos métodos de cultivo, y mas aun cuando se trata del cultivo de la
placa dental, que se necesitan un ambiente especifico. En ciertos casos se
demandan operaciones estrictamente anaerdbicos. Favorablemente, las diversas
variedades del género estreptococos orales se logran aislar empleando un medio
selectivo, tal es el caso del Agar Mitis Salivarius (MS). En este agar, diversos
estreptococos orales expresan una forma peculiar de cultivos estas son de color
blanquecino, con filos precisos, cultivos estables y muy fijados al ambiente que
posee el cultivo, este reconoce su diferencia originaria. Comunmente, este
cultivo de agar se siembra en un ambiente del 95% de nitrégeno y 5% de didxido

de carbono a 37°C por 1 o 2 dias.

Los estreptococos orales poseen habilidad para descomponer azlcares, tales
como manitol y sorbitol, y también se adhieren superficies lisas cuando existe
sacarosa. EI medio de cultivo agar se considera como el gold estandar lo cual
permite ejecutar rencuentros bacterianos y asi lograr proporciones relativas a
través de métodos cuantitativos no selectivos. Hasta la actualidad existen 5
medios de cultivo para aislar Streptococcus mutans: EI Agar Mitis Salivarius
con bacitracina, Agar Glucosa Sacarosa Telurito, Agar Mitis Salivarius con
bacitracina, kanamicina,Agar Tripticasa de soya con sacarosa y bacitracina,y
agar triptona extracto de levadura. Se conoce que el medio de cultivo agar MS
es el mas usado parra asilar S.mutans Yy otras especies del género estreptococos,

lo cual ha sido reformado para ser mas eficaz en el aislamiento de S.mutans
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agregando sulfonamida, bacitracina, polimixina 0 wuna sacarosa. Las
metodologias de recuento de colonias admiten determinar el nivel de
colonizacion generado por S.mutans segin edades, de tal manera que
proporcionan beneficio para lograr identificar a los habitantes propenso a
adquirir caries dental, asi mismo su aplicacion facultara crear métodos

preventivos de salud bucal en comunidades especificas y de vulnerabilidad.?5 2"

Categorizacion:

De acuerdo a su estructura y enlaces de las biomoléculas de la pared celular, los
estreptococos del conjunto mutans se categorizan en 8 serotipos: Streptococcus
mutans (serotipos ¢, e, f y k), Streptococcus sobrinus (serotipos d vy
g), Streptococcus cricetus (serotipo a), Streptococcus rattus (serotipo
b), Streptococcus  ferus (serotipo  c), Streptococcus macacae (serotipo  ¢)
y Streptococcus downei (serotipo h). De todos los serotipos el mas
proponderante en la cavidad bucal es el serotipo ¢ de streptococcus mutans, mas

que las demas cepas e, d, fy k.8,

2.2.3 Plantas medicinales

Desde la antigliedad las plantas medicinales han sido utilizadas para curar una
gran cantidad de enfermedades, motivo que aquellas plantas utilizadas,
presentaban propiedades curativas, gracias a su principio activo lo cual producia

un efecto fisioldgico curativo.®®
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Caesalpinia spinosa (tara)

Es un arbol cuyo tamafo es de 2-5 metros de altura, tiene corteza de color gris
oscuro, con abundantes espinas dispersas y ramas cerdosas. Las hojas son
alternas, de hoja perenne, que escasean de estipulas , bipinnadas , y que escasean
de glandulas peciolares. Las hojas se forman de 3 a 10 pares de foliolos
primarios de 8 cm de largo y 5-7 pares de foliolos elipticos subsesiles
secundarios, cada uno de aproximadamente 1,5 a 4 centimetros de largo. Las
inflorescencias son terminales de 15-20 centimetros de largo en racimos con
muchas flores y cubierto de vellos diminutos. Las flores son de color amarillo a
naranja con pétalos de 6-7 milimetros, el sépalo mas bajo tiene forma de barco
con muchos dientes marginales; los estambres son de color amarillo, irregular de
extension y apenas sobresale. El fruto es una faceta plana, oblonga indehiscente
de unos 6-12 centimetros de largo y 2,5 cm de ancho, conteniendo 4-6 semillas

negras, de forma redonda, y se vuelven rojas cuando estan maduras.®’
Habitat

Se encuentra en las regiones de costa y sierra entre los 0 a 4500 metros sobre el
nivel del mar, y en montes secos a partir de los 100 metros sobre el nivel del
mar, se ubica en todo los departamentos del Per(, se utiliza a manera de marco
vivo, es un macizo la cual proporciona sombra y se usa también como

decoracion, por lo que se conserva verde maximamente en todo el afio.*’

Distribucion Geografica:
En el PerQ, se encuentra en los valles interandinos secos entre 1000 y 3100

msnm, los departamentos de mayor produccion son Cajamarca (41%), Ayacucho
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(16%), La Libertad (13%), Huanuco (13%), también se reporta su presencia en
Huancavelica, Apurimac y Ancash, habiendo nuevas iniciativas en Ica y
Lambayeque. 2°

v Nombre cientifico: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.

v" Reino: Plantae

v" Division: Magnoliophyta

v" Clase: Magnoliopsida

v" Subclase: Rosidae

v" Orden: Fabales

v' Familia: Fabaceae

v Género. Caesalpinia

v" Especie: Spinosa
Composicion Quimica
Taninos vegetales

El término "tanino™ trasciende del idioma francés "Tanin". Técnicamente tiende
a definirse a los elementos inmediatos de origen vegetal terciarios (C, H, O) de
aroma astringente que se relaciona de forma sencilla con las sales de hierro
originando compuestos de color azul, negro o verde. Los taninos a manera de
elementos fenolicos, poseen caracteristicas hidrosolubles con un peso molecular
que varia entre 500 y 3000 y se sabe qué unido a las transformaciones conocidas
de los fenoles, posee la facultad de precipitar alcaloides, gelatina y otras
proteinas *°. Los taninos se divide en dos partes: taninos hidrolizables y

condensables. Los taninos hidrolizables son facilmente descompuestos en
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presencia de acidos o enzimas incluso por azucar o un polialcohol y un acido
fenolcarboxilico. De acuerdo al medio del acido fenolcarbmalico, los taninos
hidrolizables se dividen en galotaninos y elagitaninos. La hidrdélisis del
galotanino origina al &cido galico, luego el acido hexahidroxifenol produce acido

elagico.

Elementos que intervienen en la composicion de los taninos vegetales: La
agrupacién de los taninos en especie especificas de planta, se vincula con el
ambiente en que ella se desenvuelve y con los diferentes elementos hereditarios.
Las subespecies y las diversidades, permite demostrar que los taninos presentan
caracteristicas muy distintas en diferencia con el género del cual provienen.
Integralmente se estima a los taninos como parte de reserva, defensa o de
eliminacion de la desintegracion de la planta; de igual modo colaboran con
creacion de suber y compromiso de defensa, impidiendo dafios y afecciones,

desde entonces se le otorga la propiedad de fungicida y bacteriostatica 8

Estructura Quimica: El tanino que posee en la tara presenta, entre sus
principales componentes al acido galico, de tal modo que logra diferenciarse de
otros grupos taninos hidrolizables, estd formado por galotanino y un elagitanino.
La presencia de sus 22 anillos galotanicos, le permite crear estructuras en forma

tridimensional.

Usos: Los usos de estos productos quimicos se utilizan de manera directa, tal
como los taninos que se utiliza para el curtido de cueros, brindandole un color
blanquecino, la cual es muy empleado en la produccion de matices, asi mismo se

utiliza para elaboracion de plasticos, preservacion de aparejos de la pesca,
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clarificador de vinos, comercio farmacéutico etc. Un producto primordial
derivados de los taninos es el &cido galico, donde se utiliza en la produccion de
aceites como un antioxidante, asi mismo se utiliza en la elaboracién de la
cerveza como decolorante, en fin su uso se extiende a muchas areas desde la

produccion de tintes, manufactura de papel, litografia y fotografia 3

2.2.4. Gomas naturales

Funciones y aplicacion

La goma natural tiene como principal funcién la captacion de agua en los
nutrientes, ya que posee cualidades de formar enlaces como puentes de
hidrogeno; permitiendo asi aumentar su densidad, con la perdida de fluidez,

hasta tal punto de formar gel®®.

Las gomas se emplean para elaborar productos comestibles y en el area

farmacéuticas en las siguientes presentaciones:
* Estabilizante, para la elaboracion de guisos, condimentos y ensaladas.
« Espesante, para la elaboracion de cremas para postre y helados.

« Emulsificante, para la elaboracion de alimentos dificil de mezclar, como

mayonesa Y dentifricos.

* Gelificante, se emplea como gel natural para la fabricacion de jaleas, caramelos

y alimentos lacteos.

* Clarificante, se emplea para la eliminacion de sustancias solidas en el medio,

en la elaboracién de cerveza, fabricacion de bebidas azucaradas.
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* Encapsulante, Se emplea en la fabricacion de insecticidas y frutos disecados.

La goma de tara, proviene del endosperma de la semilla, ya que es producto de
origel natural, es muy requerido por las industrias de alimentos, para la
elaboracion de helados, yogurt, mermelada, mostaza y ketchup, también es
usada en la textileria asimismo en la elaboracién de jabones aromatizados. Su
semilla presenta un peso simbolico de 33 - 38 % de la vaina esta formada por

cascara (39 %), germen (37 %) y goma (24%).
Composicion quimica de la goma de tara

La goma de tara estd formada por manosa y galactosa en relacion de 3:1,
completamente diferente a la goma de Guar y Garrofin, formada mayormente

por manosa (60%- 26 80%) y galactosa (40%-20%) esto es de 3:2 y 4:1 (24 %)

36

Caracteristicas fisico-quimicas de la goma de tara

Segun los estudios hechos sobre la TARA, dio como resultado que la goma en
medios liquidos donde su flujo presenta una densidad equivalente de 4000 cp a

98 ° C. Presento un peso molecular semejante de 351 400 .%
Adquisicién y utilizacion de la goma de tara

Durante el proceso comerciable de la goma, se aisla el endosperma de la
envoltura y del germen mediante un mecanismo térmico-mecéanico, empleando
presion diferencial, porque existen diferencias significativas en la rigidez de sus
componentes. Posteriormente se organiza y entran a un selector optico; pasando

con una limpieza del 98%. El endosperma aislado, que abarca el 80%
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galactomano, es triturado en macroparticulas muy finas para ser comercializados
en forma de como goma de Tara. La trituracion es realizada en varios momentos,
utilizando molinos especiales de martillos, de roce o de rodillo. Realizado esto

se logra conseguir el 24% de goma de la semilla.3

La goma de tara presenta diferentes tipos de aplicacion, se puede aplicar en la
elaboracion de productos alimenticios, tales como estabilizante y espesante tanto
para los alimentos, como para bebidas y en las areas médicas, regularizando la
viscosidad en la etapa acuosa, asimismo como fijadores aromaticos vy
saborizantes en las gaseosas, por otro lado se aplica también en la linea de
cosmeéticos, minera, papelera, textilera, sanitarias, petroleras, etc. La goma de
tara muestra formacion de gel y de baja densidad, en caso de usarse en pocas

concentraciones (1 %) %,
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I11. HIPOTESIS

El colutorio del extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa al 35% presenta

mayor efecto antibacteriano que las concentraciones al 25% y 30% sobre la cepa de

Streptococcus mutans ATCC 25175
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion

Tipo de investigacion

De acuerdo al enfoque: Cuantitativa

Segun Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, piensa que un
estudio es cuantitativo debido a que los datos fueron producto de mediciones que
se representan mediante nimeros (cantidades) y se analiza a través de metodos

estadisticos®®.
De acuerdo a la planificacion: Prospectivo

Segun Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un
estudio es prospectivo, porque se reconocio la informacion segun resultaron los

fendmenos a una vision a futuro.®®
De acuerdo al nUmero de ocasiones: Transversal

Segun Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que
un estudio es transversal, porque la informaciéon fue obtenida en un
momento dado del tiempo.*® Este estudio midi6 el efecto antibacteriano a

las 48 horas de ser expuestos a los extractos.

De acuerdo al nimero de variables a estudiar: Analitico

Segln Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un

estudio es Analitico, porque el estudio se centr6 en una relacion causa-efecto. .

Nivel de la investigacion: Explicativo
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Segun Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un
estudio es explicativo, porque pretende demostrar relaciones de causalidad .EI
control estadistico es multivariado, a fin de descartar asociaciones aleatorias,

causales o espurias entre la variable independiente y dependiente. °
Disefio de la investigacion: Experimental

Segun Roberto un estudio es experimental ya que se manipulo la variable

independiente y su efecto sobre la variable dependiente.®®

4.2. Poblacion y muestra
La poblacion de este estudio estuvo conformada por cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

- Placas petri sembradas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 27175.

Criterios de exclusion

- Placas Petri con halos de inhibicién no muy claros.

- Placas Petri con signos de contaminacion.

Para determinar el tamafio de la muestra se aplico la siguiente

formula;

(Za + Zg)?2s?
n= 2
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para un a= 0.05

N
NE
1
=
©
o3

Zp=0.84 para un = 0.20

s=0.8 (X1 - Xz), valor asumido por no haber estudios similares.

Reemplazando:

2 2 X _X 2
_ (1.96+0.84)%2(0.8) (2 1772 _ 99 repeticiones

=

Luego la muestra estuvo conformada por 10 repeticiones por cada

concentracion
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variables Definicién conceptual Definicion operacional Indicadores Valores Tipo de Escala de
finales variable medicion
Extracto Sustancia que se extrae Sustancia que se obtendra a partir 25%
hidroetandlico de la | Mediante un disolvente de los protocolos establecidos a 30%
semilla de conservando sus base de las semillas de 3 i it .
Caesalpinia spinosa propiedades. Caes_a_lpinia spinosa la cual sera Concentracion 35% Cualitativo Ordina
(tara) utilizada para comprobar y Control positivo
i . comparar su efectividad
(independiente) antibacteriana frente a cepas de ncéogg\%
Streptococcus mutans ATCC g
25175.%,
Efectividad Efectividad inhibitoria del | Accién antibacteriana que se
antibacteriana crecimiento de la cepa | determinara a partir del extracto
sobre la cepa bacteriana  Streptococcus | hidroetan6lico a  base de o )
Streptococcus mutans ATCC 25175.17 Caesalpinia spinosa, lo cual se iri?l!)?c?gn Mm Cuantitativo De razon
mutans ATCC determinara mediante los halos de
25175, inhibicion frente a las cepas de

(dependiente)

Streptococcus mutans ATCC

25175.Y7
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4.3. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica: Observacion microbiologica

Instrumento: Ficha de Recoleccion de datos. (Anexo 1)

Procedimientos:

Obtencidn de los extractos hidroetandlicos de la semilla de Caesalpinia
spinosa

Identificacion Taxonomica

Luego un ejemplar completo de la planta fue llevado al Herbarium Truxillense
de la Universidad Nacional de Trujillo para su identificacién y posterior
verificacion taxonomica. (Anexo 3)

Recoleccion de la muestra

Se recolecté 1 Kg del fruto de Caesalpinia spinosa del jardin botanico de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo,
situado a 34 m.s.n.m. en el distrito de Trujillo, departamento de La Libertad.

La recoleccidon de la especie se realiz6 por el método convencional o clasico de
herborizacion, para lo cual se seleccion6 el material en el campo, a horas de la
mafana, verificando que esté en buenas condiciones. *°

Preparacién de la muestra

Seleccién de la muestra: EI material recolectado se trasporté al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo, en donde se elimind las sustancias extrarias presentes en el
material vegetal.

Lavado: Luego de la separacion de las sustancias extrafas, se procedio a lavar

la muestra con agua destilada y desinfectada con hipoclorito de sodio.?
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Secado: Una vez desinfectada, la muestra, se seco en estufa a 40°C. Por 3 dias.
Molienda: Se procedié a separar las semillas del fruto de Caesalpina spinosa.
Solo se pulverizo las cascaras con ayuda de un mortero.

Tamizaje: Se paso la muestra molida por un set de tamices para homogenizar el
tamanio de particulas, y luego se coloco en frascos de vidrio de color ambar para

su posterior utilizacion.*

Preparacion del extracto hidroetanolico de tara

Se pesaron 100 g de polvo de tara previamente humectada con etanol de 30°GL.
Se colocé en el equipo de percolacion con cantidad suficiente de etanol de 30
°GL se dejé macerar por un periodo de 24 h. Pasado el periodo de maceracion se
percol6 a velocidad constante de 20 gotas/min el equivalente a 75% del extracto
hidroetandlico se guardo6 en frasco &mbar. Posteriormente se percold hasta que el
ensayo de tricloruro férrico realizado a una alicuota del extracto, de negativo y el
volumen obtenido se concentrara a bafio Maria a cantidad equivalente a 25% del
extracto hidroetanolico, lo cual se reunié con la primera fraccion, obteniendo un
extracto hidroetandlico de 100 mL. Finalmente se filtr6 con papel de filtro de
Whatman N° 41 a través de una bomba vacio. Finalmente, el extracto
hidroetandlico se guardé en frasco de vidrio de color &mbar estéril y en

refrigeracion (4-8°C).%°
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Preparacion de Colutorios a base al extracto hidroetandlico de Caesalpinia

spinosa (tara)

Se prepararon las concentraciones de colutorio de taraa 25%, 30% y 35% de

acuerdo a la siguiente formulacion:

Sustancia Porcentaje
Propilenglicol 30 %
Glicerol 30 %
Extracto
hidroetandlico de 25 %
tara
Etanol 30° 15 %
Total 100%

Tabla 1. Formula de colutorio a base del extracto hidroetanélico de Tara al 25%

Sustancia Porcentaje
Propilenglicol 30 %
Glicerol 30 %
Extracto 30 %
hidroetandlico de tara 10 %
Etanol 30°
Total 100%

Tabla 2. Formula de colutorio a base del extracto hidroetan6lico de Tara al 30%

Sustancia Porcentaje
Propilenglicol 30 %
Glicerol 30 %
Extracto 35 %
hidroetandlico de tara 5%
Etanol 30°
Total 100%

Tabla 3. Formula de colutorio a base del extracto hidroetanélico de

Tara al 35%
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Procedimiento:

Se midio el propilenglicol y se trasvasé a una fiola de 100 mL de capacidad y
luego se afiadio el glicerol y se mezclaré con el propilenglicol contenida en la
fiola. Se agitd en forma de circulo, con la finalidad de homogenizar dichas
cantidades. Posteriormente se agrego0 el extracto hidroetandlico de tara y se agitd
continuamente por 10 minutos hasta homogenizar. Se enrazaron con cantidad
suficiente de etanol de 30° GL. Y se agitd hasta obtener una solucion uniforme.
Finalmente, se obtuvo aproximadamente 100 mL de producto final, como
colutorio bucal y se procedi6 al envasado y etiquetado del colutorio en un frasco

de vidrio.?’

Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175.

Para este estudio se utilizo cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175.

La reactivacion se realizd6 sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL de
Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazén Infusion, luego se incubo

a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.

Para evaluar pureza se sembré por estria en Agar TSYB e incubo a 37°C por 24
— 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligié una

colonia compatible con Streptococcus para realizar coloracion gram.

A partir de una colonia se sembré en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya

(TSA), y se conservé hasta su posterior utilizacion.
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Preparacion de colutorios a base de extracto hidroetandlico de Caesalpinia

spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se prepar6 colutorios empleando extracto hidroetandlico de tara, para lo cual se

realizaron tres formulaciones a concentraciones de 25, 30,35 %.
Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.?

La evaluacion del efecto antibacteriano del colutorio preparado en base de
extracto hidroetandlico de tara sobre el crecimiento de Streptococcus mutans

ATCC 25175, se realizd mediante el método Kirby Bauer, de difusion en agar.
Para lo cual se procedio de la siguiente manera:
Estandarizacion del indculo de S. mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se
sembrd en Agar TSA, se incubo bajo condiciones de micro anaerobiosis a 37°C
durante 24 horas. Luego de 24 horas de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans
ATCC 25175 se diluyeron en caldo BHI hasta obtener una turbidez semejante al

tubo nimero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland (1.5 x 108 ufc/mL)
Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo (1.5 x10®
ufc/ml), se tomaron una alicuota de 100ul y se colocd en cada una de las placas
con Agar Mueller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspension se
distribuird la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una

distribucion uniforme del inoculo en la placa. Se dejara secar la placa a
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temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de

humedad superficial sea absorbido.

Preparacion de los discos con las diferentes concentraciones de colutorios a

base de extracto hidroetanélico de tara.

Se prepararon discos de papel filtro Whatman numero 3 estériles, los cuales
fueron embebidos con 20 ul de cada una de las concentraciones de 25, 30 y 35%

respectivamente.

Luego, con una pinza estéril, los discos fueron colocados sobre las placas de
Petri con Mueller Hinton sembradas con la cepa de Streptococcus mutans ATCC

25175.

Se emplearon como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% vy
como control negativo etanol 70%.

Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de las concentraciones a evaluar, a 37°C durante 24 y
48 horas en micro anaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el método de la

vela.
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Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examind cada placa y se
midieron los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento
alrededor de cada disco. Para lo cual se utiliz6 VERNIER DIGITAL marca
MITUTOYO,Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm/0-
6”,por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025 , abarcando el

diametro del halo. Se realizd 10 repeticiones de cada concentracion.
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4.4.Plan de analisis

Para el analisis estadistico se realizo con el programa estadistico SPSS v.
22, y Microsoft Excel, considerando el procedimiento que a continuacion
se indica: Para la presente investigacion, en el analisis de los datos se
aplico la estadistica descriptiva e inferencial.

De la estadistica descriptiva se utilizo para presentar medidas estadisticas
como la media, desviacion estandar asi mismo para la comparacion entre
dos variables se utilizd la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney,
(datos no normales)

De la estadistica inferencial se aplico la prueba no paramétrica KRUSKAL
WALLIS, (datos no normales) con su respectivo nivel de significancia
0.05 y para la comparacion multiples se utilizo el test de Duncan, para dar
respuestas segun cada objetivo.

Previamente se realiz6 la verificacion de la distribucion normal de los
datos mediante la Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk)

Donde se pudo observar la prevalencia de los grupos de datos con una
significancia menor a 0.05 (p < 0.05), es decir datos no presentan una

distribucién normal.
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4.5.Matriz de consistencia

ENUNCIADO DEL

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLES | HIPOTESIS METODOLOGIA
Objetivo general:
(Cual es el efecto | Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano de El colutorio del
antibacteriano de un | un colutorio a base de extracto hidroetandlico | -Efecto extracto Tipo: cuantitativo
colutorio a base de extracto | de Caesalpinia spinosa (tara) a diferentes hidroetandlico de
hidroetanélico de | concentraciones frente a cepa de Streptococcus | antibacteriano Caesalpinia
COMPARACION, in Vvitro, | Caesalpinia spinosa (tara) a | mutans ATCC 2517 spinosa al 35% | Nivel: Explicativo
DEL EFECTO | diferentes  concentraciones - extracto presenta  mayor
ANTIBACTERIANO DE UN | frente a  cepa  de | Objetivo especifico efecto
COLUTORIO A BASE DE | Streptococcus mutans ATCC | -Evaluar, in vitro, el efecto antibacteriano de | hidroetandlico antibacteriano Disefio: Experimental.
EXTRACTO 251757 un colutorio a base de extracto hidroetandlico que las

HIDROETANOLICO DE
Caesalpinia spinosa (TARA)
A DIFERENTES
CONCENTRACIONES
FRENTE A CEPA DE
Streptococcus mutans ATCC
25175

de Caesalpinia spinosa (tara) al
25%,30%,35%.frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175

-Comparar ,in vitro, el efecto antibacteriano
entre el colutorio a base del extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara) a
diferentes concentraciones y gluconato de
clorhexidina al 0.12 %

-Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano
entre el colutorio a base del extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara) a
diferentes concentraciones y etanol al 70%.

de Caesalpinia

spinosa

concentraciones
al 25% y 30%
sobre la cepa de

Streptococcus
mutans  ATCC
25175

Poblacion

Cepa Streptococcus
mutans ATCC 25175

Muestra
10 repeticiones de cada
grupo de estudio.
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4.6. Principios éticos

Este estudio de investigacion se fundamentd en el cdédigo de ética de la
Universidad Catélica Los Angeles De Chimbote.*°

Cuidado del Medio Ambiente. Se respet6 el principio de cuidado del medio
Ambiente y la biodiversidad, para lo cual se informa que no se registraron
dafos, riesgos y beneficios potenciales que afectaron a las plantas, medio
ambiente o a la biodiversidad.*

Beneficencia y no maleficencia. Asegura el bienestar de las personas que
participan en las investigaciones. La conducta del investigador responde a las
siguientes reglas generales: no causar dafio, disminuir los posibles efectos
adversos y maximizar los beneficios.*

Justicia. El investigador ejerce un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos. Se reconoce que la
equidad y la justicia otorgan a todas las personas que participan en la
investigacion derecho a acceder a sus resultados.

Integridad cientifica. La integridad del investigador resulta especialmente
relevante cuando, en funcién de las normas deontoldgicas de su profesion, se
evallUan y declaran dafios, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a

quienes participan en una investigacion®

Asi mismo al finalizar el estudio las placas Petri con cultivos utilizados fueron
expuestas a 121° C Y 1 Bar de presion fueron inactivadas en autoclave a fin de
desechar el material bioldgico contaminado aplicando las normas de manejo de

desechos hospitalarios.*!
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Los residuos microbioldgicos y patoldgicos fueron eliminados de forma tal que
se asegure su descontaminacion en autoclave (residuos microbioldgicos) o
incineracion (residuos patologicos). Esto significa una bolsa primaria de color
negro, se llend solo hasta ¥, partes de su capacidad y anudada y sobre ésta una
bolsa color amarillo con logo y pre impreso de residuos especiales, se marco el
tipo de residuos que contuvo, el laboratorio o area de generacion y la fecha.
Estas bolsas cerradas anudadas, fueron almacenadas temporalmente en las
areas sucias en contenedores de color amarillo con logo de Residuo

Biologico.*?
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V. Resultados

5.1. Resultados

Tabla 1: Efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara) a diferentes concentraciones
frente a cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Diametro (mm)

Tratamientos N (Sp;g*
Media Des,vl_amon
tipica
Extracto
250 10 6.6 0.70
Extracto
30% 10 15 0
Extracto 0.000
35% 10 19.3 0.95
Clorhexidina
0.12% 10 19.6 0.84
Etanol 70° 10 6 0

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
p*: prueba KRUSKAL WALLIS, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion: Aplicado la prueba no paramétrica KRUSKAL WALLIS, se
obtuvo (p = 0.000 < 0.05), de lo cual podemos indicar que si existe una
diferencia estadistica entre los tratamientos.

Es decir si existe diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos evaluados.
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Tabla 2: Efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto

hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara) a diferentes concentraciones

frente a cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

Subconjunto para alfa =0.05 - (Test

Tratamiento N Duncan)
1 2 3 4
Etanol 70 10 6
Extracto
25% 10 6.6
Extracto
30% 10 15
Extracto
35% 10 19.3
Clorhexidina
0.12% 10 19.6
Sig. 1.00 1.00 1.00 0.306

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.

Test Duncan

Interpretacion:

En la tabla N°02, se observa que respecto al diametro (mm) no presentan

similitud en los tratamientos extracto al 25%, extracto al 30% y etanol 70%

Asi mismo los tratamientos extracto 35% y Clorhexidina 0.12% si presentan

similitud.
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Grafico 1: Efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara) a diferentes concentraciones

frente a cepa de  Streptococcus  mutans ATCC  25175.

25

20

19.3 19.6
15
15
10
6.6 6
| i
0

Extracto 25% Extracto 30% Extracto 35% Clorhexidina Etanol

Fuente: Datos obtenidos de la tabla N° 02

Interpretacion:

Se puede observar que se aplico la prueba no paramétrica KRUSKAL
WALLLIS, con un nivel de significancia (p<0.05), de lo cual podemos indicar
que si existe una diferencia estadistica entre los tratamientos. Se observa que el
extracto al 25% obtuvo un halo de inhibicion de 6.6 mm, el extracto al 30%
obtuvo un halo de 15 mm, el extracto al 35% obtuvo 19.3 mm. Con respecto al
didmetro (mm) no presentan similitud en las concentraciones de extracto al
25%, extracto al 30% Yy etanol 70°. Asi mismo las concentraciones de extracto

35% y clorhexidina 0.12% si presentan similitud.
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5.2. Anadlisis de resultados

La presente investigacion evaluod el efecto antibacteriano del colutorio a base de
extracto hidroetanolico del fruto de Caesalpinia spinosa en concentraciones de 25,
30 y 35%, los cuales fueron expuestos frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175. El instrumento de medicion utilizado fue un vernier digital, con el que se
midieron los halos de inhibicion bacteriana en milimetros (mm).

Al comparar el efecto antibacteriano de un colutorio a base del extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa en diferentes concentraciones frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, se demostrd que la concentracion al 35%
present6 una media de 19.3mm casi similar efecto antibacteriano que la clorhexidina
0.12%, lo cual obtuvo una media de 19.6mm; por lo tanto se pudo dar debido a la
gran cantidad de principios activos que poseen las vainas de tara especialmente
taninos hidrolizables (galotaninos), quinonas, fenoles y flavonoides, las cuales puede
variar segun la condicién ecoldgica. A estos se le puede atribuir la responsabilidad
de inhibir el crecimiento de streptococcus mutans,® asimismo, tanto los fenoles
como el etanol producen desorden en la estructura de la membrana citoplasmatica de
las bacterias, el cual provoca la pérdida de metabolitos intracelulares, afectando su
metabolismo energético.** Estos resultados son casi similares a los estudios de
Cholan K, et al.®® y Castro M., Abanto M.°, Bornaz, et al.?’ y Huarino A, et al.?,
los cuales demostraron que los extractos de las vainas de tara presentaron efecto
antibacteriano frente a bacterias gram positivas y negativas, asi como S. mutans.
Estos resultados se pudieron dar debido a los compuestos fendlicos como los taninos
que son metabolitos que se encuentran en diferentes partes de la tara y son solubles

en agua, etanol; su actividad antibacteriana se debe a que se combina con la
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membrana celular del Streptococcus mutans e inhiben la actividad enzimatica
desnaturalizando las proteinas. Asimismo, sus vayas contienen galotaninos y acido
galico, los cuales también presentan actividad antibacteriana.'® Entonces a medida
que se acrecienta la concentracion de extracto hidroetandlico mayor sera el halo de
inhibicion bacteriana.?*

Al determinar el efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa al 25%, se obtuvo una media de 6.6mm lo
cual se evidencia que no presentd efecto antibacteriano segun la escala de
Duraffourd, esta indica que los halos de inhibicidn menores a 8 mm no presentan
efecto antibacteriano, estos resultados difieren de los resultados del estudio de
Américo N, et al.'® el cual demostré que, el aceite de las bayas de tara al 25%
presentd un halo de inhibicion de 16 mm frente a S. mutans, mientras que en nuestro
estudio obtuvo 6.6 mm. Estos resultados se pudieron dar debido a que ambos
productos tuvieron diferente extraccion de sus principios activos la cual pudo
interferir en la calidad de la efectividad antibacteriana. Por otro lado, también pudo
interferir el origen de la planta de donde procede, ya que los analisis fitoquimicos de
las vainas de tara han demostrado diferentes concentraciones de taninos y péptidos
de acuerdo al lugar de procedencia de la planta.’®

Al determinar el efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa la concentracion al 30% presento una media
de 15.0 mm y al 35% 19.3 mm; se demostré que, dentro de la escala de Duraffourd
presentan efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, estos
resultados se pudieron dar debido a que contienen taninos, flavonoides y gomas, de

alli su efecto bactericida, por causar la desnaturalizacion mediante coagulacion de las
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proteinas de la pared celular, ocasionando la destruccion de la bacteria.l’ Este
resultado presentd similitud con el estudio de Centurion K.** quien demostré que el
extracto etanolico de las vainas de la tara al 30% presentd efecto antibacteriano
frente a cepas de S. mutans; estos resultados se pudieron dar debido a que las vainas
de la tara contienen taninos hidrolizables en un rango de 40% a 60%, las cuales
pueden variar segun las condiciones ecoldgicas en la que vive, asimismo, los taninos
son metabolitos que se encuentran en diferentes partes de la planta, y son solubles en
agua, etanol y acetona, y presentan actividad antibacteriana ya que, al combinarse
con las proteinas de la membrana celular de las bacterias son desnaturalizadas.*®

Al comparar el efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa y clorhexidina al 0.12%, se demostré que la
clorhexidina presenté mayor efecto antibacteriano que los extractos de la tara, estos
resultados se pudieron dar debido a que los extractos hidroalcohdlicos disuelven
mejor los metabolitos y captan mayor los principios activos equilibrando los
compuestos originales y conservandolos.’® Estos resultados son similares de los
estudios de Cortéz K, et al.1” el cual demostré que, la clorhexidina al 0.12% presentd
mayor efecto antibacteriano que los extracto hidroetandlicos al 10, 50 y 100% frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175, estos resultados se pudieron dar debido a que
la clorhexidina al 0.12% se une a la membrana bacteriana y causa un aumento de la
permeabilidad, generando aumento de la permeabilidad con filtracion de los
componentes intracelulares incluido el potasio, y por ende mayor inhibicion

bacteriana .’
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Al comparar el efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto
hidroetandlico de Caesalpinia spinosa y etanol 70%, los colutorios presentaron
mayor efecto antibacteriano que el etanol al 70%, este resultado pudo darse debido a
que las plantas medicinales han demostrado presentar una gran actividad
antibacteriana frente a diferentes microorganismos. Sin embargo, el etanol al 70% es
considerado un bactericida sobre las formas vegetativas bacterianas tanto en
grampositivas como en gramnegativos. Asimismo, producen precipitacion y
desnaturalizacion de proteinas, también lesionan la membrana citoplasmica de las

bacterias.*®
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VI.

CONCLUSIONES

El colutorio a base del extracto hidroetanolico de Caesalpinia spinosa (tara)
al 35% presenta mayor efecto antibacteriano en comparacién con los demas
grupos de estudio, frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

El colutorio a base del extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara)
al 25% presenta efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

El colutorio a base del extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara)
al 30% presenta efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

El colutorio a base del extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara)
al 35% presenta efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

El colutorio a base del extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara)
al 35% presenta similar efecto antibacteriano que gluconato de clorhexidina
al 0.12% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Los colutorios a base de extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara)
en las concentraciones de 25,30, y 35% presentan mayor efecto
antibacteriano que etanol 70° frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

- Se recomiendan estudios similares, pero en una poblacion diferente como algunas
bacterias implicados a enfermedades periodontales.

- Se recomiendan estudios comparando, a Caesalpinia spinosa con otras plantas
con su efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, para

determinar cuél presenta mayor efecto antibacteriano.
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Anexo 1: Ficha de recoleccion de datos

ANEXOS

Concentracion Caesalpinia spinosa (tara)

Repeticiohes 25% 30% 35% C+ c-
Diametro halos de inhibicion

(mm)
1. 6 15 20 20 6
2. 7 15 20 20 6
3. 6 15 20 20 6
4, 6 15 18 18 6
5. 8 15 20 20 6
6. 6 15 20 20 6
7. 6 15 18 20 6
8. 7 15 20 18 6
9. 7 15 18 20 6
10. 7 15 19 20 6
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Anexo 2: VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO,Modelo 500-196-
20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm/0-6”,por estar calibrado y
validado con ISO de calidad 17025
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Anexo 3: Carta De Presentacion
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Anexo 4: Constancia De Determinacion Taxonémica
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Anexo 5: Constancia Del Microbidlogo
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Anexo 6: Constancia De Quimico Farmacéutico
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Anexo 7: Constancia Del Estadistico

s - Trujilio, estahante de s facultad de Ciencias de s Saled.
Ooomologin de B wmversidod Casolica Jos Anpsies de

ue peshore con o asliss caadinen de b tess Snilsl
ARG N
ARDLCE DF foalos

60



Anexo 8: Evidencias De La Ejecucion Del Proyecto de Tesis

Este proyecto se realizo en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo

Recoleccion de la semilla de tara del jardin botanico de la UNT
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Luego de la separacion de las sustancias extrafias, se procedio a lavar
la muestra con agua destilada y desinfectada con hipoclorito de sodio.
Posteriormente se seco en estufa a 40°C. Por 3 dias.

Pasado 3 dias la muestra estaba seca Yy se procedio a separar las semillas del
fruto de Caesalpinia spinosa. Y sélo se pulverizo las cascaras con ayuda de
un mortero.
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Se pas6 la muestra molida por un set de tamices para homogenizar el tamafio
de particulas.

Luego se coloco en frascos de vidrio de color &mbar para su posterior
utilizacion.
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Preparacion del extracto hidroetanolico de tara

Se pesaron 100 g de polvo de tara previamente humectada con etanol de 30°GL. Se
colocé en el equipo de percolacién con cantidad suficiente de etanol de 30 °GL se
dej6 macerar por un periodo de 24 hs

Preparacion de Colutorios a base de extracto hidroetanélico de
Caesalpinia spinosa (tara) a las concentraciones de 25%, 30% y 35%.
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Microbiologia

Sistema conteniendo cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 se
realiz6 sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL de Caldo
Brain Heart Infusion (BHI)
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Preparacion de los discos con las diferentes concentraciones de
colutorios a base de extracto hidroetandlico de tara.
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Incubacion

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de las concentraciones a evaluar, a 37°C
durante 24 y 48 horas en micro anaerobiosis utilizando jarra Gaspak y
con el método de la vela.
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Lectura De Resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examind cada placa y se midieron
los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada
disco. Para lo cual se utiliz6 VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO,Modelo
500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm/0-6”,por estar calibrado y

validado con ISO de calidad 17025, abarcando el diametro del halo.
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Anexo 9: Prueba De Normalidad

Prueba de normalidad, efecto antibacteriano de un colutorio a base de
extracto hidroetanolico de Caesalpinia spinosa (tara) a diferentes
concentraciones frente a cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Tratamientos - Halos de inhibicién (mm)

Repeticiones  Extracto Extracto Extracto Etanol 70° Clorhexidina
25% 30% 35% 0.12%
1 6 15 20 20 6
2 7 15 20 20 6
3 6 15 20 20 6
4 6 15 18 18 6
5 8 15 20 20 6
6 6 15 20 20 6
7 6 15 18 20 6
8 7 15 20 18 6
9 7 15 18 20 6
10 7 15 19 20 6
Promedio 6.6 15 19.3 19.6 6
P 0.008 * 0.001 0.000 *
Prueba de
Normalidad No No No
(Shapiro-  Normalidad Normalidad Normalidad
Wilk)

(*) Extracto 30% y Clorhexidina 0.12%, es un constante y se ha

desestimado

69



Anexo 10
Grafico 1: Efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto
hidroetan6lico de Caesalpinia spinosa (tara) a diferentes
concentraciones frente a cepa de Streptococcus mutans ATCC 2517

25

20

19.3 19.6
15
15
10
6.6 6
| i
0

Extracto 25% Extracto 30% Extracto 35% Clorhexidina Etanol

70



HOJA DE CONFLICTO DE INTERESES
Mediante este documento declaro no presentar algun tipo de conflicto de intereses
financieros, ni personales que influyan de manera inapropiada en el desarrollo de
este estudio titulado Comparacion, in vitro, del efecto antibacteriano de un
colutorio a base de extracto hidroetandlico de Caesalpinia spinosa (tara) a
diferentes concentraciones frente a cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

Trujillo Perd 2021

La presente investigacion fue autofinanciada.

Milton Cesar Ascate Garcia

DNI1.46238684

71



